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RESUMO

CUNHA, Ludmila da Silva. Toxicidade crdnica, embriotoxicidade e analise de risco
ambiental de antivirais. 2022. 175f. Tese (Doutorado em Engenharia Ambiental) —
Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

Os antivirais sdo uma classe de medicamentos usados no tratamento do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e outras infeccdes virais. Devido ao seu amplo uso
em paises em desenvolvimento, esses compostos ja foram encontrados em diversos
ambientes aquaticos e os dados sobre o risco que podem representar para espécies
nao-alvo sdo escassos. Este estudo tem como objetivo avaliar o risco ambiental de
antivirais e seus efeitos crénicos utilizando duas espécies de organismos aquaticos,
além de investigar a embriotoxicidade destes farmacos para Daphnia similis. Os
resultados de tocixidade com R. subcapitata foram: zidovudina (Clso = 5,442 mg L) <
aciclovir (Clso = 3,612 mg L-1) < lamivudina (Clso = 3,013 mg L) < efavirenz (CI50 =
0,034 mg L1). Os resultados do ensaio cronico com C. dubia demonstraram que a
zidovudina foi a menos téxica (CEso = 5,671 mg L), seguida pelo aciclovir (CEso =
3,062 mg L), lamivudina (CEso = 1,345 mg L?) e efavirenz (CEso = 0,026 mg L1).
Ambas as espécies demonstraram ser sensiveis ao efavirenz. A andlise de risco
ambiental nas aguas superficiais dos rios revelou ser alto (Quociente de Risco > 1)
com o uso do efavirenz e lamivudina para R. subcapitata e C. dubia. Posteriormente,
foi realizada uma avaliagao de risco para misturas de antiviriais que identificou riscos
muito altos para o0s organismos aquaticos. Os resultados do ensaio de
embriotoxicidade dos quatro antivirais revelaram que esses farmacos induziram
anormalidades variadas como interrupcdo do desenvolvimento embrionério e
anormalidades na carapaca, antenas e do espinho caudal. O modelo de embrido de
Daphnia foi considerado adequado para avaliar a toxicidade de micropoluentes
durante o desenvolvimento embrionario o que pode comprometer a sobrevivéncia de
espécies em ambientes com a presenca dos antivirais. Os antivirais representam um
risco ambiental significativo para os organismos aquaticos e devem ser levados em
consideracdo no monitoramento futuro dos corpos hidricos.

Palavras-chave: Antivirais. Ceriodaphnia Dubia. Raphidocelis Subcapitat. Toxicidade

cronica. Analise de risco ambiental. Embriotoxicidade.



ABSTRACT

CUNHA, Ludmila da Silva. Chronic toxicity, embryotoxicity and environmental risk
analysis of antivirals. 2022. 175f. Tese (Doutorado em Engenharia Ambiental) —
Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

Antiviral drugs are class of medications used to treat the human
immunodeficiency virus (HIV) and other viral infections. Due to their wide use in
developing countries, these compounds have already been reported in several aquatic
environments, while data on the risk they may pose to non-target species are
scarce.This study aims to evaluate the environmental risk of antivirals and their chronic
effects using two species of aquatic organisms, in addition to investigating the
embryotoxicity to Daphnia similis. The results with R. subcapitata showed the following
toxicities: zidovudine (Clso = 5.442 mg L) < acyclovir (Clso = 3.612 mg L1) <
lamivudine (Clso = 3.013 mg L?) < efavirenz (Clso = 0.034 mg L). The results of the
chronic bioassay with C. dubia demonstrated that zidovudine is the least toxic (CEso =
5.671 mg L?), followed by acyclovir (CEso = 3.062 mg L™'), lamivudine (CEso = 1.345
mg L) and efavirenz (CEso = 0.026 mg L). Both species have been shown to be
sensitive to efavirenz. A risk quotient (RQ) was calculated, and efavirenz had an RQ
greater than 1 for both species, and lamivudine had an RQ greater than 1 for C. dubia,
representing a high ecological risk for these organisms. Subsequently, a risk
assessment was performed for antiviral mixtures identified as presenting relatively high
risks to aquatic organisms. The results of the embryotoxicity assay of the four antivirals
revealed that these drugs induced various abnormalities such as interruption of
embryonic development and abnormalities in the carapace, antennae and caudal
spine. The Daphnia embryo model was considered adequate to assess toxicity during
embryonic development, which may compromise the survival of species in
environments with the presence of antivirals. Antivirals pose a significant
environmental risk to aquatic organisms and must be taken into account in future
monitoring of water bodies.

Keywords: Antivirals. Ceriodaphnia Dubia. Raphidocelis Subcapitata. Chronic toxicity.

Environmental risk analysis. Embryotoxicity.
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INTRODUCAO

Produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs) pertencem a uma das
principais categorias de contaminantes emergentes (CE) presentes no ambiente. CE
sdo substancias que ainda ndo foram classificadas como poluentes prioritarios e,
portanto, ndo sdo rotineiramente monitorados (GEISSEN et al. 2015; VERGILI et al.,
2019). Os PFCPs foram encontrados na faixa de mg L* nas aguas residuais da
industria farmacéutica e na faixa de ng L* e ug L™ nas aguas residuais hospitalares e
domésticas (VERGILI e GENCDAL, 2017; YILMAZ et al., 2017; EDWARDS et al.,
2018).

Os medicamentos antivirais pertencem uma classe de contaminantes
emergentes ambientais (PRASSE et al., 2010; ABAFE et al., 2018; K'OREJE et al.,
2018, HORN et al., 2022), cujo impacto ambiental ainda € relativamente
desconhecido, apesar de seu alto consumo nas Ultimas duas décadas (KUDU et al.,
2022). Embora a avaliacdo de risco com relacdo aos efeitos adversos e limites
permissiveis de exposi¢cdo a organismos ndo tenham sido ainda definidos, ha uma
crescente preocupacao cientifica, publica e regulatoria uma vez que esses compostos
ja foram detectados em aguas superficiais e na agua potavel (NGUMBA et al., 2016;
ABAFE et al., 2018; HORN et al., 2022).

A descarga indiscriminada de antivirais no meio ambiente pode ter efeitos
adversos na biota dos ecossistemas aquaticos (ADEOLA e FORBES, 2021; HORN et
al., 2022). A liberacdo ambiental destes compostos é de consideravel preocupacédo
devido aos potenciais efeitos ao ecossistema e ao desenvolvimento de resisténcias
virais (HORN et al., 2022).

A principal rota de entrada de farmacos no ambiente é o lancamento de esgotos
domeésticos, tratados ou ndo, em corpos hidricos. No entanto, também devem ser
considerados os efluentes de industrias farmacéuticas, efluentes rurais e a disposi¢cao
inadequada de farmacos apés expiracdo do prazo de validade (MELVIN e LEUSCH,
2016; SPIELMEYER et al.,, 2017). A remocao ineficiente de antivirais durante o
tratamento de aguas residuais € uma das principais razdes pelas quais essa classe
de CE é detectada em aguas superficiais e potavel (ADEOLA e FORBES, 2021; KUDU
et al., 2022).
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O ambiente aquético recebe uma mistura complexa de contaminantes
quimicos, o proprio uso de farmacos para soropositivos € considerado uma
combinacdo de antirretrovirais (ARVS), a terapia inicial deve sempre incluir
combinacgdes de trés antirretrovirais, como primeira linha de tratamento, o esquema
de terapia inicial deve ser efavirenz (EFV), lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF), onde
alguns casos pode-se substituir o tenofovir pela zidovudina (AZT), ou seja, 0S
farmacos escolhidos para esse estudo sdo os mais utilizados em paises em
desenvolvimento (KUDU et al., 2022). Além do mais, sabe-se que individuos
soropositivos apresentam episédios de herpes recorrente indicando a hecessidade do
uso do aciclovir em conjunto com a terapia antirretroviral (PANNERSELVAM et al.,
2022).

De acordo o ultimo Boletim do Ministério da saude (2020), no periodo
compreendido de 1980 a junho de 2020, foram identificados 1.011.617 casos de AIDS
no Brasil, em 2019, o pais diagnosticou 41.909 novos casos de HIV e 37.308 casos
de AIDS. Neste contexto, farmacos para soropositivos como a zidovudina onde cerca
de 72-74% ¢é excretado na urina como metabdlitos e 14-18% como droga inalterada
(WILBY et al., 2016) e alguns estudos a detectou em aguas superficiais (K'OREJE et
al., 2016; PRASSE et al., 2010; WOOD et al., 2015), ressalta-se a importancia em
identificar os efeitos ecotoxicoldégicos. Mesmo que as concentragdes individuais de
antivirais em ambientes aquaticos possam ser baixas, as concentracfes combinadas
podem resultar em toxicidade significativa para organismos aquaticos.

Alguns antivirais sao (altamente) bioativos, afetando negativamente
organismos nao-alvos e persistindo em ambientes aquaticos (JAIN et al., 2013; KUDU
et al.,, 2022). Caso o medicamento antiviral e o virus a ser tratado ocorram
concomitantemente no mesmo corpo d'agua, cepas de resisténcia poderdo ser
desenvolvidas. Isso acelera o estabelecimento de resisténcia antiviral e limita a
utilidade clinica dos antivirais em humanos e animais (SINGER et al., 2014; ADEOLA
e FORBES, 2021). Os antivirais também podem ser toxicos e, de acordo com QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationship), os dados de modelagem e toxicidade
ocupam o oitavo lugar entre as classes terapéuticas mais perigosas para organismos
aguaticos, como algas, daphnias e peixes (KUDU et al., 2022).

Neste contexto, no presente estudo, quatro antivirais com uso difundido no

pais: aciclovir, efavirenz, lamivudina e zidovudina foram analisados com a finalidade
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de elucidar a toxicidade aquéatica, embriotoxicidade e analise de risco ambiental. Para
a maioria das listas de prioridades de produtos quimicos levam-se em consideracao
0S riscos que estes podem trazer aos ecossistemas e a saude publica, baseando-se
nas avaliacdes de risco de cada composto (GUILLEN et al., 2012). A escassez de
dados sobre os efeitos adversos do antivirais impede uma elaboragcao de priorizagao
de monitoramento desses compostos, uma vez que as caracteristicas de
contaminantes diferem entre um pais e outro. Ressalta-se a relevancia deste estudo
em identificar os efeitos tdéxicos e embriotdxicos dos antivirais em organismos
aquaticos, uma vez que € preocupante a quantidade desses compostos que

potencialmente entram no ambiente.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral, avaliar o risco ambiental do
aciclovir, efavirenz, lamivudina e zidovudina e seus efeitos crénicos utilizando duas
espécies de organismos aquaticos, além de investigar a embriotoxicidade destes

farmacos para Daphnia similis.

1.2. Objetivos especificos

* Avaliar a toxicidade cronica dos antivirais aciclovir, efavirenz, lamivudina e
zidovudina utilizando o clad6cero Ceriodaphnia dubia e a microalga Raphidocelis
subcapitata como espécies indicadoras;

* Analisar o risco ambiental dos antivirais isolados e em mistura por meio de
duas abordagens: uma com base nas razées MEC/PNEC (RQwec/PNec) € a outra

com base em unidades toxicas (RQstu);

 Avaliar o efeito embriotéxico dos antivirais através do ensaio de

embriotoxicidade com Daphnia similis;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contaminantes emergentes

Nos ultimos anos, a detec¢cdo de produtos farmacéuticos e de cuidados
pessoais (PFCPs) em ambientes aquaticos urbanos em concentracdes
ambientalmente relevantes desencadearam maior atencdo e uma quantidade
consideravel de literatura relacionada a ocorréncia, toxicidade, risco ambiental e
tecnologias de tratamento (KIM e HOMAN, 2020; NGUMBA et al., 2020). O uso
extensivo e de longo prazo de farmacos na medicina humana e veterinaria, 0
crescimento populacional e o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas,
representam uma ameaca potencial para os corpos hidricos (WANG et al., 2018;
LETSINGER et al., 2019).

Os PFCPs foram detectados em diversas matrizes ambientais desde aguas
residuais tratadas (DEBLONDE et al., 2011; VERGEYNST et al., 2015), aguas
superficiais (VERGEYNST et al.,, 2014; HORN et al., 2022), aguas subterraneas
(LAPWORTH et al., 2012; SPIELMEYER et al., 2017) e agua potavel (KIM e HOMAN,
2020). Estudos na literatura relataram que os residuos farmacéuticos no ambiente
aguatico induzem efeitos ecotoxicologicos, desregulacdo enddcrina, resisténcia
bacteriana e viral (SINGER et al., 2014; CARUSSO et al., 2018; LUJA-MONDRAGON
et al., 2019).

Esta bem estabelecido que uma das principais vias de entrada de produtos
farmacéuticos no meio ambiente é por meio de descargas de estacdes de tratamento
de aguas residuais (ETAR) (KUMMERER, 2009; DUAN et al., 2020). Areas com
saneamento deficiente e/ou nenhuma ETAR centralizada cujos efluentes sé&o
liberados diretamente para ambientes aquaticos e terrestres formam uma significativa
rota de entrada PFCPs para o ambiente aquatico (NGUMBA et al., 2016a; KOREJE
et al., 2016; HORN et al., 2022).

A ocorréncia generalizada destes compostos em corpos d’agua indica que as
ETAR convencionais nao foram projetadas especificamente para atingir altas

eficiéncias de remocdo de contaminantes emergentes, especialmente aqueles
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reconhecidos como recalcitrantes, isto €, aqueles que ndo sdo degradados ou
metabolizados por microrganismos (MOHAPATRA et al., 2016; TIWARI et al., 2017).

A Organizacdo Norman Network (2016) definiu como contaminantes
emergentes, substancias detectadas no meio ambiente que atualmente ndo estao
incluidas em programas de monitoramento ambiental de rotina e que podem ser
candidatas a legislagdo futura devido a seus efeitos adversos e/ou persisténcia. Mais
de 1000 substancias, reunidas em 16 classes (toxinas de algas, agentes
antiespumantes e complexantes, antioxidantes, detergentes, subprodutos de
desinfeccao, plastificantes, retardadores de chamas, fragrancias, aditivos de gasolina,
nanoparticulas, substancias perfluoroalquiladas, produtos de higiene pessoal,
produtos farmacéuticos, pesticidas, anticorrosivos), sdo classificados como CE
abordando seus efeitos ambientais e de saude.

Como muitos contaminantes emergentes sdo moléculas projetadas, a
diversidade de efeitos que podem causar € muito ampla. Alguns podem atuar como
desreguladores endocrinos e afetar os processos hormonais de organismos aquaticos
uma vez que todo o seu ciclo de vida fica em contato continuo com essas substancias
na agua. Outros séo produzidos para terem efeitos biolégicos no ser humano e podem
gerar danos em organismos ndo-alvo mesmo em niveis muito baixos (ppb-ppt) (KHAN
et al., 2022).

De acordo com Calvo-Flores et al. (2018), os contaminantes emergentes sao
formados por diferentes classes de compostos quimicos e sdo categorizados com
base em sua origem, uso, efeitos potenciais ou destino ambiental. Os grupos de
substancias identificadas como CEs estao listadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Classes de contaminantes emergentes.

Categoria

Compostos

Antibiéticos (uso humano e

veterinario)
Analgésicos e antiinflamatérios
Drogas psiquiatricas
Reguladores lipidicos

B-Bloqueadores
Contrastes de Raios-X
Esterdides e Hormoénios
Drogas de abuso
Fragancias
Protetores solares e repelentes

Bactericidas

Detergentes e metabdlitos

Retardantes de chama

Aditivos industriais
Aditivos de gasolina
Subprodutos de desinfetantes

Antioxidantes
Anticorrosivos
Compostos antifouling
Toxinas de algas
Nanoparticulas

Pesticidas

Trimetoprima, eritromicina, lincomicina,
sulfametoxazol, amoxicilina, azitromicina
Codeina, ibuprofeno, paracetamol, acido
acetilsalicilico, diclofenaco, aspirina
Diazepam, carbamazepina, lorazepam
Bezafibrato, acido clofibrico, acido fenofibrico,
sinvastatina, enalapril

Metoprolol, propanolol, timolol, bisoprolol
lopromida, iopamidol, diatrizoato

Estradiol, estrona, estriol dietilestilbestrol
Morfina, di-hidrocodeina, cocaina

Almiscares macrociclicos e nitro-derivados
Benzofenona, 3-(4 metilbenzilideno) canfora
Triclosan, 2-benzil 4-clorofenol

Etoxilato de alquilfenol, alquilfendéis (nonifenol

e octilfenol), carboxilatos de alquilfenol

Eteres  difenil-polibromados, tetrabromo,
bisfenol A, tris (2-cloroetil) fosfato

Agentes quelantes (EDTA), sulfonatos
aromaticos

Dialquiléteres, metil-terc-butil-éter (MTBE)
Bromoacidos, bromoaldeidos
cianoformaldeidos

2,6-di-tert-butilfenol

1H-Benzotriazol
2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol
Microcistinas

Dio6xido de titanio

Organofosforados, tiocarbamatos

Fonte: Adaptado de Calvo-Flores et al., 2018.



Os medicamentos veterinarios, PFCPs domésticos e efluentes
industriais/hospitalares séo as trés fontes mais comuns de contaminagéo do solo,
corpos d"agua superficiais e subterraneos; outras fontes sdo os excrementos de gado,
lixiviados de aterros sanitarios, vazamentos de sistemas sépticos e de esgoto e
descarga de efluentes de ETARs (SUI et al., 2015; PALMIOTTO et al., 2018).

A Figura 1 apresenta as principais rotas de contaminagdo de PFCPs no meio
ambiente.

Figura 1 - Rotas de exposi¢cdo ambiental de PFCPs

Origem na agropecudria

- Uso veterinario de drogas

« Excrecao de horménios naturais

« Produtos de limpeza e higiene = Aplicagao dfa Promotores de crescimento animal . Produtos de limpeza
pessoal - Uso de pesticidas - Outras industrias

+»Relso de lodo de ETE na agricultura
i Lr i 1

4

Origem humana
+ Uso de medicamentos
+ Excrecdo de hormonios naturais

Origem industrial
« Industria farmacéutica
» Producao de plasticos

Residuos ESQE v v Residuos Despejos
sdlidos Alimentos e bebidas Produtos solidos liquidos
contaminados industriais
v Y
‘ Aterros ‘ ‘ ETE H Lodo ‘ Agua ‘ Aterros | ETDI |
Exposdgiaumana contaminada l
I Lixiviado J I Efluente I + T | Lixiviado | | Efluente ’

‘ Escoamento superficial ETA
v

‘ Contaminacao dos corpos d'agua |

ETE e ETDI: Estagdes de Tratamento de Esgoto e de Despejos Industriais; ETA: Estagao de Tratamento de Agua

Fonte: Adaptado de Aquino et al., 2013.

2.2. Métodos de extracdo e identificagdo dos farmacos em matrizes
ambientais

A maioria dos farmacos presente nos compartimentos ambientais
frequentemente estdo em concentracées traco (ug L™ ou ng L), o que torna dificil a
quantificacdo. Alguns instrumentos analiticos ndo sdo sensiveis o suficiente para
quantifica-los diretamente, exigindo um procedimento de concentracdo antes da
analise (DANIELS et al, 2020). Devido a dificuldade de identificagdo dos

contaminantes emergentes no meio ambiente, muitos métodos analiticos foram
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desenvolvidos para quantificar essas substancias em matrizes ambientais complexas,
tais como aguas superficiais e subterrdneas, esgoto doméstico, efluentes de ETE,
sedimentos marinhos, solo e lodo bioldgico (SILVA e COLLINS, 2011).

O aperfeicoamento de técnicas de deteccdo cromatografica permitiu que
pesquisadores quantificassem um grande niumero de farmacos no ambiente em niveis
de ng L%, obrigando a comunidade cientifica a considerar esse tipo de contaminacéo
como um potencial problema (ZUCCATO et al., 2006). Assim, metodologias analiticas
foram desenvolvidas para detectar e quantificar antivirais em niveis extremamente
baixos em corpos hidricos (na faixa de ppb a ppt) (MOMPELAT et al. 2009).

Para a determinacdo de farmacos, diferentes métodos analiticos sé&o
reportados na literatura, principalmente para matrizes biolégicas como sangue, tecido
e urina, sendo que algumas modificacdes nestes métodos podem ser adaptadas para

as matrizes ambientais.

2.2.1. Extracdo em Fase Sdélida

A extracdo em fase solida (EFS) € uma técnica de preparacdo de amostras
amplamente utilizada e recomendada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos para extracdo de PFCPs em agua e efluentes (ENGLERT, 2007). O
principio da EFS é semelhante ao da extracao liquido-liquido (ELL), envolvendo uma
particdo de solutos entre duas fases. No entanto, em vez de duas fases liquidas
imisciveis, como na ELL, a EFS envolve a particdo entre uma fase liquida (matriz da
amostra) e uma fase soélida (sorvente). Esta técnica de tratamento de amostra permite
a concentracao e purificacdo de analitos da solucao por sorcdo em um sorvente solido.

A extracdo em fase solida utiliza uma coluna contendo um sorvente
apropriado para adsorver o analito que é entédo eluido com solvente especifico. A EFS
envolve etapas de condicionamento do cartucho com solvente adequado para
disponibilizar os sitios ativos e para ajustar as for¢cas dos solventes de eluicdo com o
solvente da amostra, extracdo dos analitos da amostra, lavagem do cartucho para
eliminar possiveis interferentes e eluicdo dos analitos de interesse para posterior
analise (SILVA e COLLINS, 2011).

A abordagem bésica envolve a percolacdo da amostra liquida por uma coluna,

cartucho, tubo ou disco contendo um adsorvente que retém os analitos. Depois que
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toda a amostra foi passada pelo sorvente, os analitos retidos sdo posteriormente
recuperados apds a eluicdo com um solvente apropriado (LISKA, 2000). Um
procedimento tipico de EFS é mostrado na Figura 2.

A escolha do tipo e quantidade de sorvente, volume de amostra e de solvente
para ativacao dos cartuchos e para a eluicdo dos analitos s&o alguns parametros que
devem ser considerados (FARIA, 2004).

Figura 2 — Etapas realizadas no processo de Extracdo em Fase Solida.

Condicionamento Adi¢3o da amostra Layngem com Elulglo das
g v 4 solvente analitos

W 7 e
F - - -

*

[ ] ® v 4
x X o o8 N
[Analitos 'S Interferentes » 0*]

Fonte: Adaptado de AL-KARAWI, 2016

Atualmente, um grande numero de adsorventes esta disponivel
comercialmente, sendo os mais utilizados em estudos com amostras ambientais estao
apresentados na Tabela 2.



Tabela 2- Cartuchos de EFS mais utilizados e seus principais fabricantes.

Cartuchos Descricao Fabricante
Oasis LB Poli (divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona) Waters
C18 Silica ligada polimericamente, octadecil Vérios
(18% C)
C18/ENV C18 hidroxilado poliestireno-divinilbenzeno IST
Florisil ® Silicato de magnésio (Mg2SiO3) Varios

Fonte: adaptado de MOREIRA, 2008.

2.2.2. Cromatografia gasosa

Para fazer a separagédo, deteccdo e quantificacdo dos analitos recorre-se
geralmente a métodos cromatograficos, como a cromatografia em fase liquida e/ou a
cromatografia em fase gasosa. A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica analitica
com um excelente poder de resolucao que possibilita a analise de véarias substancias
em uma Unica amostra. Na cromatografia gasosa, 0s componentes de uma amostra
sao dissolvidos em um solvente e vaporizados para separar os analitos distribuindo a
amostra entre duas fases: uma fase estacionaria (liquida ou sélida) e uma fase mével.
A fase mdvel € um gas quimicamente inerte que serve para transportar as moléculas
do analito através da coluna aquecida (KAUR e SHARMA, 2018). A cromatografia ndo
se restringe a separacdes analiticas. Pode ser utilizada na preparacéo de substancias
puras, no estudo da cinética de reacles, investigacfes estruturais em escala
molecular, determinacdo de constantes fisico-quimicas, incluindo entalpia, entropia e
energia livre (GROB e BARRY, 2004). A grande limitagdo do método é a necessidade
de que a amostra seja volatil ou termicamente estavel (PERES, 2002).

