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RESUMO

Vérios trabalhos publicados na literatura especializada mencionam a presenca de farmacos em matrizes
ambientais tais como agua, solo e sedimentos, 0s quais sdo potencialmente prejudiciais a saide humana e de
animais de vida terrestre e aquatica. Algumas toneladas de medicamentos sdo produzidas por ano e aplicadas
na medicina humana e veterinaria. Geralmente, a producdo exata ndo é publicada na literatura. Varios
pesquisadores véem demonstrando a presenca destes farmacos e seus metabdlitos no ambiente aquatico em
varias partes do mundo, como Alemanha, Brasil, Canada, Holanda, Inglaterra, Italia, Suécia, Estados Unidos e
Reino Unido. Neste trabalho foram estudados o potencial de biodegradagdo de antiarritmicos (Atenolol,
Metropolol e Propanolol), antitérmico (diclofenaco de sodio) e antilipémico (fenofibrato), por grupos
bacterianos isolados do solo. As analises dos compostos foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e os resultados mostram que para o grupo dos antiarritmicos a biodegradacdo se deu em
valores menores que 10%. No caso do diclofenaco de sodio, cerca de 50% foi biodegradado, enquanto o
antilipémico foi reduzido apenas quando utilizada concentracdo de 250ug. Acima ou abaixo desta
concentracdo ndo houve degradacdo. Dentro das condicOes experimentas os farmacos estudados apresentaram
baixa remog¢ao ambiental, com grande potencial de acumula¢do no ambiente aquatico.

PALAVRAS-CHAVE: Farmacos, Biodegradacao, Bactérias do solo, CLAE.

INTRODUCAO

Os farmacos sdo desenvolvidos para ser persistentes, mantendo suas propriedades quimicas o bastante para
servir a um propdsito terapéutico. Porém, segundo MULROY 2001, 50% a 90% de uma dosagem do farmaco
sdo excretados inalterados e persistem no ambiente. De acordo com KUMMERER 2001, alguns grupos de
farmacos residuais merecem uma atencdo especial, dentre eles estdo os antibidticos pelo seu potencial de
desenvolvimento de bactérias resistentes e os estrogénios pelo seu potencial de afetar adversamente o sistema
reprodutivo de organismos aquaticos e terrestres. O efeito pode ser em qualquer nivel da hierarquia bioldgica:
célula — drgaos — organismo — populagdo — ecossistema. De acordo com JORGENSEN et al.1998, alguns
desses efeitos podem ser observados em concentragdes na ordem de pg/L ou ng/L.

Geralmente, os farmacos sdo absorvidos pelo organismo e estdo sujeitos a reagdes metabolicas. Entretanto,
uma quantidade significativa dessas substancias originais e seus metabdlitos sdo excretados na urina, fezes ou
esterco animal, sendo freglientemente encontrados no esgoto doméstico. De acordo com RICHARDSON et
al.1985, nas ETES hé trés destinos possiveis para qualquer farmaco individual: 1) pode ser biodegradavel; 2)
pode passar por algum processo metab6lico ou ser degradado parcialmente; 3) pode persistir. Pouco se
conhece sobre a exatiddo das rotas dos farmacos no ambiente, mas duas destas rotas sdo ponderadas, a
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contaminagcdo ambiental por meio de esgoto doméstico e atividades agricolas. Para a determinagdo de
farmacos, diferentes métodos analiticos sdo reportados na literatura sendo estes baseados na extracdo em fase
solida, em alguns casos derivatizacdo da substancia acida e subseqiiente determinacdo do derivado por
cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas (CG/EM) ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM).

No momento, um ponto critico neste tema é saber se existe um nivel elevado dessas substancias no ambiente,
que sejam suficientes para exercer efeitos adversos em seres vivos. Esta questdo estimula o desenvolvimento
de estudos de impacto ambiental causado por diferentes farmacos. Dados eco toxicol6gicos tém sido
levantados por pesquisadores, para se identificar farmacos que sdo potencialmente perigosos, porém, os dados
disponiveis na literatura sdo insuficientes. A ocorréncia desses farmacos residuais em aguas superficiais e de
subsolo demonstra a necessidade de estudos que determinem os efeitos toxicos desses farmacos ao ambiente.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de biodegradacdo de antiarritmicos (Atenolol, Metropolol e
Propanolol), antitérmico (diclofenaco de sodio) e antilipémico (fenofibrato), por bactérias isoladas do solo e
quantificar o processo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

MATERIAIS E METODOS

Sele¢do de farmacos para estudo de biodegradabilidade.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram selecionados farmacos comumente adquiridos pela populagéo,
baseado em informagdes colhidas em grandes drogarias da regido e segundo relatos cientificos de sua
persisténcia no ambiente. Os farmacos selecionados para este estudo foram: Diclofenaco (antiinflamatério);
Fenofibrato (anti-lipémico); Atenolol, Metoprolol e Propranolol (controle de pressao arterial). Todos o0s
compostos quimicos foram adquiridos tanto na forma comercial como seus principios ativos com pureza >90%
da Sigma.