De acordo com GIGER (2009), as separag0es por cromatografia gasosa podem
utilizar detectores universais como detector de ionizagdo por chama (FID, flame
ionization detector) ou ainda detectores de maior seletividade, como o detector por
captura de elétrons (ECD, electron capture detector) ou detector de nitrogénio e
fésforo (NPD, nitrogen—phosphorus detector). A deteccgéo utilizando espectrdmetro
de massas (EM), e ionizacdo por impacto de elétrons tornou-se a mais utilizada,

devido aos excelentes limites de deteccdo e as possibilidades de utilizacdo de
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softwares de tratamento de dados com bibliotecas contendo milhares de espectros de
massas para confirmagéo das estruturas dos compostos analisados (AZEVEDO et al.,
2000).

2.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se desenvolveu muito nos
altimos anos, principalmente na analise de produtos farmacéuticos em amostras
ambientais aquosas.

A maioria das andlises atuais por CLAE séo realizadas empregando detecc¢éo
por espectrofotometria por UV, fluorescéncia e espectrometria de massas (EM). As
publicacdes recentes para quantificacao de antivirais conforme mostrado na Tabela 3
tém empregado a deteccdo por EM, pois, os valores dos limites de deteccéo
alcangados para detectores de UV sdo bem mais altos, na faixa de pg.L* a ng.L?,
comparados ao detector EM que atinge limites mais baixos de detec¢do (ng.L*a pg.L
1). Quando utilizado o detector em série (EM/EM), oferece também, a possibilidade de
confirmacéo dos compostos analisados (SILVA e COLLINS, 2011).

A Tabela 3 apresenta os principais métodos de extracdo e deteccdo de
antivirais em diferentes matrizes ambientais. A informacgéao apresentada na Tabela 3
permite verificar que o método de extracdo mais utilizado € o de extracdo em fase
sélida (EFS) e o método instrumental de andlise mais empregado foi a cromatografia

liguida de alta eficiéncia com detector de espectrometria de massas (CLAE-EM).
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Tabela 3 - Métodos de extracdo e deteccao de antivirais em diferentes amostras ambientais

27

S _ _ LDM Recuperacéao _
Antivirais Extracéo Instrumento Matriz ambiental Referéncias
(ng L) (%)
EFS CLAE-EM/EM Agua superficial 1(LQ) 85 PRASSE et al., 2010
Aciclovir EFS CLAE-EM/EM E,fluente de ETE 2,5(LQ) 66 PRASSE et al., 2010
EFS CLAE-EM/EM Agua superficial 6 (LQ) 42,1 PENG et al., 2014
EFS CLAE-EM/EM Efluente de ETE 13 (LQ) 42,1 PENG et al., 2014
EFS CLAE-EM/EM Agua superficial 0,09 86 RIMAYI et al., 2018
EFS CG-EM Lodo de ETE 7,8 109 SCHOEMAN et al., 2017
Extracdo
sortiva CLAE-EM/EM Agua superficial WOODING et al., 2017
Efavirenz Extracdo
assistida por CLUE-EM/EM Efluente de ETE 160 98 MLUNGUZA et al., 2020
microondas
EFS CLUE-EM/EM Agua superficial 510 HORN et al., 2022
EFS CLUE-EM/EM Eluente de ETE 590 MHUKA et al., 2020
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EFS CLAE-EM/EM Agua superficial 10 (LQ) 73 PRASSE et al., 2010
EFS CLAE-EM/EM Efluente de ETE 50 (LQ) a7 PRASSE et al., 2010
EFS CLAE-EM/EM Efluente de ETE 0,9 112 AMINOT et al., 2015
Direta CLAE-EM/EM Efluente de ETE 20 36 ABAFE et al., 2018
Lamivudina EFS CLAE-EM/EM Agua subterranea 3,22 FISHER et al., 2016
EFS CLAE-EM/EM Agua potavel 2 FURLONG et al., 2017
Direta CLAE-EM/EM Lixiviado de aterro 160 MASONER et al., 2014
EFS CLAE-EM/EM Agua de represa 13,4 20 WOOD et al., 2015
EFS CLUE-EM/EM  Efluente te ETE 4910 MHUKA et al., 2020
EFS CLAE-EM/EM Agua superficial 1(LQ) 50 PRASSE et al., 2010
EFS CLAE-EM/EM Efluente de ETE 5(LQ) 54 PRASSE et al., 2010
EFS CLAE-EM/EM Efluente de ETE 6,3 110 AMINOT et al., 2015
Zidovudina EFS CLAE-EM/EM i&gua superficial 7 (LQ) 73,2 PENG etal., 2014
EFS CLAE-EM/EM Agua de torneira 38,6 57 WOOD et al., 2015
EFS CLAE-EM/EM Efluente de ETE 4 65 ABAFE et al., 2018

LDM: Limite de deteccao do método; LQ: Limite de quantificacéo.



2.3. Antivirais

Segundo Horn et al. (2022), o consumo de antivirais vem aumentando devido
a infeccdes pelo HIV e pandemias virais em todo o mundo. Por causa do alto numero
de pessoas vivendo com HIV na Africa do Sul, quantidades substanciais de
antirretrovirais sdo consumidos e excretados. ARVs foram detectados globalmente em
aguas superficiais e efluentes e afluentes de ETAR. Os exemplos incluem Alemanha
(PRASSE et al., 2010), Quénia (K'OREJE et al., 2016, 2018; NGUMBA et al., 2016a)
e Finlandia (NGUMBA et al., 2016b). Alguns estudos também relatam sobre ARVs no
ambiente aquatico da Africa do Sul e em outros paises africanos (WOOD et al., 2015;
SCHOEMAN et al., 2015; WOODING et al., 2017; ROBSON et al., 2017; RIMAYI et
al., 2018; ABAFE et al.,, 2018); no entanto, nem sempre s&o monitorados
sistematicamente e os efeitos ecotoxicolégicos permanecem desconhecidos.

Os antivirais s6 recentemente foram reconhecidas como contaminantes
emergentes, e as estacdes de tratamento de aguas residuais convencionais (ETARS)
nao foram projetadas para remové-los de forma eficiente (PRASSE et al., 2010;
NGUMBA et al., 2016a; NANNOU et al., 2020). Apesar dos avancos nas tecnologias
de tratamento de agua, os efluentes continuam sendo uma fonte importante de carga
antiviral devido as baixas eficiéncias de remocédo (FUNKE et al., 2016).

Em 1981, a AIDS foi identificada como uma doenca e dois anos apés, iniciou-
se uma intensa busca por farmacos que inibissem a replicacao do virus. O primeiro
composto capaz de inibir a replicagdo do HIV tanto in vitro quanto in vivo foi a
suramina, mas o primeiro agente anti-HIV a ser licenciado para uso clinico, em 1987,
foi a zidovudina (AZT) (DE CLERCQ, 2009).

Os antirretrovirais (ARVs) sdo medicamentos usados no tratamento de
infeccdes retrovirais, principalmente para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
O HIV é um virus que ataca principalmente os linfécitos T CD4* responsaveis por
coordenar a defesa imunologica do organismo contra virus, bactérias e fungos. O
tratamento antirretroviral contra o HIV ndo cura ou mata o virus, mas retarda sua
multiplicacéo (DEEKS et al., 2013).

De acordo com a De Clercq (2009), atualmente existem seis categorias de
antirretrovirais que agem de acordo com o alvo de interacdo no ciclo replicativo do HIV
(Tabela 4):
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Tabela 4 — Categorias do antirretrovirais e seus compostos

Categorias

Compostos

Inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos

Inibidores da transcriptase reversa néo

anélogos de nucleosideos

Zidovudina, didanosina, abacavir,
lamivudina, estavudina, zalcitabina e

emtricitabina

Nevirapina, delavirdina, efavirenz e

etravirina

Inibidores de transcriptase reversa _
. . Tenofovir
anélogos de nucleotideos

Saquinavir, ritonavir, indinavir,
nelfinavir, amprenavir, lopinavir,

Inibidores da protease _ o _
atazanavir, fosamprenavir, tipranavir e

darunavir
Inibidores de fusao/de entrada Enfuvirtida
Inibidores da integrase Raltegravir

Fonte: adaptado de DE CLERCQ (2009).

De acordo com NCUBE et al. (2018), o impacto de um tratamento ARV contra
o HIV pode ser categorizado em quatro objetivos: virologico em que o alvo é reduzir a
carga viral; a finalidade imunolégica em que o alvo é melhorar o sistema imunolégico;
a finalidade terapéutica onde o propdésito é reduzir os efeitos colaterais, sintomas e
infeccbes oportunistas e o objetivo epidemiolégico cujo proposito é prevenir a
transmissao do HIV de uma pessoa para outra. A incapacidade dos ARVs de erradicar
completamente o HIV do corpo implica que um reservatério inativo de linfécitos T
persiste no corpo de uma pessoa infectada, obrigando os soropositivos a tomarem
medicamentos para o resto de suas vidas visando suprimir a multiplicagéo viral.

Assim como qualquer outro farmaco, os ARVs podem ser vistos como
poluentes pseudo-persistentes no ambiente devido a sua liberagédo continua (DAOUK
et al., 2015). Como se descobriu que tracos de antibidéticos na agua induzem
resisténcia antibacteriana, a ameaca da resisténcia antirretroviral devido aos ARVs e

seus metabolitos, existe a necessidade de investigacdo melhor estes compostos



(SAUVE e DESROSIERS, 2014). Uma séria preocupacao relacionada & presenca
destes na agua potavel e em fontes de alimentos é a potencial criacdo de cepas
resistentes do HIV no corpo através da exposicdo da agua contaminada. Os
antirretrovirais sdo diferentes dos outros farmacos, pois 0 seu efeito terapéutico
funciona contra um virus que se transforma facilmente em estirpes resistentes, se a
medicagéo nao for tomada de acordo com a prescrigao. Isso implica que qualquer
traco de ARVs em fontes de alimentos e agua potavel tém mais efeitos adversos para
a saude humana do que outras classes de produtos farmacéuticos (NCUBE et al.,
2018).

Um dos estudos pioneiros a respeito dos ARVs em matrizes ambientais foi
realizado por Prasse et al. (2010), o principal objetivo da pesquisa foi o
desenvolvimento e validacdo de um método sensivel para a andlise simultanea de
nove antivirais (aciclovir, abacavir, lamivudina, nevirapina oseltamivir, penciclovir,
ribavirina, estavudina, zidovudina) e um metabdlito ativo (carboxilato de oseltamivir)
em aguas residuais brutas e tratadas, bem como em aguas superficiais da Alemanha.

Na Africa do Sul, Schoeman et al. (2015) identificaram a presenca de nevirapina
e efavirenz em duas ETARs na provincia de Gauteng, estes farmacos foram
quantificados por meio de GC-TOF/MS. Wood et al. (2015) relataram a presenca de
uma lista mais abrangente de 12 ARVs em aguas superficiais proximas a ETARs na
Africa do Sul. Um estudo de Swanepoel et al. (2015) detectou ARVs em &aguas
subterraneas, bem como amostras de agua da torneira da Provincia de Gauteng,
Africa do Sul, e antirretrovirais em aguas subterraneas foram relatados por K'oreje et
al. (2016) no Quénia.

Em vista das literaturas mencionadas acima, existe uma lacuna na
compreensao total da presenca de ARVs em varios compartimentos ambientais e é
extremamente necessaria uma compreensdo do destino ambiental e do efeito
ecotoxicolégico destes compostos. A lista de ARVs que foram detectados em

amostras ambientais esta apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Compilacéo das ocorréncias e concentracdes dos antivirais em diferentes matrizes ambientais

Substancia Concentragao Matrizes Local Referéncia
(ng LH)?
1780 Afluente de ETE Alemanha PRASSE et al., 2010
53,3 Efluente de ETE Alemanha PRASSE et al., 2010
31 Agua superficial Alemanha PRASSE et al., 2010
154 mg.L? Efluente farmacéutica Italia MASCOLO et al., 2010
1990 Afluente de ETE Alemanha PRASSE et al., 2011
148 Efluente de ETE Alemanha PRASSE et al., 2011
113 Agua superficial China PENG et al., 2014
2394 Lixiviado de aterro China PENG et al., 2014
34 Agua de reservatorio China PENG et al., 2014
Aciclovir 406 Afluente de ETE China PENG et al., 2014
205 Efluente de ETE China PENG et al., 2014
705 Efluente primario EUA MCCURRY et al., 2014
1410 Agua superficial EUA BRADLEY et al., 2014
1360 Efluente de ETE EUA BRADLEY et al., 2014
599 Efluente hospitalar Japéo AZUMA et al., 2016
2302 Afluente de ETE Japéo AZUMA et al., 2016
50 Efluente de ETE Japéo AZUMA et al., 2016
23 Agua superficial Japéo AZUMA et al., 2016
8050 Agua subterranea Alemanha FUNKE et al., 2016
740 Afluente de ETE Alemanha FUNKE et al., 2016




Efavirenz

17400
7100
34000
34000
148
2450
37,3
45000
577,9
2169

Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Agua superficial
Agua superficial
Efluente de ETE
Agua superficial
Agua superficial
Afluente de ETE

Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul

SCHOEMAN et al., 2015
SCHOEMAN et al., 2015
ABAFE et al., 2018
ABAFE et al., 2018
WOODING et al., 2017
MTOLO et al., 2019
MLUNGUZA et al., 2020
HORN et al., 2022
MHUKA et al., 2020
MHUKA et al., 2020
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5428
3985
167100
60680
31070
210
<LQ
242
55
22
11,5
96
2200
130
405000
100000
470
48
16,1
49700
118970
55760
10,32

Lamivudina

Agua superficial
Efluente de ETE
Agua superficial
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Agua superficial
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Agua superficial
Efluente primério
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Agua subterranea
Agua superficial
Afluente de ETE
Efluente de ETE

Agua superficial

Quénia
Quénia
Quénia
Quénia
Quénia
Alemanha
Alemanha
Africa do Sul
Finlandia
Finlandia
Finlandia
EUA
Africa do Sul
Africa do Sul
Quénia
Quénia
Alemanha
Alemanha
EUA
Zambia
Zambia
Zambia
Africa do Sul

NGUMBA et al., 2016a
NGUMBA et al., 2016a
K'OREJE et al., 2016
K'OREJE et al., 2016
K'OREJE et al., 2016
PRASSE et al., 2010
PRASSE et al., 2010
WOOD et al., 2015
NGUMBA et al., 2016b
NGUMBA et al., 2016b
NGUMBA et al., 2016b
MCCURRY et al., 2014
ABAFE et al., 2018
ABAFE et al., 2018
K'OREJE et al., 2018
K'OREJE et al., 2018
FUNKE et al., 2016
FUNKE et al., 2016
FISHER et al., 2016
NGUMBA et al., 2020
NGUMBA et al., 2020
NGUMBA et al., 2020
MHUKA et al., 2020
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226,2
500

Afluente de ETE
Agua superficial

Africa do Sul
Quénia

MHUKA et al., 2020
KANDIE et al., 2020

35



0,29
7684
543
17410
20130
110
170
564
973
62
22 -37
53000
500
50000
1500
440
180
9670
66590
37140
3700

Zidovudina

Efluente de ETE
Agua superficial
Efluente de ETE
Agua superficial
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Agua superficial
Efluente de ETE
Agua superficial
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Afluente de ETE
Efluente de ETE
Agua superficial
Afluente de ETE
Efluente de ETE

Agua superficial

Africa do Sul
Quénia
Quénia
Quénia
Quénia
Quénia

Alemanha
Alemanha
Africa do Sul
Finlandia
Finlandia

Africa do Sul

Africa do Sul
Quénia
Quénia

Alemanha
Alemanha
Zambia
Zambia
Zambia
Africa do Sul

SWANEPOEL et al., 2015
NGUMBA et al., 2016a
NGUMBA et al., 2016a

K'OREJE et al., 2016
K'OREJE et al., 2016
K'OREJE et al., 2016
PRASSE et al., 2010
PRASSE et al., 2010
WOOD et al., 2015
NGUMBA et al., 2016b
NGUMBA et al., 2016b
ABAFE et al., 2018
ABAFE et al., 2018
K'OREJE et al., 2018
K'OREJE et al., 2018
FUNKE et al., 2016
FUNKE et al., 2016
NGUMBA et al., 2020
NGUMBA et al., 2020
NGUMBA et al., 2020
HORN et al., 2022

a:Valores maximos reportados nos estudos
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Os resultados apresentados na Tabela 5 indicam que a deteccdo dos
antirretrovirais em efluentes e nas demais matrizes ambientais é recente. Além disso,
€ possivel observar que as concentracdes dos ARVs nos efluentes e aguas
superficiais no continente africano sédo mais altos do que em qualquer outro lugar. Isso
pode estar relacionado a alta prevaléncia da epidemia de HIV/AIDS que paira sobre 0
continente aliado a falta de sistemas adequados de saneamento o que poderia levar
ao aumento da concentracdo de ARVs nas aguas superficiais africanas (NGUMBA et
al., 2020; HORN et al., 2022).

O aciclovir, dentre os antivirais estudados apresenta uma grande quantidade
de dados sobre sua ocorréncia no meio aquatico. Esse fato talvez se explique devido
ao tempo de existéncia do farmaco, uma vez que foi um dos primeiros antivirais a ser
comercializado.

A concentracéo de aciclovir proveniente de efluentes de industria farmacéutica
foi de 154 mg Lt (MASCOLO et al., 2010), considerada bastante alta, podendo causar
danos aos seres humanos e em organismos aquaticos (SINGER et al., 2011). No
afluente de uma ETE, a maior concentracéo de aciclovir relatada foi de 17800 ng L
e uma menor concentracdo (31 ng L) também foi encontrada na agua de um rio
aleméo (PRASSE et al., 2010).

Na China, o aciclovir foi detectado em uma ampla gama de matrizes como no
Rio Pearl e seus afluentes, lixiviado de aterro, agua de reservatorio e efluentes brutos
e tratados em concentragGes variando de 34 a 2394 ng L! (PENG et al., 2014), a
deteccdo do farmaco em agua de reservatdrio € preocupante pois, a ingestao de
quantidades tracos de ACV pode causar dores de cabeca, diarreia, problemas
estomacais e até insuficiéncia renal (PORTILLA et al., 2007). Portanto, é necessario
investigar os residuos e o comportamento do ACV em ambientes aquaticos.

Na Africa do Sul, K'oreje et al. (2016a) encontraram a concentragéo de 167000
ng L de lamivudina em amostras de agua superficial, como evidenciado na Tabela 5.
O destino ambiental dos ARVs diérios deve ser motivo de preocupacgdo para evitar a
exposicdo involuntaria da populacdo mundial aos ARVs através de agua potavel,
especialmente em regides como a Africa Subsaariana, onde ha uma concentracgéo
alta de individuos soropositivos (NCUBE et al., 2018).

De acordo com o Unico estudo sobre medicamentos antivirais na Finlandia

publicados por Ngumba et al. (2016b), AZT teve a maior concentragcao quantificada
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entre outros farmacos, tanto no afluente quanto no efluente, embora tenha sido
concentracfes muito menores do que o relatado em outros paises. Embora a taxa de
HIV na Finlandia seja baixa, a presenca de AZT e mais outro antirretroviral,
nomeadamente nevirapina (NVP), sugere que seja uma combinacédo de primeira linha
gue a maioria dos pacientes toma diariamente (NGUMBA et al., 2016a, 2016b).

A zidovudina (AZT) € predominantemente metabolizado em seu glicuronideo,
onde é encontrado na urina humana, juntamente com o composto original.
Mosekiemang et al. (2019) estudaram o composto original em ETARs na Africa do
Sul, mas néo foi detectado. A zidovudina também foi detectada em varias centenas
de ng L'* em aguas residuais alemas. A concentracéo elevada foi atribuida a clivagem
de conjugados de glicuronideo, que sédo excretados por humanos (70%), como
relatado por Prasse et al. (2010). K'oreje et al. (2016) concluiram que o AZT néo é
apenas um dos compostos mais frequentemente detectados entre 0s compostos
estudados, mas também encontrado nas concentragdes mais altas (escala ug L ™).

A lamivudina é um esquema antirretroviral de primeira linha. O farmaco foi
detectado em concentracdes de até 60680 ng L no afluente no Quénia, exibindo
baixas remocdes (24-59%) (FUNKE et al., 2016). Outro estudo no Quénia
desenvolvido por Ngumba et al. (2016a) revelou concentracdes de 5428 e 395 ng L+
nas aguas superficiais e afluente, respectivamente. Os mesmos autores conduziram
outro estudo com ARVSs, incluindo lamivudina na Finlandia e obtiveram concentracdes
de 55 ng L* em afluentes e 22 ng L em efluentes (NGUMBA et al., 2016b). Prasse
et al. detectaram 3TC em &guas residuais alemas em uma concentracdo de até 720
ng L.

Os dados das concentracdes dos antivirais apresentados na Tabela 5 mostram
a urgente necessidade em se investigar os impactos na biota decorrentes da

exposi¢éo a esses farmacos.
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2.4. Propriedades fisico-quimicas e mecanismos de acdo dos antivirais

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de farmacos € importante
para se entender a absorcéo, metabolismo e excre¢cédo dos farmacos no corpo humano
e também a prever o destino ambiental, a toxicidade humana ou a ecotoxicidade
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2014). A absorgéo ocorre por difusdo simples
com a maioria dos farmacos (GALBRAITH et al., 2004). No entanto, a absorcéo é
afetada por algumas caracteristicas fisico-quimicas dos medicamentos, como
tamanho e forma molecular, grau de ionizagao e lipofilicidade (BUXTON e BENET,
2011).

No meio ambiente, as propriedades fisico-quimicas como solubilidade aquosa,
coeficiente de particdo octanol/agua (Kow), o tamanho da molécula, o estado de
ionizagdo sado fatores que influenciam a dindmica dos compostos quimicos
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2014). As caracteristicas fisico-quimicas dos
antivirais (solubilidade em agua, peso molecular, estrutura quimica, volatilidade e
polaridade) variam amplamente; portanto, existe a possibilidade de que eles
apresentem recalcitrancia no tratamento de aguas residuais (JAIN et al., 2013;
SCHOEMAN et al., 2017).

A Tabela 6 apresenta as estruturas quimicas e as principais propriedades

fisico-quimicas dos antivirais abordados neste estudo.
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Tabela 6 — Estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas dos antivirais

Solubilidade em

Lo
Farmacos Formula estrutural pKa? K ga agua
o (mg.mL)P
(0]
Aciclovir N
L
CoMuiNsOs R 3,02¢11,98 1 9,08
1 e b - 1
Massa molar: 225,20 q
OH
Efavirenz
C14HoCIFsNO,
M ar: 315,67 -1,5e 12,52 4,46 0,00855
assa molar: ,
Lamivudina OYN
CsH11N305S i, DN NN 016e14,29 -1,1 2,76
HO —
Massa molar: 229,26 S
Os N0
Zidovudina HOK@j\J/j
CioH13NsO4 ‘5 3e996 0,3 16,3

Massa molar: 267,2 3

aPDados do ChemAxon
b Dados do VCCLAB



2.4.1. Aciclovir

O aciclovir (ACV) é um dos medicamentos antivirais mais antigos e amplamente
utilizados para tratar infecgcbes causadas pela familia herpesvirus, incluindo virus
Herpes simplex (VHS), tipos 1 e 2; virus Varicella zoster (VVZ); virus Epstein Barr
(VEB) e Citomegalovirus (CMV), sendo também prescrito para pacientes com
sistemas imunologicos enfraquecidos com a finalidade de controlar patologias como
a conjuntivite viral (DE CLERCQ, 2002; BRYAN-MARRUGO et al., 2015).

A descarga ambiental do aciclovir levantou um alarme devido ao seu potencial
de causar distarbios no ecossistema. Sua liberacdo e contato subsequente com
patdgenos resulta na alteracdo da composicdo genética de agentes patogénicos e
aumenta o risco de resisténcia viral (KUMMERER, 2008).

A ativacdo do farmaco requer a presenca de trés quinases na célula para
converter o aciclovir em um derivado trifosfatado. A Timidina Quinase viral (TK)
converte o aciclovir em aciclovir monofosfato. Em seguida, a TK viral adiciona um
fosfato ao grupo 5’-OH do aciclovir. O aciclovir monofosfato (ACV-MP) é um substrato
para as enzimas celulares (GMP e NDP quinase que sintetizam o aciclovir trifosfato
(ACV-TP). O composto trifosfatado é reconhecido pela DNA polimerase viral e
incorporado ao DNA viral. A cadeia de DNA incompleta liga-se a DNA polimerase viral,
causando a sua inibicao irreversivel (EVANS et al., 1998). As etapas mostrando o

mecanismo de acdo do aciclovir esta evidenciado na Figura 3.
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Figura 3 — Mecanismo de acdo do farmaco aciclovir nas células infectadas pelo virus

da herpes.
ACV ACV-MP ACV-DP ACV-TP
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do H5V-1
_
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Abreviacdes: ACV-MP/DP/TP: ACV-monofosfato/difosfato/trifosfato;
GMP: monofosfato de guanosina; NDP, nucleosideo 5'-difosfato.
Fonte: adaptado de DE CLERQ, 2002.

Verificou-se que 45-75% do ACV € excretado por pacientes como composto
inalterado na urina e fezes de seres humanos (GALASSO et al., 2002; WILBY et al.,
2016). Prodrogas como valaciclovir, 2-amino-9-[2-hidroxietoxi-metil]-9H-purina
(A515U) também se acumulam na forma de ACV no ambiente, portanto, aumentando
sua concentragdo em aguas residuais (TYRING et al., 2002). Em seres humanos, a
toxicidade do farmaco gera insuficiéncia renal, nauseas, diarreia, dor de cabeca,
tremores, delirio e encefalopatia (BRANDARIZ-NUNEZ et al., 2021).

Técnicas utilizando tratamento biolégico foram relatados para remover ACV de
aguas residuais, contudo os compostos identificados apds a biodegradacédo foram
relatados como sendo mais toxicos ou persistentes no ambiente do que o composto
original (PRASSE et al., 2011).
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2.4.2. Efavirenz

Efavirenz (EFV) é um inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de
nucleosideo, tem sido amplamente utilizado para tratar cepas mutantes de HIV desde
1998 e é o terceiro antirretroviral mais utilizado por soropositivos mundialmente
(BASTOS et al., 2016). E perigoso no meio ambiente, pois € persistente e toxico para
a vida aquatica (STOCKHOLM COUNTY COUNCIL, 2014).

O EFV foi o primeiro agente antirretroviral aprovado pela FDA para ser tomado
apenas uma vez ao dia. Esse farmaco apresenta alta eficiéncia e tolerabilidade a longo
prazo, o que fez com que os esquemas antirretrovirais contendo EFV apresentem as
respostas mais satisfatorias. No entanto, o farmaco ndo deve ser administrado como
monoterapia, mas sim associado a esquemas com outros ARVs (BRUNTON e
KNOLLMANN, 2018).

Os efeitos adversos do EFV incluem: erupgdes cutaneas, raros relatos de
ocorréncia da sindrome de Stevens-Johnson (erupcfes cutaneas fatais); efeitos
toxicos que envolvem o sistema nervoso central (SNC), como tontura,
comprometimento da concentracdo, insdnia, sonhos vividos ou anormais, psicose
franca (depresséo, alucinagdo e/ou manias), cefaleia, aumento das transaminases
hepéticas e niveis séricos elevados de colesterol. Além disso, o EFV é um ARV
teratogénico em primatas, pois quando foi administrado a fémeas gravidas de
macacos, 25% dos fetos apresentaram malformacdes e em seis casos de mulheres
gravidas que fizeram uso do farmaco, os fetos apresentaram malformacfes do
cérebro e da medula espinhal (BRUNTON e KNOLLMANN, 2018).

2.4.3. Lamivudina

Lamivudina (3TC) é usada no tratamento de infec¢cao por HIV em combinacao
com outros agentes antirretrovirais (JOHNSON et al., 1999). A 3TC é utilizada também
no tratamento de pacientes com infec¢éo crénica por Hepatite B.

Para atuar, a 3TC também passa por reacdes intracelulares de fosforilagéo. A
desoxicitidina quinase € responsavel pela formacéo da lamivudina monofosfato (3TC-
P). A lamivudina difosfato (3TC-2P) é formada pela acdo das enzimas citidina

monofosfato quinase e desoxicitidina monofosfato quinase. Finalmente, pela acéo da
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pirimidina nucleosideo difosfato quinase, ocorre a formacéo da lamivudina trifosfato
(3TC-3P) (MOORE et al., 1999). O anabdlito ativo € o composto trifosforilado (3TC-
3P), sendo que o difosfato € o anabdlito predominante e limitante da formacéao da 3TC-
3P (JOHNSON et al., 1999).

Abafe et al. (2018) relataram recentemente que a digestdo anaerdbica
convencional de &guas residuais seguida de cloracdo levou a mais de 99% de

remocao de lamivudina de efluentes na Africa do Sul.

2.4.4. Zidovudina

Zidovudina (AZT) é um pro-farmaco, cuja forma ativa é a zidovudina trifosfato
(AZT-3P). A AZT-3P é obtida por reacdes de fosforilagdo do farmaco nos linfocitos.
Seu mecanismo de acgdo consiste em inibir competitivamente a incorporagéo, pela
enzima transcriptase reversa, da timidina ao DNA viral (VEAL e BACK, 1995).

A transcriptase reversa do HIV € uma enzima codificada pelo virus responséavel
pela conversdo do RNA viral em DNA e por desempenhar um papel essencial no ciclo
de vida do retrovirus, esta enzima € um importante alvo para antivirais (SARAFIANOS
et al., 2009). Neste contexto, sendo o AZT um analogo da timidina (Figura 4), tem se
mostrado util no tratamento da infeccéo pelo HIV (KERR e ANDERSON, 1997).

Figura 4: Timidina (esquerda), AZT (direita).
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Fonte: D’ANDREA et al., 2008.

As enzimas celulares convertem o AZT ao seu trifosfato N3dTTP (3'-azido-3'-
desoxitimidina-5'-trifosfato), um metabolito ativo que inibe a sintese de DNA por

transcriptase reversa do HIV e polimerases de DNA celular (BAZIN et al., 1989).
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Andlises cinéticas demonstraram que a zidovudina trifosfato inibe a transcriptase
reversa do HIV mais do que as polimerases do DNA celular (DE CLERCQ, 2002)
(Figura 5).

Figura 5 — Mecanismo de a¢do do farmaco zidovudina nas células infectadas pelo HIV.
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Abreviagdes: AZT-MP/DP/TP: AZT-monofosfato/difosfato/trifosfato;
dThd: deoxitimidina quinase;

dTMP: timidilato quinase;

NDP:Nucleosideo Difosfato.

Fonte: DE CLERCQ, 2002

O AZT é indicado para o tratamento inicial de adultos infectados pelo HIV,
apresentando contagem de células CD4* inferior a 500 células mL?. Seu uso é
indicado também para criangas com mais de trés meses de idade e mulheres gravidas
infectadas pelo HIV e seus recém-nascidos (AOKI, 1999).
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2.5. Farmacocinética dos antivirais

A farmacocinética visa entender a absorcao, a distribuicéo, as biotrasformacdes
e a eliminacdo de farmacos no homem e nos animais. Absorcéo e distribuicao indicam
a passagem das moléculas do farmaco do local de administracdo para o sangue e a
passagem das moléculas do farmaco do sangue para os tecidos, respectivamente. A
eliminacdo de drogas pode ocorrer através de biotrasformacéo e pela passagem de

moléculas do sangue para o exterior do corpo através de urinas, bilis ou outras vias

(Figura 6) (URSO et al., 2002).

Os valores de biodisponibilidade de diferentes ARV variam de 10 a 86% (Tabela

7

7), indicando que nenhum desses medicamentos é totalmente absorvido pelo

organismo e uma grande parte € liberada diretamente no meio ambiente através de

fezes e urina (NCUBE et al., 2018).

Figura 6 — Etapas da fase farmacocinética

1
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Fase I: oxidagao, reducao, hidrélise _— Interacéo —~—
< farmaco-receptor ==
Fase II: conjugagao do farmaco com H""'nﬂ.,___ljo tecido alvo__—
substancias endégenas —

™

EXCREGAO |«

- —

Fonte: adaptado de MOURA e REYES (2002).

A Tabela 7 evidencia as principais propriedades farmacologicas e

farmacocinéticas dos antivirais deste estudo.
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Tabela 7 — Propriedades farmacolégicas e farmacocinéticas dos antivirais
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Farmaco Mecanismo de agéo Farmacocinética Consideracdes especiais
O ACV ¢ fosforilado em seu composto  Absorcdo: Parcialmente absorvido no intestino. Insuficiéncia renal, nauseas,
ativo, o trifosfato de aciclovir, apds Distribuicdo: Ligado a proteinas 9% -33%. diarreia, dor de cabecga, tremores,
penetrar nas células infectadas pelo  Metabolismo: Hepatico, o aciclovir € metabolizado  delirio e encefalopatia em seres
herpes. A primeira etapa desse processo  em 9 [(carboximetoxi) metil] guanina (CMMG) e 8  humanos.
ACV requer a presenga da timidina quinase  hidroxi-aciclovir (8-OH-ACV) por oxidagdo e
codificada pelo Virus. O trifosfato de  hidroxilagéo.
aciclovir age como inibidor e substrato  Eliminacdo: 45-75% € excretado por pacientes
para a DNA-polimerase especifica do  como composto inalterado.
herpes, impedindo a sintese do DNA  Biodisponibilidade: 10-20%.
viral.
Absorgdo: aumentada por gordura.
_ . _ Distribuicdo:> 99% ligada as proteinas (albumina). N&o requer fosforilagéo
Liga-se a transcriptase reversa do HIV e ) ) - ] )
_ o Metabolismo: metabolismo hepatico via CYP3A4 e  intracelular.
bloqueia as atividades da DNA . . _ o _ _ .
EFV _ 2B6 aos metabdlitos hidroxilados inativos. Pode induzir alteracbes no
polimerase dependentes de RNA e L o L )
Eliminag&o: meia-vida de eliminacdo 40-55 h. Sistema Nervoso Central e

dependentes de DNA.

Biodisponibilidade: 45%.

reagOes adversas dermatoldgicas

comuns.
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Analogo da citosina que é trifosforilado e
inibe a reversao da transcriptase viral via

3TC terminacdo da cadeia de DNA viral e
também inibe a DNA polimerase
dependente de RNA e DNA.

Absorcéo: rapida.

Distribuicdo: Vd 1,3 L/kg, <36% de proteina ligada.
Metabolismo: 4,2% para o metabdlito trans-
sulféxido.

Eliminagéo: Meia-vida de eliminagcdo: 5-7 h,

excretados principalmente na urina como farmaco

Também indicado para 0
tratamento da hepatite B. Tontura,
febre, nauseas, pancreatite,
sensacdo de formigamentos nas

pernas, dor nas articulagbes e

inalterado. musculos.

Biodisponibilidade: 82-86%.

Absorgdo: rapida por difusdo passiva

Distribuicdo: Penetracdo significativa no liquido

] o _ cefalorraquidiano (LCR), cruza a placenta, 25 a o o
Analogo de timidina que interfere com a . ) Toxicidade hematoldgica
_ 38% de ligacéo as proteinas. _ _ _

DNA polimerase dependente de RNA importante, incluindo

AZT viral do HIV, inibindo a replicagéo viral.

Metabolismo: metabolizado hepaticamente via
glucuronidacdo em metabolitos inativos.
Eliminagcdo: meia-vida de eliminacéo 0,5-3 h, 72—
74% excretados na urina como metabolitos e 14—
18% como droga inalterada.

Biodisponibilidade: 65%.

granulocitopenia, anemia grave
ou pancitopenia. Uso prolongado

associado a miopatia e miosite.

Fonte: DRUGBANK; WILBY et al., 2016.



2.6. Ecotoxicologia

O termo “ecotoxicologia” foi usado pela primeira vez por Ernst Haeckel em 1866
no sentido de “economia da natureza” e “ciéncia de todas as interacdes entre os
organismos e seu ambiente”. Nos anos seguintes a ciéncia da ecotoxicologia se
desenvolveu como estudo, utilizando as ferramentas da toxicologia e dos poluentes
qguimicos da biosfera sobre os organismos do meio ambiente (SANDERMANN, 2004;
CRANE et al., 2008). Em 1969, René Truhaut definiu o termo “ecotoxicologia” como
‘o ramo da toxicologia voltado para o estudo dos efeitos toxicos, causados por
poluentes naturais ou sintéticos, sobre os constituintes dos ecossistemas, animais,
vegetais e microbianos, em um contexto integral” (CRANE et al., 2008).

A ecotoxicologia é um campo multidisciplinar, integrando ecologia e toxicologia
que visa o estudo dos efeitos potencialmente prejudiciais de substancias quimicas em
organismos biologicos, desde o nivel celular até o ecossistema. Métodos
padronizados e harmonizados de testes ecotoxicoldgicos foram desenvolvidos dentro
das estruturas da Organizacdo para a Cooperacdo e o Desenvolvimento Econémico
(OCDE) e da International Organization for Standardization (ISO) para avaliar o 0s
efeitos de produtos quimicos em organismos (RIST e HARTMANN, 2017).

A ecotoxicologia aquatica tem como objetivo avaliar os efeitos de substancias
toxicas sobre os organismos pertencentes a ecossistemas aquaticos. Envolve o
transporte, distribuicdo, a transformacdo e o destino final dos contaminantes no
ambiente aquético. Estas etapas dependem principalmente das propriedades do
ambiente e das caracteristicas do contaminante (RAND et al., 1995).

Contaminantes em grandes locais contaminados muitas vezes compartilham
propriedades criticas, como alta toxicidade aguda e/ou crbnica, alta persisténcia
ambiental, muitas vezes alta mobilidade levando a contaminacdo das aguas
subterraneas e alta lipofilicidade levando a bioacumulacdo nas teias alimentares
(FENT, 2003).

As concentracdes de farmacos no meio ambiente sdo relativamente baixas em
comparag¢ao com outros poluentes, o que levou a crenca de que esses compostos nao
causariam impacto ambiental em organismos vivos (BREZOVSEK et al., 2014). No
entanto, com base em suas funcdes terapéuticas e mecanismos de acado, alguns

grupos de farmacos podem representar um risco para organismos nao-alvo, mesmo
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em concentracdes de alguns nanogramas por litro e, especialmente, sob condi¢cdes
de exposicao cronica (FENT et al., 2006).

Ensaios de toxicidade sédo experimentos biolégicos com diferentes espécies na
presenca de substancias quimicas ou amostras ambientais. Eles sdo requeridos para
avaliacdo de risco de produtos quimicos novos ou preexistentes, assim como para o

monitoramento da qualidade ambiental (agua, solo, sedimento) (RATTE et al., 2003).

2.7. Ensaios de toxicidade

2.7.1. Ensaios de toxicidade cronica

Ensaios de toxicidade crbnica sdo projetados para medir os efeitos de
substancias toxicas para espécies aquaticas durante uma parte significativa do ciclo
de vida do organismo. Estudos crénicos avaliam os efeitos subletais de compostos na
reproducdo, crescimento e comportamento devido a rupturas fisiologicas e
bioquimicas (ADAMS e ROWLAND, 2002; LEBLANC, 2004).

As medidas comumente utilizadas de toxicidade cronica séo: Concentracéo de
Efeito Nao Observado (CENO) e Concentracéo de Efeito Observado (CEO). O CENO
representa a maior concentracdo nominal do agente tdéxico que ndo causa efeito
deletério estatisticamente significativo na sobrevivéncia e reproducédo dos organismos,
nas condicdes de teste. O CEO representa a menor concentracdo nominal do agente
toxico, que causa efeito deletério estatisticamente significativo na sobrevivéncia e
reproducao dos organismos, nas condi¢des de teste (ABNT, 2017).

Exemplos de estudos de toxicidade crbnica em meio aquatico incluem:
daphnias (Daphnia magna), Ceriodaphnia dubia, oligoquetas (Lumbriculus
variegatus), mosquitos (Chironomus tentans), anfipodo de agua doce (Hyalella
azteca), entre outros. Os ensaios com microalgas séo tipicamente ensaios de curta
duracéo, variando de 3 a 4 dias, o que poderia ser considerado um ensaio agudo,
porém, como as espécies de algas se reproduzem rapido o suficiente, varias geracdes
séo expostas durante o ensaio, sendo este teste considerado como cronico (ADAMS
e ROWLAND, 2002).
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2.7.2. Embriotoxicidade com Daphnia similis

Os cladéceros de agua doce do género Daphnia sdo organismos
frequentemente utilizados como modelos para bioensaios, sdo usados para investigar
a toxicidade de substancias quimicas em ecossistemas aquéticos devido a sua alta
sensibilidade, tempo de geracgdo curto e a facilidade de manipulacdo em laboratorio
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; TOUMI et al., 2015). Além disso, a reproducéo é por
partenogénese gerando uma prole de organismos geneticamente idénticos (OHTA et
al., 1998; TOUMI et al., 2013).

Daphnia, um invertebrado de agua doce da ordem Cladocera, desempenha um
papel critico nas redes alimentares ecoldgicas, entre produtores primarios e peixes, e
suas mudancas de vida afetam os ecossistemas aquaticos (BANG et al., 2015). Esses
organismos sao sexualmente partenogénicos e sua reproducéo clonal oferece uma
vantagem suprema para a uniformidade genética (TOUMI et al., 2015; NAGATO et al.,
2016).

Em ensaio de toxicidade aguda e cronica usando daphnias, neonatos com
menos de 24 horas séo geralmente usados. Embora seja possivel obter informacdes
sobre efeitos toxicos letais e subletais, o design desses ensaios ndo podem fornecer
informagdes sobre os efeitos de sobrevivéncia do embrido e anormalidades
morfologicas durante o desenvolvimento embrionario (DJEKOUN et al., 2015).

O ciclo de vida destes microcrustaceos incluem os estagios embrionario,
neonatal, juvenil e adulto. Os estagios embrionario e neonatal sdo particularmente
importantes em estudos de toxicidade (ABE et al., 2001; WANG et al., 2011). Varios
estudos relataram que os embribes Daphnia sdo mais sensiveis a varios
contaminantes do que os neonatos com Daphnia (WANG et al., 2011; TON et al.,
2012; DJEKOUN et al., 2015).

Até o momento, poucas investigacOes foram realizadas para determinar os

efeitos dos poluentes ambientais nos estagios de desenvolvimento de Daphnia.

2.8. Organismos-teste

Para a realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos é necessario a selegédo de

organismos-teste. Estes sdo selecionados de acordo com alguns critérios, tais como
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sua abundancia no ambiente, facilidade de cultivo no laboratério e conhecimento da
biologia da espécie (RAND et al., 1995).

2.8.1. Daphnia similis

Daphnia magna e Daphnia similis sdo cladoceros de agua doce comumente
empregadas em bioensaios. Anatomia e morfologia sdo mostradas na Figura 7. O
género Daphnia comumente conhecido como pulga d'agua inclui mais de 100
espécies de agua doce, vivem principalmente em reservatoérios filtrando e se
alimentando de bactérias, algas, cianobactérias, protozodrios e outras pequenas
particulas suspensas na agua. O género desempenha um papel fundamental como
consumidor primario na cadeia alimentar aquatica, além disso, por consumirem algas
melhoram a qualidade da agua (TATARAZAKO e ODA 2007; DIETRICH et al., 2010).

A aplicacdo de Daphnia sp. em estudos toxicoldégicos comegou em 1944,
quando Anderson usou esses crustaceos para avaliar a toxicidade de substancias
encontradas nas aguas residuais industriais (ANDERSON, 1944). Atualmente, realizar
bioensaios é uma das abordagens comumente utilizadas na avaliacdo de toxicidade
de diferentes compostos quimicos, incluindo produtos farmacéuticos (VILLEGAS-
NAVARRO et al., 2003). Além disso, analises detalhadas de Daphnia permitem
distinguir parametros de comportamento de natacdo, como velocidade de natacgéao,
distancia percorrida e atividades fisioldgicas, como frequéncia cardiaca, taxa de
alimentacdo, taxa de ingestdo e atividade do membro toracico (BOWNIK, 2019).
Esses end-points permitem determinar os efeitos toxicos mesmo em niveis subletais,
0 que é valioso na pesquisa ecotoxicoldgica.

Daphnia sp. € um organismo modelo que tem muitas vantagens praticas,
incluindo: simplicidade de sua cultura em condig8es de laboratério, ciclo de vida curto,

facil manuseio e baixo custo de manutengdo (BOWNIK, 2019)
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Figura 7 — Anatomia e morfologia do cladocero, Daphnia.
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Fonte: Adaptado de EBERT (2005).

A Figura 8 mostra o ciclo de vida sexual e assexual (partenogenético) de uma
Daphnia similis. Durante o ciclo partenogenético, as fémeas produzem ovos diploides
que se desenvolvem diretamente em filhas. A mesma fémea pode produzir ovos
assexuados diploides que se desenvolvem em filhos. A geracdo de machos esta sob
influéncia do ambiente, como superpopulacao, alteracdo na temperatura da agua ou
escassez de alimento. Além disso, a mesma fémea pode produzir ovos haploides que
requerem fertilizacdo por machos. Esta fecundagéo gera ovos rigidos e resistentes,
possuindo uma coloracdo escura, chamados de efipio (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2008; EBERT, 2005).

O seu ciclo de vida varia entre cerca de 40 dias a 25°C e 56 dias a 20°C.
Quando mantida em laboratorio, esta espécie entra na fase de maturacdo com 6 dias
de vida e necessita de 6 a 10 dias para dar origem a primeira ninhada, tem,
normalmente, neonatos de 2 em 2 dias. Os neonatos sao liberados quando acontece
a muda das carapacas (PEPPER et al., 1996).
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Figura 8 - Ciclo de vida de Daphnia similis.
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2.8.2. Ceriodaphnia dubia

Ceriodaphnia dubia (Figura 9) € um microcrustaceo de regides temperadas,
medindo de 0,8 a 0,9 mm de comprimento e possui um ciclo de vida muito semelhante
a Daphnia. Ensaios com essa espécie tém sido amplamente utilizados em testes de
toxicidade cronica, principalmente pelo menor tempo de exposi¢do (7-8 dias) em
comparacao com Daphnia que dura 21 dias (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008; ABNT,
2018).
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Figura 9 — Cladocero, Ceriodaphnia dubia

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2019

Como em todo claddcero, o ciclo de vida da Daphnia similis e da Ceriodaphnia
dubia consiste em fases alternadas de partenogénese. Neste tipo de reproducao, a
populacdo é composta apenas por fémeas. O desenvolvimento direto, ou seja, aquele
em que os individuos jovens sdo semelhantes aos adultos, ocorre em uma camara
incubadora dorsal. Quando o jovem deixa a camara, a fémea sofre ecdise, ou troca
de carapaca, e uma nova desova € liberada na nova camara incubadora (RUPPERT
et al., 2005).

Em condigbes desfavoraveis de nutrientes, luz, temperatura ha interferéncia na
reproducdo desses microcrustaceos, esses organismos adotam estratégias de
sobrevivéncia, favorecendo o aparecimento de machos e consequentemente de
efipios (espessamento de coloracdo escura contendo ovos de resisténcia). Quando
mais de um efipio surgir em um lote do cultivo, os organismos jovens produzidos neste
lote ndo devem ser utilizados no ensaio e o procedimento do cultivo deve ser
reavaliado imediatamente (ABNT, 2018).
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2.8.3. Raphidocelis subcapitata

Como produtoras primarias, as microalgas planctonicas representam um
componente essencial nas cadeias alimentares dos ecossistemas aquaticos. Muitas
espécies servem diretamente como fonte de alimento para organismos
zooplanctonicos, que sao posteriormente consumidos por outros invertebrados,
peixes ou passaros. Mudancas na estrutura e produtividade da comunidade de algas
podem induzir mudancas estruturais diretas no resto do ecossistema e/ou afetar
indiretamente o ecossistema, afetando a qualidade da agua (ZHU et al., 2021).

Microalgas do filo Chlorophyta (algas verdes) sao importantes componentes do
fitoplancton, possuem papel fundamental na disponibilidade de oxigénio molecular na
Terra em funcéo da fotossintese. As algas verdes contém pigmentos de clorofilas a e
b, xantofilas e carotenos, sendo o amido a principal forma de reserva (VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004).