Coleta das amostras de solo.

As amostras de solo foram coletadas nas proximidades do CPQBA/UNICAMP localizado no municipio de
Paulinia/SP (latitude sul 20° 487; longitude oeste 47° 07°; altitude 669m), classificado como “latosolo
vermelho eutroférrico tipico” com presenca de vegetais sendo feita a coleta das amostras proximas a rizosfera,
na camada superficial do solo (10 cm) objetivando maior possibilidade de se encontrar bactérias viaveis
capazes de promover a biodegradacdo dos farmacos. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
levadas para o laboratorio. Cerca de 100 g desse solo foi umedecido com agua destilada e disposto em estufa
bacterioldgica a 28°C, com auséncia de luz, por um periodo de 24 h. Apds este periodo o solo foi submetido a
enriguecimento através da adicao por aspersdo de meio de cultura liquido (MS) e caldo nutritivo Tabela 1 e 2
respectivamente.

Tabela 1. Meio de cultivo MS. Tabela 2. Caldo Nutritivo.
Composto Concentracao (g/L) Composto Concentracéo (g/L)
Nitrato de sodio (NaNQs) 3,0 Peptona 3,0
Mono Fosfato de Potéssio (KH,PO,) 1,0 Extrato de Malte 50
Sulfato de magnésio (MgSQ,) 0,5
Sulfato de ferro (FeSOy) 0,01
Cloreto de potassio (KCI) 0,5

Isolamento e identificacéo das coldnias metabolicamente ativas.

Amostras de solo de 10g foram diluidas em 100 mL de solugdo salina (0,85%), homogeneizadas e
centrifugadas a 10.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi diluido em série e utilizado para
plaqueamento (pour plate) em meio sélido (Agar nutritivo), seguido de incubacdo a 37°C por 24 h. Apos
crescimento, as col6nias morfologicamente diferentes foram isoladas e plaqueadas em meio sélido (Agar)
contendo os farmacos, adicionado de 25 mg/L de TTC (Cloreto de Trifenil Tetrazolium).
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Processo de biodegradacao acelerada.

A metodologia utilizada para a biodegradacéo acelerada dos farmacos foi baseada no trabalho de SILVA et al.
(2000) modificado, onde amostras de 10g de solos enriquecidos foram colocados em recipiente plastico com
capacidade de 50 mL sendo, a cada dois dias, umedecido com 3 mL de solucéo salina (0,85%) com diferentes
concentracdes de farmacos (Tabela 3). Este procedimento foi conduzido por um periodo de 30 dias com
isolamento sucessivo de cepas microbianas a cada 7 dias.

Tabela 3. Concentracdo de farmacos aplicados no solo para o processo de biodegradacdo acelerada.

Composto | Concentragdes (mg/mL)

Diclofenaco 1-05-0,25-0,125-0,062 — 0,0031 — 0,0015
Fenofibrato 5-25-1,23-0,0625-0,312 - 0,152 - 0,0781
Atenolol 1-0,5-0,25-0,125-0,0625 - 0,0312 — 0,0156
Metoprolol 2-1-05-0,25-0,125-0,0625 - 0,0312
Propranolol 16-08-04-02-0,1-0,05-0,025

Ensaio de biodegradacdo dos farmacos.

Os ensaios foram conduzidos utilizando um pré-indculo que foi submetido ao crescimento em meio minimo
contendo farmaco durante 48 h a 28°C sob agitacdo de 130 RPM. Apds esta etapa, 15 mL do pré-indculo
foram transferidos para um frasco de Erlenmeyer com 100 mL do referido meio e submetido as mesmas
condicgdes de desenvolvimento da etapa anterior por um periodo de 27 dias, com amostragem a cada 3 dias. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM 4°C por 20 min. O sobrenadante foi filtrado em membrana 0,22
um e estocado em freezer para a realizacdo das analises cromatogréficas.

Andlise da biodegradacéo dos farmacos.

As analises foram realizadas através de cromatografia liquida (CLAE). Os métodos empregados para a
realizagdo dos ensaios foram selecionados na literatura cientifica e/ou métodos padronizados para cada
composto quimico submetido a degradacdo. A Tabela 4 apresenta os métodos utilizados nas andlises
cromatograficas. Os ensaios para a quantificacdo do consumo dos farmacos pelos organismos isolados foram
realizados no Laboratério de Instrumentacéo (Linst) do CPQBA/UNICAMP.