A espécie Raphidocelis subcapitata (Figura 10), € unicelular e apresenta
distribuicAo cosmopolita em corpos de agua doce (OHSE, 2007; VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004). Esta microalga é amplamente recomendada como organismo
teste em ensaios ecotoxicoldgicos devido ao curto tempo de geracao e facilidade de
cultivo e fornecer uma avaliacdo rapida de respostas aos poluentes, sendo
intensamente utilizadas em ecotoxicolégica aquatica, devido a sua sensibilidade a

impactos ambientais em ecossistemas aquaticos (OECD, 2002; ABNT, 2017).

Figura 10 - Microalga Raphidocelis subcapitata

20pm.

Fonte: ALGALWEB (2019)
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2.9. Anélise de risco ambiental

A ocorréncia de PFCPs no ambiente é preocupante considerando o fato de que
nao estdo isoladamente, mas em misturas que podem levar a efeitos aditivos ou
sinérgicos indesejaveis (KOSMA et al., 2014; PETRIE et al., 2016). Embora seja uma
pratica comum avaliar o risco ambiental de compostos individualmente baseado nas
diretrizes da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA, 2006), esta abordagem
pode super ou subestimar o real impacto ambiental das misturas (GODOY et al.,
2015). Isso ocorre porque esta prética ignora o fato de que a ecotoxicidade de uma
mistura de PFCP é geralmente maior do que os efeitos de cada componente individual
e que efeitos adversos consideraveis podem ocorrer mesmo se todos 0s componentes
de tal mistura estiverem presentes abaixo de sua concentragéo de efeito individual
ndo observado (CENO) (BACKHAUS e KARLSSON, 2014). Além disso, os efeitos de
toxicidade da mistura podem ocorrer em organismos nao-alvos que ndo podem ser
previstos a partir dos efeitos individuais apresentados por seus componentes
(BREZOVSEK et al., 2014; GODOY et al., 2015).

Pouco se sabe sobre os potenciais efeitos adversos da exposi¢cao a longo prazo
a misturas complexas em baixas concentracdes (HERNANDEZ e TSATSAKIS, 2017).
Nesse contexto, os efeitos adversos causados pelas misturas de PFCPs sobre
organismos nédo-alvos representam uma crescente preocupacdo (MARTIN et al.,
2021). Um dos principais desafios na avaliacdo toxicoldgica de misturas é a
necessidade de abordar as lacunas de dados: dados sobre os efeitos de misturas,
dose-resposta e mecanismo de acdo sao abordagens necessarias que falta para
muitas classes quimicas (BACKHAUS e KARLSSON 2014; BOPP et al. 2018).

A toxicidade da mistura ainda € um desafio muito complexo a ser integrado as
estruturas regulatdrias e € consenso que essa questado ainda é incipiente. Assim,
compreender 0s mecanismos e interagbes envolvidas na acao conjunta desses
compostos de preocupacdo ambiental € uma necessidade urgente. Nesse sentido,
para que novos avangos possam ser alcancados neste campo, estudos futuros
precisam estabelecer critérios consistentes para priorizar componentes de misturas
planejando o tipo de ensaio mais adequado quanto a duragdo, ponto final e nivel de
organizacdo bioldgica, escolher o desenho experimental ideal e as ferramentas

adequadas para prever / avaliar os dados (GODOY et al., 2015)
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Segundo Godoy e Kummrow (2017), estudos futuros devem se concentrar em
priorizar 0s seguintes aspectos nas andlises de toxicidade de misturas:

e Realizar mais estudos de mistura de PFCPs usando sistemas biologicos a fim
de avaliar adequadamente os efeitos subletais;

e Evidenciar os efeitos crénicos da mistura de PFCP ao invés dos agudos,
especialmente aqueles que visam avaliar a toxicidade multigeracional de longo
prazo;

e Utilizar biomarcadores assim bem como, niveis mais elevados de organizagédo
biologica (por exemplo, micro e mesocosmos), a fim de vincular o
conhecimento de varios niveis de organizacao biolégica para uma analise de

risco de mistura mais eficaz.

Em particular, mesmo se os compostos de uma mistura estdo presentes
apenas abaixo de seus respectivos limites de toxicidade, um efeito téxico ndo pode
ser excluido a priori (BACKHAUS et al., 2000). Estando ciente do fato de que as
informacdes sobre a exposicdo de longo prazo e baixo nivel de PFCPs séo limitadas,
a ameaca potencial ao ambiente aquatico e aos humanos é provavel (KONSTAS et
al., 2019; KOSMA et al., 2020). O monitoramento dos farmacos é a ferramenta mais
atil para obter informacbes sobre a variacdo da concentragcdo de PFCPs,
principalmente nos casos em que ndo ha dados suficientes sobre o consumo dos
mesmos (PAPAGEORGIOU et al., 2016)

Uma das formas de avaliar o risco potencial de contaminantes emergentes é
através do célculo do quociente de risco ambiental (RQ) proposto pela Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMEA, 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS
Todos os ensaios de toxicidade foram realizados no Laboratério de Engenharia
Sanitaria, do Departamento de Engenharia Sanitaria e do Meio Ambiente, Faculdade
de Engenharia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
A Figura 11 ilustra um esquema experimental para este estudo com base nos

ensaios ecotoxicologicos.

Figura 11 — Esquema dos experimentos com base nos ensaios ecotoxicoldgicos.
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3.1. Reagentes e padrdes

Todos os reagentes utilizados para o cultivo dos organismos e para as
diliuicbes encontram-se listados na Tabela 8. Os equipamentos utilizados encontram-
se listados na Tabela 9. A agua utilizada nos ensaios ecotoxicolégicos foi agua
destilada. O aciclovir (ACV) e a lamivudina (3TC) foram obtidos da Sigma Aldrich com
94,9% e 99,6% de pureza, respectivamente. O efavirenz (EFV) e a zidovudina (AZT)
foram adquiridos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude - FIOCRUZ
com 99,6% e 99,4% de pureza, respectivamente. A Tabela 10 apresenta as

informagdes sobre os padrdes analiticos utilizados neste estudo.

Tabela 8 - Especificacdo dos reagentes utilizados nos ensaios

Reagente Fabricante
Sulfato de célcio VETEC
Cloreto de potassio PROQUIMIOS
Bicarbonato de sédio VETEC
Sulfato de magnésio VETEC
Nitrato de calcio VETEC
Nitrato de potassio SIGMA
Fosfato de potassio dibasico VETEC
Sulfato de cobre pentahidratado SIGMA
Sulfato de zinco heptahidratado VETEC
Molibdato de amdnio VETEC
Cloreto de cobalto VETEC
Nitrato de manganés SIGMA
Acido sérbico PROQUIMIOS
Acido bérico VETEC
Citrato de ferro VETEC
Cloreto férrico hexahidratado VETEC

Sulfato ferroso heptahidratado PROQUIMIOS
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Tabela 9 - Especificacdo da instrumentacao utilizada

Equipamento

Especificacdo (marca)

Vortex
Pipetas

Medidor de pH
Sistema de purificacdo de agua
Balanca analitica

Centrifuga
Mesa-agitadora orbital
Incubadora com refrigeracao
Cabine se seguranca biologica
Microscopio optico
Pipeta automética 100-1000 pL
Pipeta automéatica 10 uL

lka
Gilson

pH Digimed® DM-22, empregado com

um eletrodo de vidro a 25+ 5°C

Milli-Q, Direct 6.0
Shimadzu (Téquio, Japao)
com precisao de 0,01mg
Novatecnica — NT812
Novatecnica
Novatecnica
Filter flux
NIKON ECLIPSE E200
KASVI
KASVI
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Tabela 10 - Nimero CAS? dos compostos determinados, nome IUPACP, marca e

pureza
Compostos NUumero Marca Pureza Nome IUPACP
CAS® (%)
2-amino-1,9-diidro-9-[(2-
Aciclovir 59277-89-3 Sigma® 94,9 hidroxietoxi)metil]-6H-purina-
6-ona
(4S)-8-cloro-5-(2-
. I ciclopropiletinil)-5-
Efavirenz 154598-52-4  INCQS 99,6 (trifluorometil)-4-oxa-2-
azabiciclo [4.4.0] deca-
7,9,11-trien-3-ona
4-amino-1-[(2R,5S)-2-
Lamivudina  134678-17-4  Sigma® 99,6 (hidroximetil)-1,3-oxatiolan-5-
il]- 1,2-diidropirimidin-2-ona
1-[(2R,4S,5S)-4-azido-5-
Zidovudina  30516-87-1  INCQS 99,4  (hidroximetil)oxolan-2-il]-5-

metil1,2,3,4-
tetraidropirimidina-2,4-diona

aCAS: Chemical Abstracts Service , PIUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry

3.2. Limpezadas vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas durante os experimientos e no preparo das

amostras foram lavadas com detergente extran. Apdés essa lavagem inicial, as

vidrarias ficaram submersas numa solucéo de acido cloridrico 10 % (v/v) por 24 horas.

Apds esse tempo, o material foi retirado e enxaguado abundantemente com agua

corrente, seguida de alcool e agua ultrapura, as vidrarias nao volumétricas foram

levadas a estufa de secagem a 200°C por 6 horas para remoc¢éo da matéria organica.



3.3. Cultivo e manutencéo dos organimos-teste

3.3.1. Cultivo de Daphnia similis

Os cultivos de D. similis foram mantidos no Laboratério de Engenharia Sanitaria
(LES), pertencente ao Departamento e Engenharia Sanitaria e do Meio Ambiente da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Figura 12). A metodologia de cultivo do
organismo-teste Daphnia similis Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea) seguiu o descrito
na NBR 12.713 (ABNT, 2016).

Os organismos sdo mantidos em béquer de vidro de 2000 mL em lotes
contendo 30 organismos, fotoperiodo ajustado para 16 h de luz/8 horas de escuro,
intensidade luminosa em torno de 1200 lux e temperatura regulada para 20°C (£1°C).
Tais condi¢cdes foram obtidas com a utilizagdo de uma incubadora de fotoperiodo
(modelo Q315F16, Quimis).

As Daphnias foram cultivadas em agua reconstituida, com pH variando de 7,0
a 7,8 e a dureza ajustada para 40 a 48 mg.L* CaCOs. A agua reconstituida, ou seja,
que é utilizada tanto para o cultivo quanto diluicdo foi preparada a partir das solucdes
da Tabela 11.

Tabela 11 — Solu¢Bes para preparo da agua de cultivo e de diluicdo para D. similis.

. Quantidade
Solugcdo Reagente Preparo

(mg)

Dissolver e diluir para 1000 mL de agua
1 CaS04.2H20 1500 .
destilada

KCI 200
2 NaHCO3 4800
MgS0O4.7H20 6100

Dissolver e diluir para 1000 mL de agua

destilada

Fonte: NBR 12.713 (ABNT, 2016)

Para o preparo da agua de cultivo e de diluicdo foram adicionados 20 mL da
solucdo 1 e 10 mL da solugédo 2 em 970 mL de agua destilada. Depois de preparada,
a agua foi aerada por 12 a 24 h, tempo suficiente para que o pH se estabilize, o

oxigénio dissolvido atinja a saturacéo e para a solubilizacéo total dos sais.
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Figura 12 — Foto dos bécheres com cultivo de Daphnia similis em incubadora
no Laboratorio de Engenharia Sanitaria da UERJ

Fonte: PROPRIA AUTORA, 20109.

3.3.2. Cultivo de algas para alimentacao de D. similis

O preparo do meio requer cuidado e assepsia, para tal, foi preparado no interior
de uma capela de fluxo laminar, a qual foi descontaminada previamente utilizando-se
alcool 70% e a incidéncia de luz ultravioleta por 15 minutos. Apés a descontaminacao,
0 meio L.C Oligo foi colocado em frasco Schott de 2 litros autoclavado, em seguida,
foi mantido em agitacdo por uma hora para a solubilizacdo dos reagentes. Apos sua
homogeneizacéo, os frascos foram esterilizados em autoclave, permanecendo na
mesma durante 15 minutos a partir do momento em que a pressao alcanca o valor de
1 atm e temperatura de 121°C. Apos a autoclavagem, transferiu-se uma aliquota de
uma suspensdo de microalgas para o novo meio de cultivo, os frascos Schott foram
mantidos no interior de incubadora sob aeracdo e iluminacdo constantes e a
temperatura 25°C (+2°C).
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A Tabela 12 apresenta os reagentes utilizados para o preparo do meio de L.C.

Oligo para a alga R. subcapitata.

Tabela 12 — Composicédo do meio L. C. Oligo para cultivo de R. subcapitata.

. Quant. de
Solucdes Reagentes Preparo
reagente (g)

Dissolver e completar para

1 Ca(NOs3)2.4H20 4,0 ] _
100 mL de agua destilada
Dissolver e completar para
2 KNO3 10,0 ] .
100 mL de agua destilada
Dissolver e completar para
3 MgS0Oa4.7H20 3,0 ] _
100 mL de agua destilada
Dissolver e completar para
4 K2HPO4 4,0 ] .
100 mL de agua destilada
CuS04.5H20 0,03
(NH4)6M0702.4H20 0,06
ZnS04.7H20 0,06 _
Dissolver e completar para
5 CoCl2.6H20 0,06 _
1000 mL de agua destilada
Mn(NOs3)2.4H20 0,06
CesHs02.H20 0,06
H3BOs3 0,06
CesHsFeO7.5H20 1,625 )
Dissolver e completar para
6 FeCls.6H20 0,625 ] _
1000 mL de agua destilada
FeS04.7H20 0,625
Dissolver e completar para
7 NaHCO3 15

1000 mL de agua destilada

Fonte: NBR 12648 (ABNT, 2016)



3.3.3. Cultivo de Ceriodaphnia dubia

O cladécero C. dubia Richard, 1894 (Crustacea, Cladocera, Daphnidae) é
mantido em cultivo no Laboratério de Engenharia Sanitaria (LES) da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro (Figura 13).

Figura 13 — Bécheres com cultivo do organismo-teste Ceriodaphnia dubia no
Laboratério de Engenharia Sanitaria da UERJ.

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2020

Culturas de C. dubia foram mantidas sob temperatura de 25+2°C, fotoperiodo
com 16 de luz:8 h de escuro e iluminag&o de 1200 lux. Os organismos foram mantidos
em agua reconstituida com pH 7,0 - 7,6 e dureza entre 40 - 48 mg CaCOs L1, como
recomendado pela NBR 13373 (ABNT, 2017). A troca total da agua de cultivo foi
realizada ao menos uma vez por semana, evitando diferencas de temperatura maiores
que 2 °C.
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Estes microcrustaceos séo alimentados diariamente com uma suspenséao da
alga cloroficea Raphidocelis subcapitata (10° células mL™), cultivada em meio L.C.
Oligo conforme mostra a Tabela 11. Estas suspensdes sdo semanalmente separadas

dos frascos Shotts para tubos de menor volume para que o manejo seja facilitado.

3.3.4. Cultivo de Raphidocelis subcapitata

Raphidocelis subcapitata, anteriormente conhecida como Selenastrum
capricornutum e Pseudokirchneriella subcapitata, € uma cloroficea de agua doce,
bastante recomendada para ensaios ecotoxicolégicos devido a sua acelerada taxa de
crescimento, ciclo de vida curto e grande sensibilidade a varias substancias (ABNT,
2018).

Existe uma grande base de dados sobre a sensibilidade a varios produtos
quimicos e amostras ambientais complexas realizados com a alga R. subcapitata. Em
comparacao com 0s ensaios de toxicidade aguda e crdnica com outras espécies
aquaticas, como peixes e crustaceos, o teste de inibicdo do crescimento é
frequentemente o mais utilizado (KALLQVIST et al., 2008).

Os cultivos sdo mantidos no Laboratério de Engenharia Sanitaria da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, todas as etapas de metodologia de cultivo
estdo de acordo com a NBR 12948 (ABNT, 2018). As culturas de R. subcapitata sé&o
mantidas em meio L.C. Oligo (AFNOR, 1980), sob iluminacdo (2400 lux) e areacgéo
continua e temperatura controlada (25+1°C), condi¢cfes essas, controladas em uma
incubadora (modelo 411/FPD da Novaética).

Para o seu cultivo, foram utilizados frascos Schott com capacidade de 2 L
contendo 1,5 L de meio L.C. Oligo (Figura 14), previamente autoclavado a 121°C e 1
atm por 15 minutos, a metodologia de preparo do meio encontra-se na Tabela 12.
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Figura 14 — Bécheres com cultivo da microalga Raphidocelis subcapitata no

Laboratdrio de Engenharia Sanitaria da UERJ

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2020.

3.4. Ensaios ecotoxicolégicos

3.4.1. Ensaio de embriotoxicidade com D. similis

O ensaio de embriotoxicidade foi realizado seguindo o procedimento descrito
por Djekoun et al. (2015). No entanto, algumas modificacbes foram empregadas
visando alcancar as condicfes 6timas de realizacao do ensaio e a elaboracao de um
protocolo mais adequado para os contaminantes emergentes (ver ANEXO 1). Foram
realizados ensaios para determinar se o0s antivirais induzissem diretamente
malformacgdes no embrido em desenvolvimento. Daphnias prenhes (7 a 10 dias de
idade foram selecionadas do cultivo e examinadas microscopicamente para avaliar o
estagio de desenvolvimento dos embrides na camara incubadora (Figura 15).
Embrides que ndo exibiram nenhuma diferenciacdo celular (estadgio 1 e 2) conforme
as etapas de desenvolvimento de Kast-Hutcheson et al. (2001), foram removidos
pressionando levemente a regido posterior da camara com uma pinca de dissecacgao.
Embrides de Daphnia sdo perfeitamente capazes de terem um desenvolvimento

normal fora do corpo da mée e, portanto, adequados para estudos (CHEN et al., 2018)
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Figura 15 — EmbriGes na camara incubadora de Daphnia.

____» Céamara incubadora

Fonte: PROPRIA AUTORA (2019)

Dez embrides foram individualmente e aleatoriamente inseridos em placas de
Petri com 20 ml da solucdo-teste de antivirais nas seguintes concentracdes de
exposicao:
e Aciclovir: 0,125; 0,25;0,5;1e 2 mg L™,
e Efavirenz: 0,05;0,1; 0,2; 0,4;0,8;1,6; 3,12; 6,25; 12,5e 25 ug L.
e Lamivudina: 0,125; 0,25;0,5;1e2mg L.
e Zidovudina: 0,25;0,5;1;2e4mg L™
Dois ensaios em momentos diferentes realizados. O tratamento controle
continha apenas meio de cultura. Os ensaios foram incubados a uma temperatura
constante (20+2°C) com um fotoperiodo de 16 h de luz: 8 h de escuro. Os embrides
foram submetidos a exame microscopico a cada 24 horas até o término de 96 horas
para determinar as anormalidades morfolégicas: anomalias na carapaca, antenas,
espinha caudal, além de anotacbes do numero de sobreviventes e mortos. Para a
analise da embriotoxicidade, foram utilizados os seis estagios do desenvolvimento
embrionario descritos por KAST-HUTCHESON et al., (2001) (Figura 16).
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Figura 16 - Etapas do desenvolvimento embrionério normal de Daphnia.

Estagio 1

Estagio5 Estagio6

Fonte: KAST-HUTCHESON et al., (2001).

Estagios do Desenvolvimento Embrionério

Estagio 1: Clivagem. O embrido é perfeitamente esférico, sem evidéncia de
diferenciacdo celular. Duracdo: 0 a 15 h ap0s a deposicdo na camara de
incubacéao.

Estagio 2: Gastrulacéo. A organizacao e diferenciacédo celular sdo evidentes,
e um blastéporo (1) pode ser discernido. A primeira membrana embrionaria é
lancada logo apés a entrada no estagio 2 e o embrido torna-se assimétrico.
Duracao: 15 a 25 h apés a deposicao na camara de incubacao.



e Estagio 3. Maturacdo embrionaria precoce. A capsula da cabeca (1) e a
segunda antena (2) diferenciaram-se. Duracgéo: 25 a 35 horas ap0s a deposicao
na camara de incubacao.

e Estagio 4. Maturacao embrionaria média. O olho pigmentado (1) € evidente
e as antenas sao desenvolvidas, mas confinadas dentro da segunda membrana
embrionéria. Duracao: 35 a 45 h apds a deposi¢do na camara de incubacao.

e Estagio 5. Maturacdo embrionaria tardia. A segunda membrana embrionaria
se rompeu e as segundas antenas (1) estdo parcialmente estendidas. As
cerdas anteriores (2) sao pouco desenvolvidas e o espinho caudal (3) é
dobrado contra a carapaca. Duragdo: 45 a 50 h apés a deposicao na camara
de incubacéo.

o Estagio 6. Neonato totalmente desenvolvido. As segundas cerdas das
antenas (1) sdo desenvolvidas, e o espinho caudal (1) é totalmente estendido

a partir da carapaca. O organismo esta nadando livremente.

3.4.2. Ensaio de toxicidade crbnica com Ceriodaphnia dubia

Solucdes estoque dos quatro farmacos foram preparados em meios de cultivo
proprios de cada organismo, ficando sob agitacdo por 30 minutos para a completa
solubilizacdo dos compostos. As solugdes estoques dos antivirais individuais foram
preparados nas seguintes concentragées: 20 mg.L? de aciclovir, 5 mg.L! para
efavirenz, 20 mg.L* de lamivudina e 20 mg.L™? para zidovudina.

A solucdo estoque de EFV (5 mg.L?), foi preparada dissolvendo-se o
composto em 0,01% de metanol, v/v. Este procedimento foi necessario devido a baixa
solubilidade do farmaco em agua: 0,00855 mg.mL* (PRASSE et al., 2010).

O cultivo de C. dubia permaneceu em condi¢des controladas com temperatura
de 25+2°C, fotoperiodo com 16 de luz:8 h de escuro e iluminagéo de 1200 lux. Os
organismos foram mantidos em agua reconstituida com pH 7,2 - 7,6 e dureza entre
44 - 47 mg CaCOs L1, como recomendado pela NBR 13373 (ABNT, 2017). A troca
total da agua de cultivo era realizada duas vezes por semana, evitando diferencas de
temperatura maiores que 2°C. Estes microcrustaceos foram alimentados diariamente

com uma suspenséo da alga cloroficea R. subcapitata (10° células mL™1).
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Neonatos com idade entre 6 e 24h de vida foram selecionados. 3 experimentos
em momentos distintos foram realizados para os 4 antivirais, cada ensaio consistiu de
5 concentragbes mais o grupo controle com 10 réplicas por concentracdo e 1
organismo-teste em cada réplica. Cada organismo-teste foi mantido em tubos de
ensaio com 10 mL da solucéo-teste ou 10 mL de &gua reconstituida (controle). Os
experimentos permaneceram em incubadoras por um periodo de 8 dias com
fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de escuro), com controle de temperatura
(25+2°C), em regime semiestatico (troca total das solu¢des experimentais a cada 2
dias), com monitoramento dos parametros pH, dureza e oxigénio a cada troca.

Para os ensaios as seguintes concentracdes foram preparadas:

e Aciclovir: 20; 10;5;2,5e 1,25 mg.L?

e Efavirenz: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 mg.L?
e Lamivudina: 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg.L*

e Zidovudina: 20; 10;5;2,5e 1,25 mg.L?

O controle foi preparado apenas com agua de cultivo, livre de farmacos.

Durante 8 dias, os organismos foram verificados diariamente quanto a
mortalidade e a prole foi contabilizada e retirada do tubo de ensaio. O parametro

bioldgico avaliado foi o nUmero de neonatos.

3.4.3. Ensaio de toxicidade cronica com Raphidocelis subcapitata

Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar com os farmacos a fim de
determinar a faixa de concentragcdo que causam efeitos subletais. O ensaio de
definitivo (96 horas) foi realizado de acordo com o protocolo da NBR 12648 (ABNT,
2018) para o ensaio de toxicidade com algas cloroficeas.

Para cada farmaco, trés ensaios independentes foram realizados, todos em
triplicata com a exposi¢cao das microalgas em cinco concentracdes de aciclovir (1,25;
2,5;5;10 e 20 mg L?), seis de efavirenz (0,00781; 0,01562; 0,03125; 0,0625; 0,125 e
0,25 mg L) , cinco de lamivudina (1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mg L'1) e cinco de zidovudina
(1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mg L1), além do controle negativo mantido com meio de cultivo
LC Oligo e o controle positivo preparado com cloreto de potassio (KCl) nas

concentragdes de 20, 10,5,2,5g L.
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ApGs o preparo do indculo no meio de cultivo, este foi mantido em incubacéo
por um periodo de 3 a 7 dias, em agitagdo continua, temperatura controlada de
25+2°C e iluminacéao constante de 2400 lux. Esta cultura foi utilizada como in6culo na
montagem do ensaio, encontrando-se em fase exponencial de crescimento. No dia do
ensaio, retirou-se uma aliquota do indculo e em seguida, contabilizou-se o nimero de
células algaceas.

Antes dos ensaios, todos os frascos Erlenmeyer e o meio de cultivo LC Oligo
foi esterilizado (121 °C por 30 min). Os frascos possuem 150 mL de capacidade
contendo 50 mL de solug&o-teste ou meio de cultura livre de contaminantes (controle).
No caso do Efavirenz, foi necessario adicionar um controle do solvente (meio de
cultura + metanol) com uma concentracdo nominal de 0,01% de metanol (v/v).

Os frascos-teste foram inoculados com uma concentracdo inicial de 10°
células.mL* e mantidos sob iluminacdo de 2400 lux, areagdo continua e temperatura
controlada (25+1°C), em meio L.C. Oligo (AFNOR, 1980), condi¢cdes essas,
controladas em uma incubadora (modelo 411/FPD Novaética). A norma NBR 12648
(ABNT, 2018) recomenda que o volume inoculado em cada frasco deve ser de 0,1 a
1 mL e que a concentracdo inicial seja de 10° células.mL? e 10° células.mL?. A

quantidade de in6culo a ser adicionada a amostra foi calculado pela Equacgéo 1:

Vi=VixCi Eqg. 1
N

Onde:

Vi = Volume do inéculo em mL;

Vf = Volume final da solucdo-teste em mL;

Ci = Concentracéo inicial de células no recipiente-teste, em células/mL

N = Numero de células/volume da suspenséao, em células/mL

Os frascos-teste foram inoculados com uma concentracao inicial de 10° células
mL-! e mantidos sob as mesmas condicdes (iluminacdo, temperatura, agitacdo e meio)
descritas para o cultivo das algas. Trés réplicas foram usadas por concentragdo e um

total de 3 ensaios independentes foram realizados.
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Os ensaios foram realizados em frasco Erlenmeyer de vidro de 150 mL de
capacidade contendo 50 mL de solucédo-teste ou meio de cultura livre de
contaminantes (controle). No caso do Efavirenz, foi necessario adicionar um controle
do solvente (meio de cultura + metanol) com uma concentracdo nominal de 0,01% de
metanol (v/v).

Os experimentos permaneceram em uma mesa agitadora Orbital Nova
Técnica, modelo NT 155 (100 rpm) no interior da incubadora por 96 horas com controle
de temperatura, nas condi¢cdes descritas anteriormente. Para a determinacdo da
concentracdo de células das microalgas utilizou-se o0 método de contagem em camara
de Neubauer com um microscépio optico Nikon — Eclipse E200.

AplOs a exposicdo e a contagem da quantidade de células na camara de
Neubauer, foi calculada a porcentagem a porcentagem de inibicdo pela comparacao

de cada amostra com o controle, utilizando-se a Equagéo 2:

% IC = Ac - Atx 100 Eq. 2
Ac

Onde:

% IC: inibicdo percentual na taxa média de crescimento

Ac: valor médio para taxa de crescimento especifico médio no grupo controle

At: taxa média de crescimento especifico para cada réplica do tratamento.

Os resultados foram expressos como a média (+ desvio padréo) da inibicdo
percentual do crescimento celular (% 1) da amostra em comparacdo com o controle
negativo (p<0,05). Com a determinacdo da densidade celular, foi possivel obter os
valores das Concentracdes de Inibicdo de 50% (CI50) do crescimento da populacéo

de algas e os valores de CENO e CEO.
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3.5. Analise de Risco Ambiental

O risco ambiental desses antivirais foram avaliados com base no escopo
regulatorio da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA, 2006) e em alguns autores
(FERNANDEZ et al., 2010; ZHAO et al., 2010).

Os valores de quocientes de risco (RQs) para organismos aquaticos foram
calculados a partir da concentragdo ambiental medida (MEC) em aguas superficiais e
a concentracao prevista sem efeito (PNEC) (obtidos a partir da bateria de bioensaios
realizados no presente estudo).

Para os valores de MEC, foram considerados dados da literatura e de acordo
com o compilado da Tabela 5, o maior valor quantificado para cada antiviral
encontrado em aguas superficiais foi utilizado.

O PNEC foi calculado individualmente a partir dos ensaios ecotoxicolégicos
para cada antiviral selecionado. O PNEC foi calculado aplicando um fator de avaliagao
(FA) de 10 ao valor de CEso ou CENO das espécies aquéticas (Equacédo 3). O FA é
uma expressdo do grau de incerteza na extrapolacdo de um numero limitado de
espécies para ecossistemas complexos no ambiente real e € responsavel por
variacdes intra e interespécies na sensibilidade, e dados laboratoriais para
extrapolagéo de impacto em campo (EMEA, 2006).

PNEC = CENO ou CEso Eq. 3
10

Os valores de RQ para organismos aquéticos foram estabelecidos com base
na razao entre as concentracfes ambientais medidas (MEC) (no presente estudo, o
MEC foi obtido a partir de dados da literatura) e a concentragéo prevista sem efeitos
(PNEC) cujos dados foram obtidos a partir da bateria de bioensaios realizados no
presente estudo (Equacéo 4).

RQ= MEC Eq. 4

Onde:

RQ: quociente de risco;

MEC: concentracdo ambiental medida;
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PNEC: concentragéo prevista sem efeitos
A partir dos RQs resultantes, pode-se fazer uma avaliagdo do risco que cada
farmaco apresenta para cada organismo aquatico analisado. Um critério de
classificacéo de risco utilizado por Hernando et al., (2006) foi aplicado:
¢ RQ < 0,1 significa risco minimo;
e 0,1 <RQ <1 significa risco mediano;

¢ RQ > 1 significa alto risco.

3.6. Analise de risco ambiental de misturas
Para a analise de risco ambiental de misturas utilizou-se o modelo proposto por
Backhaus e Faust (2012). O RQ para a mistura com base nas razdées MEC/PNEC
(RQmec/pnec) € 0 RQ para a mistura com base em unidades toxicas (RQstu) sdo
modelos aceitdveis e amplamente utilizados. Para avaliar o risco de uma mistura
quimica, duas abordagens possiveis foram consideradas:

Abordagem 1: O quociente de risco (RQ) de uma determinada mistura €&

estimado como sendo a soma das relacbes Concentracdo Ambiental*/PNEC
individuais de cada componente da mistura.

*Concentracdo Ambiental, que pode ser modelada (Concentracdo Ambiental
Prevista, PEC), medida (Concentracdo Ambiental Medida, MEC), ou que pode
representar a concentracdo proxima a uma saida de efluente (Concentracéo
Ambiental Introdutdria). PNEC representa a concentracdo prevista sem efeitos, de
acordo com a diretriz da European Chemicals Agency (ECHA, 2008). Para essa

abordagem, sera utilizada a Equacéo 5:

RQup e Z":PECi s PEC;
MECIPECT LPNEC,  <min(EC 5054, EC30;mencbraes EC0ugec )i % 1 /AF Ea. 5

Abordagem |l: A soma das unidades téxicas (STU, com uma unidade toxica

sendo TU = Concentracdo ambiental/CEso) € calculada em uma primeira etapa para
cada um dos principais niveis troficos (geralmente algas, invertebrados, peixes). O
quociente de risco final (RQstu) para a mistura é entdo igual & soma das unidades
toxicas do nivel tréfico mais sensivel multiplicado pelo Fator de Avaliacdo (AF)

correspondente, que é definido como 1000 se os dados representarem valores de
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CEso de estudos de toxicidade com algas, invertebrados e peixes (ECHA, 2008). Esta
estimativa de risco serd denominada RQstu e é calculado conforme a Equagéo 6.

RQsru= mE’L.“{{STUth_ STUinveretrates; ST Ualga:} xAF

(& PEC PEG, ~_ PEG AF
—max P P\I-:C,ﬁ.h Py PNECi.m'r-:rthan:ﬁ- =1 PN—ECLMEAI: -

Eqg. 6

Ambas as abordagens sédo baseadas nos mesmos dados de entrada, ou seja,
estimativas da concentracdo ambiental para cada composto e dados da toxicidade
cronica para as algas, invertebrados e peixes. No entanto, eles diferem na ordem das

analises.

3.7. Analises estatisticas dos ensaios de toxicidade

Para os ensaios de toxicidade cronica, todos os 4 antivirais foram testados 3
vezes (trés ensaios independentes). Os valores de CEso e Clso foram determinados
como as concentracfes estimadas nas quais 50% da reproducdo de C. dubia foi
afetada e o crescimento da populacdo de R. subcapitata foi inibido em 50%,
respectivamente, conforme determinado no software GraphPad Prism® verséo 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego Califérnia EUA, 2007) usando regressdo nao
linear com um intervalo de confianca de 95%.

Todos os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés
experimentos realizados isoladamente com 10 repeticbes por concentracdo no caso
de C. dubia e 3 repeti¢cdes por concentracdo para R. subcapitata. Os resultados foram
analisados com o software GraphPad 5.0. Para dados ndo paramétricos, o teste de
Kruskal-Wallis foi aplicado, seguido dos testes post-hoc de Dunn’s. As diferencas
significativas dos dados foram estabelecidas quando p = 0,05.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados do ensaio crénico com Raphidocelis subcapitata

Durante o ensaio de toxicidade cronica com R. subcapitata, os valores de pH
das solu¢des permaneceram na faixa de 7,6 a 8,0, a temperatura variou entre 24,5 e
26 ° C e a dureza entre 45 e 48 mg CaCOzs L. Todas as condi¢gbes estavam de acordo
com a NBR 12648 (ABNT, 2018).

Nos experimentos com o efavirenz, ndo houve diferenca significativa entre os
resultados do controle e do controle com o solvente, excluindo a possibilidade de
efeitos do solvente (0,01% de metanol) sobre os resultados de toxicidade.

Os valores de Clso, CEO e CENO dos 4 antivirais para R. subcapitata estao
apresentados na Tabela 13. Os valores representam a média dos 3 experimentos
independentes, a partir destes resultados de Clso verificou-se que toxicidade cronica
com R. subcapitata dos antivirais aumentou na ordem de EFV > 3TC > ACV > AZT. O
antiviral mais téxico para as algas foi o efavirenz: o CENO e o Clso foram 0,00781 mg
Lt e 0,034 mg L%, respectivamente.

No ensaio de inibicdo do crescimento de algas, ndo foi possivel determinar os
valores de CEO e CENO para o antirretroviral AZT, devido ao efeito hormese

ocasionado pelo farmaco conforme evidenciado na Tabela 13.
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Tabela 13 - Toxicidade crbnica dos antivirais para o organismo R. subcapitata.

Clso CENO CEO
Farmacos (mg LY (mg LY (mg LY
3,612
Aciclovir 1,25 2,5
(3,249-4,016)
0,034
Efavirenz 0,00781 0,01562
(0,031-0,038)
3,013
Lamivudina 1,25 2,5
(2,753-3,297)
5,442
Zidovudina Nd Nd

(4,969-5,962)

Clso: Concentracgédo Inibitoria; CENO: Concentragédo de Efeito Ndo Observado; CEO:
Concentragdo de Efeito Observado; Intervalos de confianga de 95% estdo entre

parénteses; Nd: Nao determinado.

As curvas de dose-resposta geradas no ensaio de Inibicdo de Crescimento a
partir dos resultados experimentais com os antivirais sdo mostradas na Figura 17. Os
testes de toxicidade crénica (96h) mostraram que todos 0s compostos apresentaram
concentracfes que inibiram significativamente a taxa de crescimento de microalgas
R. subcapitata, exceto zidovudina, para a qual um aumento significativo de microalgas
foi encontrado a uma concentracédo de 1,25 mg L indicando um efeito de hormese
(Figura 17d). Hormese €& um fendmeno caracterizado por uma estimulacdo da
resposta de um organismo (por exemplo, crescimento, reproducdo) em baixas
concentracdes de uma substancia quimica (CALABRESE et al., 1999).

No teste de microalgas mostrado na Figura 17a, o aciclovir inibiu
significativamente o crescimento da alga nas concentracdes de 2,5 a 20 mg L em
comparacao ao grupo controle (p < 0,05). Para o efavirenz, foi observada inibi¢ao
significativa do crescimento (p < 0,05) em popula¢gdes de R. subcapitata expostas a

concentracdes de 0,016 a 0,25 mg L-1 (Figura 17b) e concentracdes de 2,5 a 20 mg
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L-1 de lamivudina significativamente inibidas (p < 0,05) crescimento de microalgas
(Figura 17c).

Inibicdo de crescimento (%)
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Figura 17 - Inibicdo do crescimento de algas R. subcapitata expostas aos farmacos

aciclovir, efavirenz, lamivudina e zidovudina. Os dados representam intervalos de

confianca médios de 95%, apresentados como curvas de resposta da concentracéo

logaritmica da taxa de inibicdo do crescimento apds 96 h de exposicéo. As diferengas

significativas em comparacdo com o controle sdo marcadas com um simbolo * (p
<0,05).
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4.2. Resultados do ensaio crénico com Ceriodaphnia dubia

A faixa de todos os parametros abidticos medidos durante exposi¢des crénicas
estdo de acordo com a NBR 13373 (ABNT, 2017). Para o ensaio crénico com C. dubia,
o pH das soluces teste varia entre 7,2 e 7,6, dureza entre 44 e 48 mg CaCOs L' e
temperatura entre 23 e 26 °C. Em todos os experimentos, a mortalidade no grupo
controle foi inferior a 10%. Nos experimentos realizados com efavirenz, ndo houve
diferenca significativa entre os resultados do controle e do controle com o solvente.
Isso exclui a possibilidade de efeitos do solvente (0,01% de metanol) nos resultados
de toxicidade com C. dubia.

Os resultados dos testes cronicos da Ceriodaphnia dubia apresentados na
Tabela 14 mostram uma variacdo na toxicidade entre os antivirais, com a seguinte
ordem crescente com base na CEso: zidovudina <aciclovir <lamivudina <efavirenz. O
antiviral mais téxico para C. dubia foi o efavirenz, os valores de CENO e CEso obtidos
foram 0,016 mg L-1 e 0,026 mg L-1, respectivamente.

No ensaio de toxicidade cronica utlizando C. dubia, ndo foi possivel
determinar os valores de CEO e CENO para o antirretroviral AZT, devido ao efeito

hormese ocasionado pelo farmaco.
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Tabela 14 - Toxicidade crbnica dos antivirais para o organismo C. dubia.

CEso CENO CEO
Farmacos (mg L) (mg LY (mg L?Y)
Aciclovir 3,062 1,25 2,5
(2,529 -3,707)
. 0,026
Efavirenz (0,024-0,027) 0,016 0,031
1,345
Lamivudina (1,242-1,456) 0,625 1,25
Zidovudina 5671 Nd Nd

(5,370-5,989)

CEso: Concentragédo Efetiva; CENO: Concentragdo de Efeito Ndo Observado; CEO:
Concentracdo de Efeito Observado; Intervalos de confianca de 95% estdo entre
parénteses; Nd: Nao determinado.

O numero médio de neonatas/fémea obtidos para C. dubia nos experimentos
com o0s antivirais estdo apresentados na Figura 18. Os resultados dos testes de
toxicidade crénica mostraram que as concentracdes testadas de aciclovir, efavirenz e
lamivudina causam reducdo na frequéncia de neonatos das fémeas de C. dubia
(Figuras 18a-c). No entanto, efeitos sinérgicos nas concentracdes de 1,25e 2,5 mg L
! de AZT também foram observados (Figura 18d). O aciclovir causou diminuicdo
significativa na frequéncia de neonatos expostos a concentracdes de 2,5 a 20 mg L*
guando comparadas ao grupo controle pelo teste de Dunnet (p < 0,05) (Figura 18a).
Uma diminuic&o significativa na fertilidade (p < 0,05) foi observada nos organismos-
teste expostos a concentracdes de 0,031 a 0,25 mg L de efavirenz, que provou ter a
mais alta toxicidade em relagéo aos demais antiviriais do estudo (Figura 18b). Para a
lamivudina, foi observada reducgéo significativa na frequéncia dos neonatos (p < 0,05)

nas concentracdes de 1,25 a 10 mg L (Figura 18c).
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Figura 18 - Respostas reprodutiva de C. dubia expostas por 8 dias ao aciclovir,
efavirenz, lamivudina e zidovudina. As barras de erro correspondem ao erro padréao e
o asterisco representa estatisticamente diferente (teste de Dunnett, p < 0,05) em

relacéo ao controle.



4.3. Discussao dos dados de toxicidade crbnica

A Diretiva da UE 93/67/EEC (Comissdo das Comunidades Européias, 2003)
classifica as substancias de acordo com seus valores CEso para organismos aquaticos
como segue: muito téxico (CEso < 1 mg L 1), téxico (CEso= 1 - 10 mg L), e prejudicial
(CEso= 10 - 100 mg L™). As substancias com um CEso > 100 mg L? ndo seriam
classificadas. No presente estudo, os antivirais ACV, 3TC e AZT foram classificados
como toxicos, enquanto EFV foi uma substancia muito toxica.

Uma outra classificacédo de substancias perigosas no ambiente aquatico consta
no Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacédo e Rotulagem de Produtos
Quimicos das Nac¢des Unidas (ONU, 2015), este documento fornece uma base global
de informacdes fisicas, ambientais e de salude e seguranca para substancias e
misturas quimicas.Com base na classificacdo da ONU (2015), os dados da CEs0.96h
para 0s organismos cujos valores variam entre 1 e 10 mg L sdo classificados como
toxicos. Os antivirais deste estudo, exceto o efavirenz, estdo dentro desses valores.
O Efavirenz seria enquadrado como muito toxico.

O Software Ecological Structure Activity Relationships (ECOSAR v1.10) da U.S.
Environmental Protection Agency (USEPA) estima as toxicidades aquéticas e tem sido
muito utilizado para analise de risco de contaminantes organicos emergentes
(SANDERSON et al., 2004, IATROU et al.,, 2014), esse software baseia-se na
similaridade da estrutura com outros compostos cuja toxicidade no ambiente aquatico
foi previamente analisada (THOMAIDI et al., 2015). A toxicidade aguda do aciclovir foi
estimada para peixes e daphnias, nos seguintes valores: 1,76x103mg L e 69,2 mg
L1, respectivamente. Esses valores sdo muito superiores aos encontrados neste
estudo, isso deve-se ao fato de os ensaios serem agudos, geralmente expondo o
organismo a um curto periodo do seu ciclo de vida e serem observados critérios como
letalidade ou imobilidade.

Os valores crbnicos do aciclovir previstos pelo ECOSAR foram estimados em
3,89 mg L para peixes, 2,04 mg L! para Daphnia sp. e 3,62 mg L para microalgas.
Os valores de toxicidade crbnica encontrados neste estudo para o ensaio de ACV com
C. dubia e R. subcapitata foi de 3,062 mg L e 3,612 mg L, respectivamente,
mostrando semelhanca com os dados apresentados no ECOSAR.

A estrutura molecular dos compostos e suas formas dissociadas em diferentes

valores de pH podem influenciar na biodisponibilidade no processo de absorcéo e a
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toxicidade dos organismos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2014). O pH da 4gua
€ um fator ambiental importante que limita a distribuicdo das espécies em habitats
aguaticos (SCHWANKE, 2013). O estado de ionizacdo é controlado pelo pH da
solucéo e pelas constantes de dissociacao acida das substancias (ou seja, valores de
pKa) (BABIC et al., 2007). Com base nos valores de pKa de aciclovir (3,02 e 11,98),
zidovudina (-3 e 9,96), lamivudina (-0,16 e 14,29) e efavirenz (-1,5 e 12,52) na faixa
de pH 7, ACV, EFV e antivirais 3TC sao principalmente (acima de 99%) em sua forma
neutra, enquanto o AZT esta predominantemente em sua forma cationica (Figura 19).
Essas diferentes espécies quimicas (catibnicas, neutras ou anibnicas) geralmente tém
propriedades muito diferentes, como solubilidade em agua, volatilidade, absorcéo de
UV e reatividade com oxidantes quimicos (BABIC et al., 2007).

A estrutura molecular de compostos quimicos pode ser Ultil para deduzir o
porqué da toxicidade. Os antivirais sdo compostos organicos. Aciclovir e zidovudina
tém 5 e 3 atomos de nitrogénio em sua molécula, respectivamente. A lamivudina
contém 3 atomos de nitrogénio e 1 atomo de enxofre, enquanto o efavirenz possui 1
atomo de nitrogénio, 3 atomos de flaor e 1 cloro.

Ao visualizarmos a estrutura do efavirenz na Figura 19, identificamos a
presenca de 3 &tomos de Fllor que € o elemento quimico mais eletronegativo e reativo
de todos sendo toxico e extremamente corrosivo, sendo altamente perigoso,
causando sérios danos como queimaduras quimicas em contato com pele e mucosas
(MARRO, 2019).
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Figure 19 - Espécies predominantes de aciclovir, efavirenz, lamivudina e

zidovudina, respectivamente, em pH 7.

Neste estudo, 0 aumento do niumero de neonatos por fémea de C. dubia e 0

aumento da populagédo de microalgas expostas a baixas concentragcdes podem ter
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sido causados pela presencga de nitrogénio na molécula de zidovudina. O teste de
toxicidade foi realizado em pH variando de 7,2 a 7,6. Nessa condi¢cdo, a espécie
predominante da molécula de AZT esta representada na Figura 19 com cargas
positivas e negativas do nitrogénio no final da cadeia o que para as microalgas e
alguns outros microrganismos fixadores de nitrogénio o utilizam como fonte de energia
(BOYD, 2015). De acordo com Babi¢ et al. (2007), a forma ionizada € geralmente mais
soluvel em &gua, enquanto a forma neutra é mais lipofilica e possui maior
permeabilidade de membrana.

Os dados obtidos nos ensaios de toxicidade cronica neste estudo com C. dubia
mostraram que o AZT causou reducao da frequéncia de neonatos das fémeas nas
concentracdes de 10 e 20 mg L e alta inibicdo do crescimento em R. subcapitata nas
concentraces testadas (5, 10 e 20 mg L1). No entanto, efeitos estimulantes
(hormese) ao AZT também foram observados. Neste estudo, o efeito de hormese foi
verificado no teste com a microalga na concentragdo de 1,25 mg L%, o que
representou um estimulo de 33,15% em relac&o ao controle.

O AZT é conhecido por ser um farmaco citostatico e que pode interferir em
importantes funcgbes fisiologicas em organismos ndo-alvo, causando danos
ou na sintese de DNA (GARCIA-CANTON et al., 2013) e (ii) inducao de mutacdes,
micronucleos e genotoxicidade (VON TUNGELN et al., 2002). A genotoxicidade do
AZT foi demonstrada por Onwuamabh et al. (2014) utilizando a raiz de Allium cepa, 0s
autores identificaram efeitos como inibicdo do crescimento radicular, alteragbes na
mitose e inducdo de aberragbes cromossdmicas.

Os resultados obtidos neste estudo para C. dubia (CEso: 0,026 mg L) e para
R. subcapitata (Clso: 0,034 mg L) usando Efavirenz mostram que este antiviral foi o
mais toxico para ambas as espécies, sugerindo que concentracdes ambientais podem
afetar a biota exposta.

Ambas as espécies deste estudo sdo importantes no ecossistema aquatico.
Como produtores primarios, as algas formam a base das cadeias alimentares
aguaticas, desempenhando um papel importante na manutencdo do equilibrio dos
corpos d'agua; no entanto, eles sdo conhecidos por serem relativamente sensiveis a
produtos quimicos (CESCHIN e SCALICI, 2021). Ceriodaphnia dubia €& um
zooplancton de regides temperadas e desempenha um papel importante nas cadeias

alimentares de habitats de agua doce em todo o mundo, além de ser uma espécie de
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teste padronizado (THAYSEN et al., 2018). A alta inibicdo do crescimento de R.
subcapitata e o efeito toxico na reproducdo de C. dubia pelo farmaco EFV, é
preocupante, pois pode afetar o ciclo dessas espécies e a vida aquatica em niveis
troficos mais elevados.

O software ECOSAR estimou os valores de toxicidade crénica do EFV em 0,13
mg L para peixes, 0,14 mg L para Daphnia sp. e 0,68 mg L para microalgas. O
valor cronico calculado para os dados desta pesquisa foi de 0,026 mg L para C. dubia
e 0,034 mg L para a microalga R. subcapitata o que representa valores bem abaixo
dos dados do ECOSAR.

A toxicidade de compostos farmacéuticos em organismos aquaticos
presumivelmente depende do modo de acédo dos compostos (DIETRICH et al., 2010).
Os resultados deste estudo sugerem que exposicdes cronicas ao efavirenz em
concentragbes ambientais relevantes afetem a biota exposta, considerando o seu
mecanismo de ac¢do. Estudos tém demonstrado que o EFV possui acdo mitotdxica,
podendo interferir em organismos nao-alvo, uma vez que organismos como C. dubia
e R. subcapitata possuem mitocondrias. O farmaco desencadeia uma disfuncdo
mitocondrial caracterizada por uma inibicdo direta do Complexo | da cadeia de
transporte de elétrons, uma diminui¢cdo no consumo de Oz, um aumento na producao
de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e uma diminui¢ao no potencial da membrana
mitocondrial (APOSTOLOVA et al, 2017; FUNES et al., 2014).

Além de sua mitotoxicidade, estudos demonstraram a presenca de lesdes
hepéticas com a exposi¢cdo ao EFV. Robson et al. (2017) investigaram a exposi¢ao
(96 h) do peixe Oreochromis mossambicus a uma concentracdo de EFV de 20,6 ng L-
1, resultando em danos ao figado e declinio geral da satde desta espécie, indicando
a importancia do monitoramento do efavirenz.

Alguns estudos quantificaram a lamivudina em &guas superficiais em
concentragdes que variam de 11,5 ng L a 167 pg L no Quénia (NGUMBA et al.,
2016; K'OREJE et al., 2016), em aguas superficiais em concentracdes maximas de
11,5 e 242 ng L (NGUMBA et al., 2016; MTOLO et al.,, 2019) e efluente em
concentracdes que variam de 55 ng Lt a 405 p L.

Um estudo recente relatado por Omotola et al. (2021) empregou uma bateria
de bioensaios de ecotoxicidade para avaliar a ameaca ambiental que a lamivudina
representa para a fauna e flora aquaticas. Daphnia magna, avaliacdo da

mutagenicidade pelo teste de Ames, ensaio de germinacao de Lactuca sativa (alface)
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e ensaio da ponta da raiz de Allium cepa foram realizados, testando lamivudina em
duas concentracdes (10 e 100 ug L?). O ensaio de toxicidade de Daphnia magna
revelou uma resposta estatisticamente significativa (p < 0,05) com uma taxa de
mortalidade de 85% na exposi¢do a 100 ug L* de lamivudina que aumentou para
100% na exposicdo de 48 horas. Na concentragdo de 10 pg Lt de lamivudina, taxas
de sobrevivéncia de 90% e 55% foram observadas em 24 e 48 h, respectivamente.
Nenhum efeito mutagénico potencial foi observado no teste de Ames em ambas as
concentragdes de lamivudina. Os bioensaios com Allium cepa revelaram um impacto
adverso perceptivel no comprimento da raiz na exposi¢éo a 100 pg L de lamivudina.
Esse impacto foi investigado por meio de exame microscopico, revelando aberracdes
cromossémicas nas pontas das raizes expostas. O bioensaio com Lactuca sativa
mostrou um efeito adverso significativo na taxa de germinacdo das sementes em
comparacao com o controle. O estudo concluiu que a lamivudina representa um risco
ecolégico para diferentes niveis troficos, para flora e fauna, em concentracfes
anteriormente encontradas no meio ambiente.

Um outro estudo realizado por Franchi et al. (2009) em células somaticas de
Drosophila melanogaster mostraram que a lamivudina induziu efeitos mutagénicos e
recombinogénicos causando instabilidade gendmica e perda de heterozigosidade.
Essas alteracBes genéticas desempenham um papel principal na carcinogénese e
estdo envolvidas em estagios secundarios e subsequentes da carcinogénese.

A sensibilidade foi diferente entre os organismos-teste para 0sS compostos
investigados. A Figura 20 evidencia que a espécie C. dubia foi mais sensivel a 3
antivirais (ACV, EFV e 3TC), ja a alga R. subcapitata foi mais sensivel ao AZT. Esta
observacdo sugere que uma bateria de bioensaios usando organismos-teste
pertencentes a VAarios grupos taxondmicos e representativos de varios niveis da
cadeia alimentar é extremamente Gtil nas analises ecotoxicoldgicas e avaliagdes de

risco ambiental
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Figura 20 - Sensibilidade dos organismos-teste aos antivirais efavirenz, lamivudina,

aciclovir e zidovudina.

4.4. Andlise derisco ambiental

O risco ambiental para organismos aquaticos foi avaliado para o pior cenario
com base nos quocientes de risco (RQ) calculados usando o MEC méaximo relatado
em estudos anteriores (BRADLEY et al., 2014; MTOLO et al., 2019; K'OREJE et al.,
2016) e PNECs do presente estudo (Tabela 15). O RQ para aciclovir foi 0,011 para R.
subcapitata e C. dubia. O RQ para efavirenz foi 3,14 e 1,63 para R. subcapitata e C.
dubia, respectivamente. Para o antiviral lamivudina, o RQ foi 1,33 e 2,69 para R.
subcapitata e C. dubia, respectivamente; ja o RQ para o antiviral zidovudina foi 0,03
para ambas as espécies. Considerando que a classificacdo de risco deve ser baseada
no resultado mais sensivel, o efavirenz e a lamivudina podem representar um alto

riSCo para 0s organismos aquaticos.



Tabela 15 - Analise de risco ambiental para os antivirais.

MEC4agua PNEC? PNEC?
- . RQ . RQ
Antiviral superficial R. subcapitata _ C. dubia )

R. subcapitata C. dubia

(ng L) (mg L™) (mg L™
Aciclovir 1410° 0,125 0,011 0,125 0,011
Efavirenz 2450°¢ 0,00078 3,14 0,0015 1,63
Lamivudina 1671009 0,125 1,33 0,062 2,69
Zidovudina 174109 0,544 0,03 0,567 0,03

Concentragdes ambientais maximas medidas (MECs), concentracdo prevista sem
efeitos (PNECSs) e quocientes de risco (RQs) para cada antiviral.

@ Valor ao dividir CENO ou CEsp por um fator de avaliagdo de 10. Para zidovudina, foi
usado CEso

bBRADLEY et al., 2014

‘MTOLO et al., 2019

dK'OREJE et al., 2016

O Quociente de Risco foi calculado para ajudar a definir o status do problema
em esforcos futuros de avaliagdo de risco, determinando quais componentes
ambientais podem ser potencialmente expostos a concentracdes toxicas de antivirais.
Usando a classificagdo de Hernando et al. (2006), o valor do RQ para o efavirenz no
rio Msunduzi na Africa do Sul foi > 1 para C. dubia e R. subcapitata, indicando que o
farmaco representa um risco potencial para ambos os organismos. Esses altos valores
de QR s&o o resultado de altas concentracées de EFV encontradas nos rios da Africa
do Sul e da alta toxicidade da droga. A partir deste estudo, é evidente que R.
subcapitata e C. dubia s&o muito suscetiveis a exposi¢cdo ambiental ao efavirenz.

O RQ calculado para lamivudina no rio Ngong no Quénia para C. dubia foi de
2,69 (Tabela 4), indicando um alto risco para esta espécie, que € um claddcero

importante e indicador bioldgico de agua doce e um risco médio para microalgas R.
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subcapitata. A avaliacdo de risco para aciclovir e zidovudina indica valores RQ <1
determinando um baixo risco para as espécies estudadas.

Em relacdo aos anti-herpéticos, um estudo sobre a ecotoxicidade crénica do
antiviral ganciclovir que utilizou R. subcapitata e D. magna como organismos de teste
nao revelou persisténcia ou bioacumulacdo. No mesmo estudo, uma comparagao
entre as concentragdes ambientais previstas (PEC) e as concentragdes previstas sem
efeitos (PNECs) nao revelou riscos significativos para aguas residuais, aguas
superficiais, aguas subterraneas ou tratamento de sedimentos, enquanto 0s riscos
potenciais para predadores aquaticos ou para agua humana e os consumidores de
peixe eram extremamente baixos (STRAUB, 2017). Como o ganciclovir, outro antiviral
valganciclovir ndo apresentou riscos relevantes para organismos aquaticos e
humanos que consomem agua e peixes expostos aos seus residuos.

A Comisséo Europeia, através da Diretiva 2018/840/UE listou como prioritarios
algumas substancias que representam um risco significativo para o ambiente aquético
(CE, 2018). As substancias incluidas no programa de monitorizacdo sao: 1703-
estradiol,17a-etinilestradiol, metiocarbe, neonicotinoides, antibidticos da familia dos
macrolidos, metaflumizona, amoxicilina, ciproflaxacina. E importante observar que
nenhum antiviral esta incluido como substancia prioritaria, sendo necessario mais

estudos para inclui-los em listagens futuras.
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4.5. Andlise de risco ambiental para mistura de antivirais

No presente estudo, foi avaliado o risco integrado das misturas de antivirais.
Conforme destacado na metodologia, 0 RQ para a mistura com base nas razdes
PEC/PNEC (RQrecpnec) € 0 RQ para a mistura com base em unidades toxicas
(RQstu) sdo dois métodos amplamente utilizados para estimar a combinagéo
toxicidade de misturas de poluentes (AMATO et al., 2018; BACKHAUS e KARLSSON,
2014).

Em relagdo aos RQs para a mistura de antivirais, a Tabela 16 representa o
RQrec/pnec, RQsTu € sua razéo para toxicidade cronica de organismos pertencentes a
3 niveis tréficos. Os valores de RQrecipnec € RQstu foram 229,43 e 222,54 indicando
alto risco para a alga, Ceriodaphnia e peixes. A razdo de RQrpecpnec € RQsTu com
base na toxicidade cronica atingiu valores de 1,03.
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Tabela 16. RQmec/pnec, RQsTu € sua razdo, com base na toxicidade cronica.

Aciclovir Efavirenz Lamivudina Zidovudina
CEso Alga 13,38 umol.L™? 0,107 pmol.L? 13,14 pmol.L? 20,36 pmol.L?
CEso Ceriodaphnia 13,65 pmol.L™? 0,08 pmol.L? 5,86 umol.L* 21,22 pmol.L?
CEso peixe 17,26 pmol.L™? 0,41 pmol.L? 62191,36 umol.L* 8,58 umol.L*
MEC 6,26 nmol.L* 7,76 nmol.L* 729 nmol.L* 65 nmol.L*
PNEC resultante (AF 13,38 nmol.L? 0,08 nmol.L* 5,86 nmol.L* 8,58 nmol.L*
1000)
RQweciPnec RQwecinec = MECaciciovir + MECetavirenz + MEC  amivudina + MECzidovudina = 229,43

PN ECAciclovir PN ECEfavirenz PN ECLamivudina PN ECZidovudina

STUAIga: MECAcicIovir + MECEfavirenz + MECLamivudina + MECZidovudina = 131,64)( 10-3
CEso CEso CEso CEso

RQstu (com base na

soma das unidades STUCeriodaphnia: MEChaciciovir + MECefavirenz + MEC amivudina + MECzidovudina = 222,54)( 103
téxicas) CEso CEso CEso CEso

STUpeier MECaciciovir + MECketavienz + MEC  amivudina + MECzidovudina = 26,86 X 1073
CEso CEso CEso CEso

RQstu = max(STUalga, STUCeriodaphnia, STUpeixe) x AF = 222,54

RQwecpnec/ RQstu= 1,03

Os dados de toxicidade para o peixe foram coletados do banco de dados ECOSAR (ECETOC, 2003). RQ = quociente de risco, STU = soma das unidades
téxicas, PNEC = concentracéo prevista sem efeito, MEC = concentragdo ambiental medida, UT = MEC/CE-so, AF = Fator de Avaliacédo (1000, de acordo com a
European Chemicals Agency, 2006).




Valores de RQwmec/pnec > 1 também foram calculados em um estudo realizado
por Petersen et al. (2013) em locais diferentes na Noruega, essa pesquisa avaliou 0
efeito combinado de produtos fitofarmacéuticos em riachos, rios e aguas
subterraneas. Do total de 56 amostras, oito apresentaram valores de RQwmec/PNec €
RQstu > 1, indicando um alto risco a misturas de produtos fitofarmacéuticos. As
amostras de Hotranelva apresentaram RQwec/pnec € RQsTu, valores de 8,136 e 1,877,
respectivamente. As amostras de Mgrdrebekken (condado de Akershus), obtiveram
valores de RQwecpnec = 4,344 e RQstu = 5,231. Uma amostra de Skuterudbekken
(condado de Akershus) obteve RQwecirnec € RQstu, valores de 32,507 e 3,251,
respectivamente. A amostra de Vasshaglona (condado de Aust-Agder), obteve
valores de RQwecipnec = 3,159 e RQstu = 3,727.

Um estudo recente publicado por Kosma et al. (2020) revelou dados
interessantes da anadlise de risco ambiental associados a alguns PFCPs, os autores
identificaram valores de RQwmecrnec € RQstu > 1 para reguladores de lipideos,
antibioticos, medicamentos psiquiatricos e estimulantes na toxicidade aguda e cronica
0 que representa um alto risco de toxicidade a longo prazo, com as algas sendo as
espécies mais sensiveis.

Resultados semelhantes foram encontrados em sete efluentes de ETEs na
Europa onde um RQstu de 16-48 foi relatado e a raz&o ficou entre 1,0 e 1,3 na
toxicidade aguda (BACKHAUS e KARLSSON, 2014). Em um estudo conduzido no
Lago Guchenghu na China por Zeng et al. (2018), os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) apresentararam uma razdo baseada na toxicidade crénica valores

de até 1,62 evidenciando o alto grau de risco dos HPAs.
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4.6. Embriotoxicidade dos antivirais

Os efeitos de antivirais nos estagios de desenvolvimento embrionario de
daphnias ainda néo foram relatados. Devido a escassez de informacdes sobre esse
assunto, o presente estudo foi realizado para determinar as anormalidades
morfologicas, inibicAo no desenvolvimento e determinar os efeitos toxicos nos
estagios de desenvolvimento de D. similis. D. similis foi escolhida por razdes
ecologicas, pois € uma espécie abundante encontrada em ambientes aquaticos de

agua doce e um membro significativo da cadeia alimentar aquatica.

4.6.1. Aciclovir

Os efeitos do desenvolvimento embrionario promovidos pelo ACV em 96 horas
nas concentracdes testadas (0,125 a 2 mg L) séo exibidos na Figura 21. A Figura
22(a-f) exibe as fotografias referentes a exposicdo dos embribes ao ACV. As
anomalias incluiram: interrupcdo do desenvolvimento embrionario em 100% dos
embrides na concentracédo de 2 mg L (Figura 22b) e 60% dos embrides apresentaram
interrupcdo do desenvolvimento e 40% exibiram malformacdo na carapaca
culminando com a morte dos organismos (Figura 22c) na concentracdo de 1 mg L.
Na concentracdo de 0,5 mg L foi observado a presenca de espinho curvado em 20%
das Daphnias (4 de 20), 45% apresentaram anomalias na carapaca (Figura 22d). Na
concentragdo de 0,25 mg L, 5 das 20 (25%) daphnias tiveram seu desenvolvimento
interrompido e 10% apresentaram anoamralidades na carapaca e nas antenas. Na
menor concentracao testada (0,125 mg L), 5% dos embriGes exibiram anormalidades
nas antenas e tiveram o seu desenvolvimento interrompido e 10% malformacdo na

carapaca (Figura 22f).

95



Figura 21 — Taxa de anormalidades resultantes da exposi¢cao de embrides de D. similis

a concentracgdes de aciclovir.
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Figura 22 - Embrides de Daphnia expostos ao Aciclovir em 96 horas (a) controle, (b)
2mgL? (c)1mglL? (d)0,5mgL? (e)0,25mg L, (f) 0,125 mg L.
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4.6.2. Efavirenz

Os efeitos de desenvolvimento induzidos pelo efavirenz incluem antenas
subdesenvolvidas, auséncia e anormalidades do espinho caudal, severas alteracdes
morfolégicas da carapaca e interrupcdo do desenvolvimento embrionario (Figuras
23a-)).

Na Figura 24 evidencia-se a taxa de anormalidades devido a exposicdo de

embriBes com 96 horas em diversas concentracdes de Efavirenz.

97



Figura 23 - Anomalias resultantes da exposicdo de embrides de D. similis a
concentracdes de efavirenz em 96 horas (a) controle, (b) 25 ug L, (c) 12,5 pug L%, (d)
6,25 ug L%, (e) 3,22 ug L%, () 1,5 pg LY, (9) 0,8 ug LY, (h) 0,2 ug L™, (i) 0,1 pg L, ()
0,05 ug L?
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Devido as baixas concentracdes de diluicdo e a menor precisdo das analises,
o0 ensaio foi interrompido na concentracéo de 0,05 pg L. Nas concentracdes de 1,56
a 25 pg L1, nenhum organismo sobreviveu e 100% das daphnias apresentaram algum
grau de malformacdo ou interrupcdo do desenvolvimento embrionario. Na
concentracdo de 0,8 pg L, 50% dos organismos tiveram seu desenvolvimento
embrionario interrompido, 20% apresentaram anomalias na carapaga, 5%
anormalidades das antenas e 10% no espinho caudal. Entre as concentracdes 0,05 e
0,4 ug L1, no minimo 60% dos organismos apresentaram anomalias o que evidencia
gue o EFV foi extremamente toxico para os embrides de D. similis. Os efeitos das

concentragdes de EFV nos periodos de exposicdo foram registrados (Figura 24).

Figura 24 - Taxa de anormalidades resultantes da exposi¢cao de embrides de D. similis
a concentracdes de efavirenz.
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4.6.3. Lamivudina

Os embrides de D. similis expostos in vitro a lamivudina revelaram
embriotoxicidade em menor grau em comparac¢ao com 0s demais antivirais do estudo.
Conforme evidenciado na Figura 25, os embrides de Daphnia expostos ao 3TC
apresentaram algumas anomalias na carapaca, nas antenas, espinho caudal e
interrupcdo da organogénese. Na concentracdo de 2 mg L% 25% dos organismos

exibiram anomalias nas antenas, 10% apresentaram anormalidades no espinho
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caudal e tiveram o seu desenvolvimento embriondrio interrompido, enquanto que 5%
anomalias na carapaca. 20% dos embrides exibiram anormalidades na carapaga e no
espinho caudal na concentracdo de 1 mg L. Na concentragdo de 0,5 mg L?, 15% dos
embrides exibiram anormalidades no espinho caudal e 10% na carapaca; e na
concentracdo de 0,25 mg L%, 15% apresentaram anormalidades no espinho caudal.
As daphnias presentes nas concentracdes 2 mg L* e 1 mg L apresentaram um

tamanho menor em comparacédo com as demais concentracoes.

Figura 25 — Taxa de anormalidades resultantes da exposicao de embrides de D. similis

a concentragdes de lamivudina.
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As evidéncias de anormalidades constadas nesse estudo com base na
observacéo no microscopio 6ptico mostrou que a lamivudina nas concentracdes de 2
a 0,25 mg.L* promoveu anomalias no desenvolvimento embrionario de D. similis,

principalmente, no espinho caudal (Figura 26a-f).
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Figura 26 - Desenvolvimento embrionario de D. similis exposta a lamivudina em 96
horas (a) controle, (b) 2 mg L%, (c) 1 mg L?, (d) 0,5 mg L%, (e) 0,25 mg L1, (f) 0,125
mg L+




4.6.4. Zidovudina

Em todas as 5 concentracoes de AZT aconteceu a estagnacdo do
desenvolvimento embrionario, provavelmente o mecanismo de acédo do farmaco
induziu a interrupcdo da organogénese. A Figura 27 apresenta as taxas de
anormalidades resultantes da exposicdo de embries de D. similis a concentracdes
de zidovudina.

Conforme detalhado na Figura 27, a exposicdo ao AZT a 4 mg L por 96 h
induziu a cessacgao do desenvolvimento embrionario em 75% dos embrides; 15% dos
embribes apresentaram anomalias na carapaca e 10 % dos organismos restantes
exibiram anomalias no espinho caudal. Na concentragdo de 2 mg L*, 50% dos
embrides tiveram o seu desenvolvimento estagnado, 10% anormalidades na carapaca
e 5% espinho caudal anémalo. Nas concentracdes de 1 e 0,5 mg L, 4 dos 20
embrides utilizados (20%) apresentaram interrupcao do desenvolvimento embrionario.
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Figura 27 — Taxa de anormalidades resultantes da exposi¢cao de embrides de D. similis

a concentragdes de zidovudina.
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MalformacGes foram registradas apdés o contato dos embrides com

concentracbes de AZT variando de 0,25 a 4 mg L (Figura 28a-f).
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Figura 28 - Desenvolvimento embrionario de D. similis exposta a zidovudina em 96

horas (a) controle, (b) 4 mg L%, (¢)2mgL?, (d)1mgL? (e)0,5mgL? (f)0,25mg L
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O presente estudo é o primeiro a investigar os efeitos dos antivirais no
desenvolvimento embrionario de D. similis até a presente data. Ensaios de toxicidade
durante os estagios iniciais da vida de organismos aquaticos sdo conduzidos para
determinar como os fatores alteram as trajetérias de desenvolvimento (MARTINEZ et
al., 2021). A exposigéo a produtos quimicos exdgenos durante os estagios iniciais da
vida de organismos aquéticos pode levar a mudancgas estruturais significativas nos
organismos que, em Ultima analise, refletem o estado de salude de um ecossistema
(TRAVERSI et al., 2014). A técnica utilizada no presente estudo com Daphnia pode
ser aplicada como um sistema de deteccdo de toxicidade no desenvolvimento de
produtos quimicos para organismos biologicamente importantes. Um protocolo com o
meétodo de ensaio foi elaborado para ser utilizado em trabalhos futuros (ver ANEXO
1).

O ensaio de embriotoxicidade com embrides de Daphnia pode ser usado para
prever anomalias de outros organismos uma vez que o ciclo de vida é curto e seus
estagios de desenvolvimento sdo identificados com um microscopio binocular simples
(KHANGAROT e DAS, 2009). As Daphnias adultas reproduzem-se por partenogénese
e estdo disponiveis durante todo o ano, produzindo um grande niumero de embrides
genotipicamente isogénicos a cada 3 dias sob condi¢des laboratoriais favoraveis. Os
estagios de desenvolvimento permitem a detec¢cdo de malformaces morfolégicas
internas e externas. E essencialmente um teste de triagem embrio-teratogénico de
baixo custo, que pode ser concluido em 72 a 96 horas (KHANGAROT e DAS, 2009;
ZHANG et al., 2003).

Os resultados desta investigacdo fornecem evidéncias de que o0s testes
ecotoxicolégicos somados ao de embriotoxicidade, abrangendo todo o ciclo de vida
dos organismos-teste podem ser uma ferramenta Gtil para determinar 0 mecanismo
de acao pelo qual os poluentes promovem mudancas na populacdo de Daphnia sp.,
bem como a estimativa de concentracdo ambiental segura de contaminantes.

Além disso, os resultados claramente demonstram que 0s antivirais sao criticos
para a embriogénese de Daphnia, sobretudo o efavirenz que é conhecido por ser
teratogénico. Fémeas de Daphnia produzem horménios glicocorticoides como
hidrocortisona, horménio esse importante no desenvolvimento da carapaca
(SMIRNOV, 2017). A concentracdo desse hormoénio pode ser afetada devido a

presenca de EFV alterando a sintese de cortisol.
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O efavirenz reduz os niveis de 17B-estradiol (E2) no organismo, o que pode ser
resultado da inducdo do metabolismo desses estrogénios (MCDONALD et al., 2018).
De acordo com Vaananen e Harkdénen (1996), E2 e outros estrogénios sao
importantes para o fechamento adequado das placas epifisarias durante o
crescimento e desenvolvimento 6sseo de organismos vertebrados. O estudo dos
autores concluiu que o efavirenz causa anormalidades no desenvolvimento de
vertebrados quando expostos em estagios iniciais da vida.

Nos resultados obtidos nessa pesquisa, foi observado que no ensaio com o
farmaco lamivudina, as daphnias presentes nas concentragées 2 mg L* e 1 mg L*
apresentaram um tamanho menor em comparagao com o controle, esse resultado
corrobora com o estudo desenvolvido por A+ et al. (2013) que revelou que a
administracdo de ARVs separadamente e em combinacdes tiveram potencial efeito
embriotéxico demonstrado pelo retardo do crescimento significativo, evidenciado pela
reducdo do peso ao nascer e do comprimento cabeca-nadega de ratos. Esse estudo
visou estimar os efeitos embriotéxicos de ARVs no desenvolvimento fetal de ratos
como modelo animal.

Alguns estudos foram dedicados a investigar a embriotoxicidade de poluentes
perigosos em Daphnia (MU e LEBLANC, 2002; CUI et al., 2017; CHEN et al., 2018),
mas nao ha até a presente data estudos sobre a embriotoxicidade de ARVs em
cladoceros. O estudo conduzido pela autora corrobora com a observagéao de Wang et
al., (2011) onde relata que diferentes fases da vida de um organismo tém distintas
sensibilidades a produtos quimicos téxicos. A consideracao de diferentes estagios de
vida dentro da estrutura de avaliagcéo de risco ambiental forneceria mais informacdes
para proteger as espécies de contaminantes emergentes (BREITHOLTZ et al., 2006).
Foi relatado que embrides de Daphnia sp. sdo mais sensiveis a alguns poluentes do
gue os estagios juvenil e adulto (ABE et al., 2001; CUI et al., 2017).

Djekoun et al. (2015) estimaram os efeitos do cadmio em embrides de D.
magna. Os embrides expostos in vitro ao cadmio (60, 80 e 100 pg L) revelaram
embriotoxicidade durante os diferentes estagios de desenvolvimento, com
aparecimento de neonatos anormais de varias formas e tamanhos, com carapaca
pouco desenvolvida e o desaparecimento de antenas. No presente estudo, a
ocorréncia de neonatos andmalos foi observada com os 4 antivirais, principalmente

com o efavirenz.
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Palma et al. (2008) avaliaram os efeitos promovidos pelo sulfato de endosulfan
no ciclo de vida e desenvolvimento embrionario de Daphnia magna. Todas as
concentracbes testadas (9,2 a 458,7 ug L) apresentaram iniUmeras anormalidades
morfolégicas no espinho caudal, na carapaca e desenvolvimento incompleto das
antenas. Os dois pares de antenas das Daphnias auxiliam na sua locomogéo, em
“‘pequenos saltos” e sdo importantes na alimentacdo (EBERT, 2005). Neste estudo
desenvolvido pela autora, a exposi¢cao dos embriées de Daphnia aos antivirais ACV,
EFV e 3TC levaram a anormalidades no desenvolvimento das antenas.

Li et al. (2021) avaliaram a embriotoxicidade de D. magna utilizando ftalato de
butil benzilico que é usado principalmente como plastificante para PVC. Os autores
do estudo testaram as seguintes concentracées: 0,1; 0,6 e 1,2 mg L e em todas as
concentracfes observaram a anormalidades fenotipicas principalmente no espinho
caudal. O espinho caudal de Daphnia serve como uma defesa mecénica, além de
aumentar seu tamanho efetivo; o ndo desenvolvimento dos espinhos caudais levara
acarretard danos a espécie, fazendo com que ela fique vulneravel a predacéo
(DODDS; WHILES, 2020). Neste estudo, na maioria das concentracdes testadas, 0
EFV gerou uma inibicdo do aparecimento do espinho caudal, 0 que para a espécie
pode levar a um aumento da predagao.

Efeitos de contaminantes ambientais como 4-nonilfenol (um desregulador
enddcrino), pesticidas, clorofendis, anilinas, metais pesados, fungicidas e testosterona
em embribes de Daphnia foram relatados em estudos anteriores (Tabela 17).

Os resultados desta investigacdo fornecem evidéncias de que os testes
ecotoxicolégicos somados ao de embriotoxicidade, abrangendo todo o ciclo de vida
dos organismos-teste, podem ser uma ferramenta Gtil para determinar 0 mecanismo
de acéo pelo qual os poluentes promovem mudancas na populacdo de Daphnia sp,

bem como para a estimativa de concentracdo ambiental segura de contaminantes.
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Tabela 17 - Efeitos de poluentes ambientais no desenvolvimento embrionario de Daphnia sp.

Concentracoes ) .
Poluente Anormalidades observadas Referéncia
testadas
Aciclovir 0,125-2mg L* Anormalidades no desenvolvimento CUNHA, 2022
] Letalidade do embrido, inGmeras
Efavirenz 0,05-25pugL? _ CUNHA, 2022
anomalias
) ) Anormalidades no desenvolvimento,
Lamivudina 0,125-2mg L* CUNHA, 2022
tamanho reduzido
Zidovudina 0,25-4mgL? Anormalidades no desenvolvimento CUNHA, 2022
4-Nonilfenol 738 ug L Letalidade do embriao ZHANG et al., 2003
4-Nonilfenol 263 ug L Espinho caudal curvado ZHANG et al., 2003
4-Nonilfenol 44 pug L Anormalidades no desenvolvimento
LEBLANC et al., 2000
o o Anormalidades no desenvolvimento e
Carbaril (inseticida) 1-5puglL?
maturacao tardia KAST-HUTCHINSON et al.,
Etilenotioureia 20 mg L? Desenvolvimento interrompido

Ohta et al., 1998

2,3,7,8-tetraclorodibenzo-
p-dioxina (TCDD)

0,1 — 1000 pg L

Desenvolvimento e reproducéo afetada

Wu et al., 2001




3,4-dicloroanilina (3,4-

Desenvolvimento tardio e neonatos

20—-40 g L*
DCA) anormais Sobral et al., 2001
Dodecil benzeno Embridao morreu sem desenvolvimento, o
1,25-10mg L?

sulfonato diametro do ovo diminuiu Sobral et al., 2001

Cadmio 0,062 — 0,248 mg L* Desenvolvimento tardio
Sobral et al., 2001

Cobre 24 g L? Letalidade dos embrides

Sobral et al., 2001

Propiconazol (fungicida)

0,015-0,25mg L*

Antena subdesenvolvida e anomalias na

carapaca

Kast-Hutchinson et al., 2001

Testosterona

8 UM

Interrupgéo do desenvolvimento

embrionario e anormalidades na carapaca

Mu e LeBlanc, 2002
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5. CONCLUSAO

A alga R. subcapitata respondeu a presenca dos antivirais, o que foi demonstrado
pelos efeitos de inibicdo em seu crescimento. A resposta da alga ao efavirenz foi mais
intensa em comparacao aos demais antivirais do estudo indicando que o EFV atua em
organismos ndo-alvo. A C. dubia também foi afetada com a diminuicdo do nimero de
neonatos, e o efavirenz também foi o antiviral mais toxico. Em ambas as espécies, o
AZT em concentracdes menores estimulou as respostas dos organismos.

Dentre os antivirais estudados, foi possivel confirmar que um dos antivirais mais
usados em todo mundo, o efavirenz, é altamente perigoso para ambos 0s organismos
com valores de CEso de 26 pug L para C. dubia e Clso de 34 ug L para R. subcapitata.
Essa alta toxicidade se deve a presenca de elementos quimicos altamente reativos e a
sua acao mitotodxica.

A avaliacdo de risco isolada dos antivirais identificou que o RQ do efavirenz e
lamivudina para C. dubia e R. subcapitata excedeu 1, o que conferindo um alto risco
ecologico, enquanto ACV e AZT isoladamente ndo causaria impactos diretamente
significativos para algas e cladéceros devido & sua menor toxicidade. Com isso, sugere-
se a necessidade de inclui-lo na lista de susbstancias prioritarias para o monitoramento
adequado do EFV apresentar risco significativo para os organismos aquaticos

O presente estudo determinou também que a abordagem de célculo de
RQwmecenec € RQstu € aplicavel a avaliagéo de risco cumulativo de PFCPs. A avaliacédo
de risco cumulativa realizada identificou que 0s organismos aquaticos investigados estao
potencialmente em risco aos efeitos combinados de antivirais. Os valores de RQwec/iPNec
e RQsrtu apresentaram valores de 229,43 e 222,54; respectivamente, indicando um alto
risco e sinergismo desses antivirais em mistura.

O estudo também analisou os efeitos toxicos de antivirais em embrides de D.
similis e através dos resultados conclui-se que o efavirenz mostrou ser altamente
embriotéxico induzindo anormalidades severas de desenvolvimento nos embrides,
subdesenvolvimento das antenas e de anomalias do espinho caudal e apds exposicao

em niveis baixos de pg L.
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Por fim, com a realizacdo dos ensaios de embriotoxicidade e os resultados
analisados foi elaborado um protocolo do ensaio visando estabelecer uma padronizacao,

sendo este um ensaio ainda pouco utilizado.



113

6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a eficiéncia de Processos Oxidativos Avancados no tratamento de

efluentes contendo os antivirais.

Elaborar carta controle com substéncia de referéncia em solucdo aquosa para o

ensaio de embriotoxicidade.



7. PUBLICACOES

O estudo de toxicidade utilizando PFCPs propiciou a publicacdo de trabalhos
significativos no grupo de pesquisa do LES e em parceria com o INT. O trabalho principal
culminou com a publicagdo de um artigo na revista Water and Science Tehnology,
classificada como Al no Qualis das Engenharias I. Além do artigo, 6 trabalhos em
Congressos (3 trabalhos completos e 3 resumos) foram publicados. Abaixo segue a lista

com a enumeracao dos trabalhos aceitos e publicados:

1. ALMEIDA, L. C.; MATTOS, A. C.; DINAMARCO, C. P. G.; FIGUEIREDO, N.
G.; BILA, D. M. Chronic toxicity and environmental risk assessment of antivirals in
Ceriodaphnia dubia and Raphidocelis subcapitata. WATER SCIENCE AND
TECHNOLOGY, v. 84, p. 1623-1634, 2021. Qualis A1

Artigo principal da tese, abrangendo todos os ensaios de toxicidade cronica com

0S quatro antivirais.

2. Apresentacdo de poster no XV Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia em
Aracaju/2018:

» ALMEIDA, L. C.; FELIX, L. C.; DINAMARCO, C. P. G.; FIGUEIREDO, N. G.;
BILA, D. M. Estudo dos efeitos ecotoxicolégicos do farmaco aciclovir em

raphidocelis subcapitata.

> Efeitos do triclosan no crescimento de microalgas raphidocelis
subcapitata (CAMILA PEREIRA GONSALEZ DINAMARCO, LUDMILA CUNHA DE
ALMEIDA, LOUISE CRUZ FELIZ, GABRIELY PESSANHA DE ARAUJO, DANIELE BILA)

3. Apresentagcdo de trabalho completo no 18° Simposio Luso-Brasileiro de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (SILUBESA) em Portugal/2018:

» Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina: incidéncia no
ambiente aquatico, ecotoxicidade e ozonizacdo para remocdo (CAMILA PEREIRA
GONSALEZ DINAMARCO, STELLA MELGACO DE OLIVEIRA PINTO, LOUISE DA
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CRUZ FELIX, LUDMILA CUNHA DE ALMEIDA, GABRIELLY PESSANHA DE ARAUJO
E DANIELE MAIA BILA)

4. Apresentacdo de trabalho completo no 19° Simpdsio Luso-Brasileiro de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (SILUBESA), 2021

» ALMEIDA, L. C.; MATTOS, A. C.; FIGUEIREDO, N. G.; BILA, D. M.
Antirretrovirais em ambientes aquaticos e aguas residuais: estudo da ocorréncia

e toxicidade crbnica.

» ALMEIDA, L. C.; MATTOS, A. C.; FIGUEIREDO, N. G.; BILA, D. M. Ensaio
de embriotoxicidade no controle da poluicdo aquética por farmacos: efeitos do

antirretroviral lamivudina.

5. Apresentacdo de painel na 452 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, em Macei6/2022:

» MATTOS, A. C.,; ROCHA, T. S.; CHIAPETTA, S. C.; SILVA, C. P,
FIGUEIREDO, N. G.; ALMEIDA, L. C., BILA. D.M. Avaliacdo da toxicidade e
desenvolvimento de método analitico para deteccao e quantificacdo de antivirais

em agua.
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ANEXO 1
PROTOCOLO DO ENSAIO DE EMBRIOTOXICIDADE
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1. Objetivo
Este protocolo visa estabelecer um método para avaliagdo da embriotoxicidade

com Daphnia sp. para contaminantes emergentes.

2. Vidrarias e equipamentos e reagentes utilizados
Todos os reagentes utilizados na realizacao do ensaio devem ser de grau analitico

P.A., todos os materiais utilizados no ensaio devem ser de vidro ou quimicamente inertes.

e Balanca analitica;

e Baldo volumétrico;

e Bécher de 1000 mL e 2000 mL;

¢ Incubadora com controlador de fotoperiodo e de temperatura;

e Medidor de condutividade (quando nao acoplado ao equipamento);
e Medidor de oxigénio dissolvido;

e Medidor de pH;

e Microscopio oOptico;

e Péra de succéo;

¢ Pinca metalica de ponta fina;

¢ Placas de petri 90x15 mm;

e Pipeta graduada;

¢ Pipeta volumétrica;

¢ Pipeta com diametro adequado para 0 manuseio dos organismos-teste;
e Proveta,

e Termobmetro.

3. Limpeza de material

As vidrarias utilizadas no cultivo dos organismos devem ser limpas com solucéo

de acido cloridrico 10%, detergente neutro, &gua de torneira e agua processada.



A vidraria utilizada com amostras deve ser limpa com detergente neutro, 4gua de
torneira, acetona, 4gua de torneira, solugdo de acido nitrico 10% ou solucao de &cido

cloridrico 10%. Para o processo de enxague, utilizar agua de torneira e agua processada.

4. Agua de diluicdo
A é&gua utilizada para diluicdo pode ser reconstituida ou natural, conforme os
requisitos da NBR 12.713 (ABNT, 2016).

5. Organismos-teste
Os organismos-teste sdao embrides de Daphnia, cultivadas nas condi¢bes

estabelecidas no item 3.3.1.

6. Método de ensaio

O preparo da amostra ira variar de acordo com as caracteristicas inerentes a elas.
No caso dos PFCPs, verificar a solubilidade deles com a 4gua de diluicdo e se ha ou ndo
a necessidade de uso de um solvente.

Fémeas prenhes sdo selecionadas das culturas e examinadas microscopicamente
quanto ao nivel de desenvolvimento dos embrides que precisam estar nos estagios 1-2
(ver Figura 16). Os embrides nesses estagios ndo apresentam nenhuma diferenciacao
celular.

Para a remocéo dos embrides aplica-se uma leve presséao na regido posterior da
camara de incubagdo com uma pinga metalica com ponta fina. Os embrifes extrudados
foram coletados e agrupados em um bécher de 50 mL contendo agua de cultivo.

Os ensaios foram realizados em placas de petri 90x15 mm contendo 20 mL da
solucéo-teste ou 20 mL da agua de diluicao (controle). Em cada placa 10 embrides séo
expostos aleatoriamente. O ensaio é realizado com 5 concentragdes-teste mais o
controle e € mantido em uma incubadora a 20 + 1 °C com fotoperiodo de 16 h de luz.

O ensaio possui duracdo de 96 horas e a cada 24 horas, os embrides sao

inspecionados sob um microscépio oOptico, onde todos sédo diariamente fotogrados e
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anotacOes sdo feitas com a finalidade de registrar toda a mortalidade e quaisquer
anormalidades no desenvolvimento.

As principais anormalidades morfolégicas sao: interrupcdo do desenvolvimento
embrionario, anomalias nas antenas, espinho caudal, olho composto e carapaca.

N&o foi realizado renovacao da solucdo-teste durante o periodo do ensaio.

Apbs o periodo de 96 horas avaliagdo do resultado € considerado valido se, no
término do periodo de ensaio, a porcentagem das anormalidades dos organismos no

controle for inferior ou igual a 10%.
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Abstract

Antiviral drugs are a class of medications used for treating viral infections. Due to their
widespread use, especially in cases of pandemics and limited human metabolism,
antivirals have been detected in multiple environmental matrices. This study aims to
evaluate the chronic effects of acyclovir, efavirenz, lamivudine and zidovudine using
Ceriodaphnia dubia and Raphidocelis subcapitata. The results with R. subcapitata
showed the following toxicities: zidovudine (ICso = 5.442 mg L) < acyclovir (ICso = 3.612
mg L) < lamivudine (ICso = 3.013 mg L) < efavirenz (ICso = 0.034 mg L?). Results of
chronic bioassay with C. dubia demonstrated that zidovudine is the least toxic (ECso =
5.671 mg L1), followed by acyclovir (ECso = 3.062 mg Lt), lamivudine (ECso = 1.345 mg
L -1) and efavirenz (ECso = 0.026 mg L™'). Both species have been shown to be sensitive
to efavirenz. A risk quotient (RQ) was calculated, and efavirenz had an RQ greater than
1 for both species, and lamivudine had an RQ greater than 1 for C. dubia, representing a
high ecological risk for these organisms. Antivirals pose a significant environmental risk
to aquatic organisms and should be taken into consideration in future monitoring of water
sources.

Keywords
Antivirals, Ceriodaphnia dubia, chronic assays, ecotoxicity, environmental risk,
Raphidocelis subcapitata
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INTRODUCTION

Antiviral drugs have only recently been recognized as emerging contaminants, and
conventional wastewater treatment plants (WWTPSs) are not designed to remove them
efficiently (Prasse et al. 2010; Ngumba et al. 2016; Nannou et al. 2020). Therefore,
WWTPs play an important role as pollution source of antivirals in the environment. The
physicochemical characteristics of antivirals (water solubility, molecular weight, chemical
structure, volatility, and polarity) vary widely; therefore, there is a possibility that they
would show recalcitrance in wastewater treatment (Jain et al. 2013; Evgenidou et al.
2015; Schoeman et al. 2017). Despite advances in water treatment technologies,
effluents remain an important source of antiviral load due to low removal efficiencies
(Funke et al. 2016).

The consumption of antivirals has been increasing due to infections and viral
pandemics worldwide. Antiviral drugs are a group of pharmacologically active compounds
used for treating viral infections, including herpes, hepatitis, human immunodeficiency
virus (HIV) and influenza (De Clercq 2004). Despite their importance in treating a variety
of diseases, the occurrence and fate of antiviral drugs in the urban water cycle have been
less investigated than those of other pharmaceutical products, such as antibiotics,
analgesics or antihypertensives (Evgenidou et al. 2015; Dong et al. 2016). These are
discharged in effluents from production facilities and, after therapeutic use, through
human excretion or direct discharge (Jain et al. 2013). Consequently, several antivirals
have been detected in environmental matrices (Funke et al. 2016; Abafe et al. 2018;
Mosekiemang et al. 2019); however, they are not always systematically monitored, and
ecotoxicological effects remain unknown.

Acyclovir (ACV) is one of the oldest and most widely used antiviral drugs to treat
infections caused by the herpesvirus family, including herpes simplex virus (HSV) types
1 and 2, Varicella zoster virus (VZ), Epstein Barr virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV)
(De Clercq 2004). It is prescribed for patients with weakened immune systems to control
pathologies such as viral conjunctivitis (Bryan-Marrugo et al. 2015). It was found the ACV,
of which 45-75% is excreted by patients as unchanged compound (Vergin et al. 1995).
Thus, ACV, like other pharmaceuticals, finds its way into the environment through
wastewater collection systems (Hernando et al. 2006). Efavirenz (EFV) is a
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nonnucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) that has been widely
used to treat mutant strains of HIV-1 since 1998 and is the third most commonly used
antiretroviral by HIV-positive people worldwide (Larru et al. 2014). According to Eckhardt
& Gulick (2017), 16—61% of EFV is eliminated in faeces (primarily as parent drug) and
14-34% in urine (primarily as metabolite). Lamivudine (3TC) is a nucleoside analogue
reverse transcriptase inhibitor, that interferes with the reverse transcriptase (RT) activity
of a virus, causing pro-viral DNA chain termination (De Clercq 2004). Lamivudine is
largely excreted in the urine (approximately 70%) as an unchanged drug (FDA 2017).
Zidovudine, also known as azidothymidine (AZT), was approved in 1987, making it the
first antiretroviral drug approved. AZT is a nucleoside analogue reverse transcriptase
inhibitor class that inhibits the activity of reverse transcriptase enzymes, stopping viral
replication of HIV (De Clercq 2004). AZT is excreted in urine as a primary metabolite
(45%) and as an unchanged drug (29%) (FDA 2008).

Acyclovir is the most investigated drug in many countries (Prasse et al. 2010;
Bradley et al. 2014; Azuma et al. 2016). The highest concentration of ACV in surface
waters was measured in the United States at 1,410 ng L (Bradley et al. 2014). The
concentration levels of EFV indicate that it is a recalcitrant antiviral drug (Schoeman et
al. 2017); the drug has a high volume of production and is likely to be persistent and/or
bioaccumulative (Howard & Muir 2011). EFV was detected in effluents at concentrations
of 17.4 to 34 ug L (Schoeman et al. 2015; Abafe et al. 2018) and in surface waters at a
maximum concentration of 2.45 ug L* (Mtolo et al. 2019). Some studies have quantified
lamivudine in surface waters at concentrations ranging from 11.5 ng Lt to 167 ug L in
Kenya (K'oreje et al. 2016; Ngumba et al. 2016), and in effluent at concentrations ranging
from 22 ng L' to 31 ug L (K'oreje et al. 2016; Ngumba et al. 2016). Abafe et al. (2018)
found concentrations of zidovudine in wastewater influent and effluents to be as high as
53 pyg Lt and 500 ng L, respectively. In surface waters, AZT was detected at
concentrations up to 17 ug L in Kenya (K'oreje et al. 2016), and Prasse et al. (2010)
detected AZT at concentrations up to 170 ng L in Germany.

Some antivirals are bioactive and highly persistent in aquatic environments, and
they may negatively affect nontarget organisms (Jain et al. 2013). Antivirals can be toxic
and represent one of the most hazardous pharmaceuticals towards algae, daphnia and
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fish (Sanderson et al. 2004). Antiviral drugs released to the environment are of concern
due to potential long-term effects on wildlife and viral resistance development (Nannou et
al. 2020). Currently, very few studies have been published on their toxicity in aquatic
organisms, requiring further investigation.

Raphidocelis subcapitata and Ceriodaphnia dubia are important organisms in
aguatic ecosystems. Microalgae play an important role in maintaining the balance of
water bodies and have been frequently used in ecotoxicological bioassays because they
are important for assessing the toxicity of organic and inorganic compounds (Cho et al.
2008; Zhang et al. 2015). Numerous studies have utilized microalgae due to their
ecological significance, easy cultivation, rapid response and high sensitivity to various
environmental contaminants (Petsas & Vagi 2017). Ceriodaphnia dubia belongs to the
cladocerans, a group of zooplankton that are broadly distributed in tropical areas,
although it is also found in some temperate habitats (Jaikumar et al. 2018). These
organisms play an important role in the food chains of freshwater habitats worldwide and
can be used in a kind of standardized test (Thaysen et al. 2018).

In the present study, we aimed to perform an environmental risk assessment and
assess the chronic effects of four antivirals using two species of aquatic organisms, the
cladoceran Ceriodaphnia dubia and the green alga Raphidocelis subcapitata. The
selected compounds, acyclovir, efavirenz, lamivudine and zidovudine, are representative
of the class of antivirals and were chosen based on their increasing consumption
worldwide and lack of ecotoxicological data. Finally, after assessing the environmental
risk based on EMA (2006), the risk quotient (RQ) of each drug was estimated, which will
contribute to the knowledge of the environmental risks associated with these antivirals.

METHODS

Chemicals

Acyclovir and lamivudine were purchased from Sigma Aldrich (purity: 94.9% and
96%, respectively), efavirenz and zidovudine were purchased from the National Institute
for Quality Control in Health - INCQS, Fiocruz (purity: 99.6% and 99.4%, respectively).

152



Table 1 presents the physicochemical properties of antiviral drugs, their structure, and
molecular weight.

Stock solutions of each drug were prepared separately in culture media specific to
each organism, stirred for 30 minutes after preparation, for complete solubilization of the
compounds. It was used the concentrations of 20 mg L for acyclovir, lamivudine and
zidovudine and 1 mg L™ for efavirenz. Efavirenz stock solution (1 mg L) was prepared
by dissolving the compound in 0.1% methanol, v/v. This procedure was necessary due to

the low solubility of this drug in water.

Raphidocelis subcapitata cultures

The green alga strain Raphidocelis subcapitata was obtained from the Culture
Collection of Sanitary Engineering Laboratory of University of the State of Rio de Janeiro.
The algae were cultured in 2000 ml flasks with approximately 500 mL of medium prepared
according to NBR 12648 (ABNT, 2018). The cultures were maintained in the lab by re-

inoculating in sterilized flasks with freshly prepared medium at once a week.

Chronic bioassay with Raphidocelis subcapitata

Algal growth inhibition tests were performed in accordance with the procedure
described by NBR 12648 (ABNT, 2018) using freshwater algae Raphidocelis subcapitata
in exponential growth phase.

Erlemeyers flasks with capacity of 150 mL filled with 50 mL of test solution or
contaminant-free culture medium (control) were used. In the case of Efavirenz, it was
necessary to add a solvent control (culture medium + methanol) with a nominal
concentration of 0.1% methanol (v/v).

After 96 hours of cultivation the cell density was determined by counting cells in an
improved Neubauer hemocytometer using an optical microscope (Eclipse E200, Nikon).
After exposure and counting the number of cells in the Neubauer chamber, the percent
inhibition of growth rate was calculated by comparing each treatment group with the

control, using Equation 1:
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%lr = pe - K/ pe X 100 (1)

Where:

% Ir: percent inhibition in average specific growth rate

Hc: mean value for average specific growth rate () in the control group
pt: average specific growth rate for the treatment replicate.

Initially, a preliminary test was performed with the drugs to determine the
concentration range that cause sublethal effects. For each drug, three independent trials
were performed, all in triplicate with exposure of the microalgae in five concentrations of
acyclovir (1.25; 2.5; 5; 10 and 20 mg L), six concentrations of efavirenz (0.008; 0.016;
0.031; 0.062; 0.125 and 0.25 mg L), five concentrations of lamivudine (1.25; 2.5; 5; 10
and 20 mg L) and five concentrations of zidovudine (1.25; 2.5; 5; 10 and 20 mg L™).
Negative control maintained with LC Oligo culture medium and the positive control
prepared with potassium chloride (KCI) were used in the concentrations of 20, 10, 5, 2.5
gL

The algal growth inhibition at each test concentration was calculated from the
average percentage of cell growth inhibition (% Ir) of each drug compared with the control

which do not contain acyclovir, efavirenz, lamivudine or zidovudine.

Ceriodaphnia dubia cultures

Group cultures constituted by 30 adults were maintained in reconstituted water with pH
7.2 - 7.6 and hardness between 44 - 47 mg CaCOz L' in a 1 L glass. Cultures were
incubated under controlled conditions of temperature (252 °C) and photoperiod (16 hL:8
hD). Total change of the culture water was carried out three times a week, avoiding
temperature differences greater than 2 °C. The newly born neonates were removed and
counted every day. These microcrustaceans were fed daily with a suspension of the
chlorophyll algae R. subcapitata cultured in CHU-12 medium (10° cells ml't). A food
supplement constituted of a yeast suspension (0.5%) and fermented fish food (0.5%) was
added (1 ml L") as recommended by NBR 13373 (ABNT, 2017).
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Chronic bioassay with Ceriodaphnia dubia

Chronic bioassay with C. dubia was conducted following general
recommendations by NBR 13373 (ABNT, 2017) and lasted for 8 days. Experiments
initiate with neonates aged between 6 and 24 hours of life. Three independent
experiments were performed for the studied antivirals. Each test consisted of 5
concentrations, the control group with 10 replicates per concentration and 1 test organism
in each replicate. Test organisms were kept in tubes with 10 mL of the test solution or 10
mL of reconstituted water (control). Hardness, pH, and oxygen were monitored every total
change.

Acyclovir tests were perfomed with the following solutions (20; 10; 5; 2.5 and 1.25
mg L), Efavirenz (0.5; 0.25; 0.125; 0.062 and 0.031 mg L™%), Lamivudine (10; 5; 2.5; 1.25
and 0.625 mg L) and Zidovudine (20; 10; 5; 2.5 and 1.25 mg L) Control solution, 30
replicates, was prepared with culture water, free of drugs.

During 8 days, the organisms were checked daily for mortality and the offspring
were counted and removed from the test tube. The biological parameter evaluated was

the number of neonates.

Environmental Risk Assessment

Environmental risk assessment of acyclovir, efavirenz, lamivudine and zidovudine
were based on the regulatory scope of the European Medicines Agency (EMEA, 2006)
and Zhao et al. (2010). The values of Risk Quotients (RQs) for aquatic organisms were
calculated from the measured environmental concentration (MEC) in surface waters and
the predicted no-effect concentration (PNEC) (obtained from the battery of bioassays
performed in the present study). PNEC is calculated by applying an assessment factor
(AF) of 10 to the ECso (50% effective concentration) or NOEC (No Observed Effect
Concentration) value of aquatic species (Equation 2). AF is an expression of the degree
of uncertainty in the extrapolation of a limited number of species to complex ecosystems
in the real environment and is responsible for intra and interspecies variations in

sensitivity, and laboratory data for extrapolation of impact in the field (EMEA, 2006).

PNEC = NOEC ou ECs0/10 (2)
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RQ values for aquatic organisms were established based on the ratio between the
measured environmental concentrations (MEC) (in the present study, the MEC was
obtained from data in the literature) and PNEC whose data were obtained from the battery

of bioassays performed in the present study (Equation 3).

RQ = MEC/PNEC 3)

From the resulting RQ, it is possible to assess the risk that each drug presents for each
aguatic organism analysed. A risk classification criterion used by Hernando et al. (2006)
was applied: RQ < 0.1 indicated minimum risk, 0.1< RQ< 1 indicated intermediate risk,

and RQ > 1 indicated high environmental risk

Data analysis

All the compounds were tested 3 times (three independent assays). EC50 and IC50
values were determined as the estimated concentrations at which 50% of the
reproduction of C. dubia was affected and the growth of the algal population was inhibited
by 50%, respectively, as determined in GraphPad Prism® software version 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego California USA, 2007) using nonlinear regression
with a 95% confidence interval. All results are expressed as the mean + standard
deviation of three experiments performed alone with 10 replicates per concentration in
the case of C. dubia and 3 replicates per concentration for R. subcapitata. The results
were analysed with GraphPad 5.0 software using analysis of variance (ANOVA) and the
Dunnett test for comparisons of means in relation to the control. P values equal to or less

than 0.05 were considered statistically significant.
RESULTS AND DISCUSSION
Chronic assay with Raphidocelis subcapitata

The IC50 and NOEC values of each antiviral for R. subcapitata are shown in Table

2. The values represent the average of three independent experiments. From these IC50
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results, it was found that the chronic R. subcapitata toxicity of the antivirals decreased in
the order of EFV > 3TC > ACV > ZDV. The most toxic antiviral for the algae was efavirenz,
with NOEC and IC50 values of 0.008 mg Lt and 0.034 mg L1, respectively.

Chronic toxicity tests (96 h) showed that all compounds had concentrations that
significantly inhibited the growth rate of R. subcapitata except zidovudine, for which a
significant increase in the microalga was found at a concentration of 1.25 mg L%,
indicating a hormesis effect (Figure 1(d)). In the microalgae test shown in Figure 1(a),
acyclovir significantly inhibited the growth of the alga at concentrations of 2.5 to 20 mg L-
1 compared to that in the control group (p < 0.05). For efavirenz, significant growth
inhibition (p < 0.05) was observed in R. subcapitata populations exposed to
concentrations of 0.016 to 0.25 mg L (Figure 1(b)), and lamivudine at concentrations of
2.5 at 20 mg L significantly inhibited (p < 0.05) microalgal growth (Figure 1(c)). The
dose-response curves generated in the growth inhibition assay from the experimental

results are shown in Figure 1.

Chronic assay with Ceriodaphnia dubia

The results of short-term chronic exposure tests for Ceriodaphnia dubia presented
in Table 3 show variation in toxicity among the antivirals, with the following order based
on the EC50: zidovudine < acyclovir < lamivudine < efavirenz. The most toxic antiviral for
C. dubia was efavirenz, with NOEC and EC50 values of 0.016 mg L* and 0.026 mg L,
respectively.

The results of the chronic toxicity tests showed that the tested concentrations of
acyclovir, efavirenz and lamivudine caused a reduction in the fertility of females. However,
synergistic effects at concentrations of 1.25 and 2.5 mg L' AZT were also observed
(Figure 2(d)). Acyclovir caused a significant fertility decrease in females of C. dubia
exposed to concentrations of 2.5 to 20 mg L' when compared to the control group
according to the Dunnett test (p < 0.05) (Figure 2(a)). A significant decrease in fertility (p
< 0.05) was observed in the test organisms exposed to efavirenz concentrations of 0.031
to 0.25 mg L, which proved to have a high level of toxicity (Figure 2(b)). For lamivudine,

a significant reduction in neonates (p < 0.05) was observed at concentrations from 1.25
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to 10 mg L (Figure 2(c)). Ecotoxicological tests performed using R. subcapitata and C.
dubia for the antivirals ACY, AZT and 3TC yielded EC50 values between 1 and 10 mg L-
!, indicating that these antivirals can be classified as ‘toxic’ based on the 93/67/EEC
directive on risk assessment (EC 1996). EFV showed an EC50 < 1 mg L* and was thus
classified as ‘very toxic’. Based on ecotoxicity values obtained by chronic exposure
assays, the compounds were classified as established by the Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (UN 2015) as follows: ACY,
AZT and 3TC were toxic and EFV was highly toxic for both species.

Chronic values (ChVs) of acyclovir predicted by ECOSAR were estimated at 3.89
mg L for fish, 2.04 mg L for water fleas and 3.62 mg L for microalgae. According to
Mayo-Bean et al. (2011), the ChV is defined as the geometric average Q4 of the no
observed effect concentration (NOEC) and the lowest observed effect concentration
(LOEC). The chronic value found in this study for the ACV test for C. dubia and R.
subcapitata was 1.76 mg L1, showing similarity with the data presented in ECOSAR. The
ECOSAR program predicts the acute toxicity of acyclovir, and the LC50 for fish and
Daphnia was estimated to be 1.76x10% and 69.2 mg L, respectively. These values are
higher than the threshold for chronic toxicity because the tests are acute, generally
exposing the organism during a short period of its life cycle, and criteria such as lethality
or immobility are observed. The environmental relevance of laboratory chronic toxicity
data is important to consider when interpreting the potential for antivirals to negatively
affect aquatic ecosystems. Based on the experimental results presented in this study, the
concentrations tested were high, analogous to aquatic environments with a high load of
antivirals, such as those observed in densely populated regions with many HIV-positive
individuals, poor sanitation systems and drinking water treatment, and low rates of
precipitation, which would otherwise dilute the antivirals when entering water bodies
(Nannou et al. 2020).

The molecular structure of compounds and their dissociated forms at different pH
values can influence their bioavailability in the absorption process and toxicity to
organisms (National Research Council 2014). Water pH is an important environmental
factor that limits species distributions in aquatic habitats (Schwanke 2013). The ionization

state is controlled by the pH of the solution and by the acid-dissociation constants (i.e.,
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pKa values) (Babicet al. 2007). Based on the pKa values of acyclovir (3.02 and 11.98),
zidovudine (3 and 9.96), lamivudine (0.16 and 14.29) and efavirenz (1.5 and 12.52), at a
pH of approximately 7, the ACV, EFV and 3TC antivirals are mostly (above 99%) in their
neutral form, while AZT is predominantly in its cationic form (Table 1). These different
chemical species (cationic, neutral or anionic) generally have very different properties,
such as water solubility, volatility, UV absorption and reactivity with chemical oxidants
(Babicet al. 2007).

In this study, the increase in the number of neonates per female of C. dubia and
the hormesis effect on microalgae exposed to low concentrations may have been caused
by the presence of nitrogen in the zidovudine molecule. The toxicity test was carried out
at pH values ranging from 7.2 to 7.6. Under this condition, the predominant species of the
AZT molecule is represented in Table 1 with positive and negative charges on the final
nitrogen of the chain, facilitating nitrogen fixation by algae and some animals that use it
as an energy source (Boyd 2015). According to Babicet al. (2007), the ionized form is
generally more soluble in water, while the neutral form is more lipophilic and has greater
membrane permeability.

The data obtained in the chronic toxicity tests in this study with C. dubia showed
that ZDV causes a reduction in fertility in females by 10 and 20 mg L1 and high growth
inhibition in R. subcapitata at the high concentrations tested (5, 10 and 20 mg L™1).
However, stimulating effects (hormesis) of ARV have also been observed. In this study,
the hormesis effect was verified in the test with microalgae at a concentration of 1.25 mg
L1, which represents 33.15% stimulation in relation to the control. This unusual but
apparently beneficial effect observed at low doses has been previously reported for some
bioindicators, such as microcrustaceans (Stanley et al. 2013), plants and algae
(Cedergreen et al. 2007), in the presence of organic nitrogen compounds. Russo et al.
(2017) examined the ecotoxicity of treated and untreated solutions of zidovudine, and
Raphidocelis subcapitata showed a hormetic effect for stavudine and zidovudine when
treated with solutions at various UV245 doses after dilution from 1:10 to 1:100. In addition
to having a hormesis effect, AZT is known to be a cytostatic drug and can interfere with
important physiological functions in nontarget organisms, causing molecular damage.

The mechanism of action occurs through the (i) inhibition of nucleotides or DNA synthesis
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(Garcia-Canton et al. 2013) and (ii) induction of mutations, micronuclei and genotoxicity
(Von Tungeln et al. 2002). The genotoxicity of AZT was demonstrated by Onwuamah et
al. (2014) using Allium cepa roots, in which the authors identified effects such as inhibition
of root growth at high concentrations, changes in mitosis and the induction of
chromosomal aberrations.

ECOSAR software estimated chronic values of EFV of 0.13 mg L™ for fish, 0.14
mg L for water fleas and 0.68 mg L for microalgae. The chronic value calculated for
the data collected in this research was 0.022 mg L for C. dubia and 0.01 mg L™ for the
microalga R. subcapitata. The results obtained in this study for C. dubia (EC50: 0.026 mg
L-1) and for R. subcapitata (IC50: 0.034 mg L) using efavirenz show that this antiviral
was the most toxic for both species, suggesting that environmental concentrations can
affect the exposed biota. The high growth inhibition of R. subcapitata and the toxic effect
on the reproduction of C. dubia by the drug EFV are worrying since they can affect the
life cycle of these species and aquatic life at higher trophic levels. Increased resistance
or toxicity in aquatic organisms presumably depends on the mode of action of the
compounds (Dietrich et al. 2010). Studies have shown that EFV has mitotoxic action,
meaning that it can interfere with the mitochondria of nontarget organisms, such as C.
dubia and R. subcapitata. The drug triggers mitochondrial dysfunction characterized by
direct inhibition of complex | of the electron transport chain, a decrease in the
consumption of Oz, an increase in the production of reactive oxygen species (ROS) and
a decrease in the potential of the mitochondrial membrane (Funes et al. 2014; Apostolova
et al. 2017). In addition to its mitotoxicity, studies have shown that EFV exposure can
cause liver damage. Robson et al. (2017) investigated the exposure (96 h) of the fish
Oreochromis mossambicus to an EFV concentration of 20.6 ng L and found liver
damage and a general decline in the health of this species, indicating the importance of
monitoring efavirenz. These results reinforce the need for more studies on the
mechanisms of action of EFV to obtain more sensitive responses.

Unfortunately, no studies have revealed how lamivudine acts on the biochemical
and physiological functions of cladocerans and microalgae. Nevertheless, some
information about how 3TC could act in other organisms is available. Studies on somatic

cells of Drosophila melanogaster have shown that 3TC induces mutagenic and
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recombinogenic effects, causing genomic instability and loss of heterozygosity. These
genetic changes play a primary role in carcinogenesis and are involved in secondary and
subsequent stages of carcinogenesis, by which recessive oncogenic mutations are
revealed (Franchi et al. 2009). Bayram & Topaktas (2008) classified lamivudine as a weak
inducer of exchange between sister chromatids, chromosomal aberrations and the
presence of micronuclei in peripheral human lymphocytes in vitro.

The sensitivity was different among the test organisms for the investigated
compounds: C. dubia was the most sensitive species to three antivirals (ACV, EFV and
3TC). R. subcapitata was more sensitive to AZT. This observation suggests that a battery
of bioassays using test organisms belonging to various taxonomic groups and
representative of various levels of the food chain is necessary to assess the ecotoxicity

of substances (Baran & Tarnawski 2013).

Environmental Risk Assessment (ERA)

Table 4 presents the worst-case scenario by using maximum MECs in the
calculation of RQs for antivirals. Using the RQ classification in Hernando et al. (2006),
the value for efavirenz in the Msunduzi River in South Africa was > 1, indicating that it
poses a potential risk to both aquatic organisms tested in this study. These high RQ
values are the result of high concentrations of EFV found in South African rivers and high
toxicity of the drug. Risk quotients are calculated to help define the severity of the problem
in future risk assessment efforts, determining which environmental components are
potentially exposed to toxic concentrations of antivirals. According to this study, it is
evident that R. subcapitata and C. dubia are very susceptible to environmental exposure
to efavirenz. The predicted RQ for lamivudine in the Ngong River in Kenya for C. dubia
was 2.69 (Table 4), indicating a high risk for this species, which is an important cladoceran
and biological indicator of freshwater, and a medium risk for the microalga R. subcapitata.
The risk assessment for acyclovir and zidovudine yielded RQ values ,1, indicating a low
risk for the species studied. A chronic ecotoxicity experiment performed using the antiviral
pharmaceuticals ganciclovir (GCV) and valganciclovir (VGCV) with Raphidocelis
subcapitata and Daphnia magna as test organisms did not reveal persistence or

bioaccumulation (Straub 2017). In the same study, a comparison between predicted
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environmental concentrations (PECs) and predicted noeffect concentrations (PNECS)
showed no significant risks for treated wastewater, surface water, groundwater or
sediment; in addition, potential risks to (semi)aquatic top predators or to human
consumers of water and fish were exceedingly low.

Water scarcity conditions have particularly affected highly populated areas in
recent years (Fernandez-Lépez et al. 2021). Therefore, increasingly reused water as a
supplementary source of water to rivers should be considered. Risk assessment of
emerging contaminants primarily focuses on their toxicity to aquatic organisms such as
fish, algae and daphnia. It is urgent to assess the risks to human health associated with
the various pharmaceutical products detected in reused water (Lin et al. 2020). Studies
show that these compounds can be toxic, and the risk to humans cannot be considered

negligible (Prosser and Sibley, 2015).

CONCLUSIONS

The results of the present study confirmed that one of the most commonly used
antiviral drugs, efavirenz, is highly toxic to two aquatic organisms, with an EC50 value of
26 ug L for C. dubia and an IC50 value of 34 ug L* for R. subcapitata, which are
environmentally relevant concentrations. The RQs of efavirenz for both organisms and
lamivudine for C. dubia exceeded 1, indicating a high ecological risk, whereas ACV, 3TC
and ZDV could not have direct significant impacts on algae and cladocerans due to their
lower toxicity. According to EU Directive 93/67/EEC, ACV, 3TC and AZT were classified
as toxic, whereas EFV was a very toxic substance. Based on the results, we suggest
monitoring efavirenz, as it poses a significant risk to aquatic organisms, and emphasize
the need for testing with other aquatic species, soils and sediments, in order to expand

the ecotoxicology spectrum
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Chemical Predominant species Kaa Log
a
Structure atpH7 P Kow?
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Solubility in
Water (mg mL™1)°

Acyclovir
CsH11N503
225.20
59277-89-3

Efavirenz
C14HoCIF3NO2
315.67
154598-52-4

Lamivudine
CsH11N303S
229.26
134678-17-4

Zidovudine
C10H13Ns04
267.2
30516-87-1

O O

HN N
/:kirf 3.02;

HNT N HNT N
-1

? ? 11.98

OH OH

-1.5;
12.52

4.46

) O%’N\ . OyN -0.16; 11
Ho/"'"gj N o OJNJ Taaze
S

9.08

0.00855

2.76

16,3

Table 1. Substances, Chemical Structures, Predominant species at pH 7,

Molecular Weight, CAS Number, Chemical Structure, pKa, log Kow and Solubility in

Water.

a8Data from ChemAXxon.
bData from VCCLAB
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R. subcapitata

ICso0 NOEC LOEC
Antivirals (mg LY (mg LY (mg L)
, 3.612
Acyclovir 1.25 2.5

(3.249-4.016)

. 0.034
Efavirenz 0.008 0.016
(0.031-0.038)

Lamivudine 3.013 1.25 25
(2.753-3.297)
. _ 5.442
Zidovudine Nd Nd

(4.969-5.962)

Table 2. Chronic toxicity of antivirals to R. subcapitata

ICso: Inhibitory Concentration; NOEC: No Observed Effect Concentration; LOEC: Lowest
Observed Effect Concentration; 95% confidence intervals are in parentheses; Nd: Not

determined
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Figure 1. Growth inhibition of R. subcapitata algae exposed to the drugs acyclovir,
efavirenz, lamivudine and zidovudine. The data represent mean 95% confidence
intervals, presented as response curves of the logarithmic concentration of growth
inhibition rate after 72 h of exposure. Significant differences compared to the control are

marked with a * symbol (p <0:05).



ECso NOEC LOEC
Antivirals (mg L?) (mg L?) (mg L?)
_ 3.062
Acyclovir 1.25 2.5

(2.529 -3.707)

0.026

Efavirenz 0.016 0.031
(0.024-0.027)

1.345

Lamivudine (1.242-1.456) 0.625 1.25
5.671

Zidovudine Nd Nd

(5.370-5.989)

Table 3. Chronic toxicity of antivirals to C. dubia.

ECso0: 50% effective Concentration; NOEC: No Observed Effect Concentration; LOEC:

Lowest Observed Effect Concentration; 95% confidence intervals are in parentheses; Nd:

Not determined
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Figure 2. Reproductive responses of C. dubia exposed for 8 days to acyclovir, efavirenz,
lamivudine and zidovudine. The error bars correspond to the standard error and the

asterisk represents statistically different (Dunnett's test, p < 0.05) in relation to the control

group.
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Figure 3. Sensitivity of test organisms to antivirals efavirenz, lamivudine, acyclovir and
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zidovudine.
MECsurface PNEC? RQ
. PNECa RQ
Antiviral Water R. R. _ _
) _ C. dubia C. dubia
(ng L-1) subcapitata subcapitata
. 0.125
Acyclovir 1410° 0.125 0.011 0.011
Efavirenz 2450¢ 0.00078 3.14 0.0015 1.63
Lamivudine 1671009 0.125 1.33 0.062 2.69
Zidovudine 174109 0.544 0.03 0.567 0.03

Table 4. Maximum measured environmental concentrations (MECs), predicted no-effects

concentrations (PNECs) and risk quotients (RQs) for each antiviral.
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aValue when dividing NOEC or ECso by an assessment factor of 10. For zidovudine, ECso
was used

PBRADLEY et al., 2014
°MTOLO et al., 2019
YK'OREJE et al., 2016