Tabela 4 - Métodos analiticos utilizados para a quantificacdo dos farmacos durante o processo de
biodegradacéo.

Farmaco Método Condigdes cromatograficas

Atenolol Método USP 29 (2006) Fase movel: 1,1g 1-heptasulfonato de sddio, 0,71g de fosfato de sodio
dibasico em 700 mL de agua Milli-Q, 2 mL de dibutilamina, acido
fosférico pH 3,0 e 300mL de metanol; Coluna C-18 Nova Pak (150 x 3,9
mm, 4 um);Fluxo 0,6 mL/min; Detector arranjo diodos (200 — 400 nm)
leitura em 226 nm.

Metropolol LISA et al, 2006 FM: 1 mL de hidroxitetrabutilamonia, acido acético pH 4 e agua Milli-Q,
para 1L; Coluna C-18 Nova Pak (150 x 3,9 mm, 4 pm) Fluxo 0,7
mL/min; Temperatura coluna 40°C; Detector arranjo diodo (200 — 400
nm) leitura em 226 nm.

Fenofibrato HERNANDO et al, 2004  FM: Agua Milli-Q e Acetonitrila, com gradiente. Coluna C-18 (150 mm
X 3-9 mm); Temperatura coluna 30°C; Fluxo 0,5 mL/min; Detector
arranjo diodo (200 — 400) leitura em 254 nm

Diclofenaco HILTON & THOMAS, FM: Metanol:Tampéo fosfato 0,01M pH 2,5 (70:30); Coluna C-18 (150

de sédio 2003 mm x 3-9 mm); Temperatura coluna 30°C; Fluxo 0,5 mL/min; Detector
arranjo diodo (200 — 400) leitura em 254 nm.

Resultados e Discusséao

Farmacos utilizados nos estudos de biodegradacéo.

Algumas caracteristicas sobre os farmacos utilizados no desenvolvimento deste trabalho podem ser
visualizadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Caracteristicas dos farmacos utilizados no processo de biodegradagao.
Composto CAS Utilizagdo Estrutura quimica Fator de
bioacumulacéo

Diclofenaco de  15307-86-5  Antiinflamat6rio ndo esterdide : -
sodio com acdo analgésica e .Jk]
antipirética. N
J

il
J A

Fenofibrato 49562-28-9 Antilipémico com agéo na 2,46
remocao de triglicérides e

colesterol do sangue P P |
g SN "

Atenolol 29122-68-7 Blogueador seletivo p- 0,5
adrenérgico, anti-arritimico e
agente simpatolitico

Metropolol 37350-58-6 blogueador ndo seletivo -
adrenergico, anti-arritimico e
agente simpatolitico

Propanolol 525-66-6 adrenergico B-antagonista, 1,33
agente ansiolitico agente A~

antiarritimico, agente anti- PN

hipertensivo e vasodilatador L NN

FBC>3,0 indica bioacumulacéo.

Isolamento e identificacdo das coldnias metabolicamente ativas.

O isolamento dos microrganismos do solo apresentou resultados satisfatorios, sendo obtido um ndmero de
coldnias a partir do mesmo. No decorrer do processo de enriquecimento foi observado um aumento
significativo no ndmero de col6nias presentes. A deteccdo de coldnias metabolicamente ativas foi feita através
do uso do TTC. Os resultados mostraram adaptacdo de alguns microrganismos isolados para os farmacos
estudados, embora o melhor desenvolvimento microbioldgico tenha ocorrido sobre diferentes concentracées.

As col6nias metabolicamente ativas foram purificadas e estdo sendo mantidas adequadamente para estudos
subsequentes e identificagéo.

Processo de biodegradacéo acelerada

Apds a adaptagdo dos microrganismos frente ao farmaco em estudo foi isolado um total de 27 col6nias
bacterianas metabolicamente ativas, indicando a capacidade destes microrganismos em se desenvolver na
presenca dos farmacos como Unica fonte de carbono. A Tabela 2 apresenta os resultados deste processo para
as concentracdes estudadas.
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Tabela 2. Crescimento dos microrganismos isolados frente a varias concentragdes de farmacos. O sinal +
representa tolerancia e o — sensibilidade a droga.

Composto Concentracao (mg/mL)

Metoprolol 2,0 1,0 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,3125 0,0156
Isolado 1 - - - - - - - -
Isolado 2 - - - - - - - -
Isolado 3 - - - - - - - -
Diclofenaco 1,0 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0031 0,0015 0,0008
Isolado 2 + + + + + - - -
Isolado 3 + + + + + + + +
Atenolol 1,0 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312 10,0156 0,008
Isolado 1 + + + + + + + +
Isolado 2 + + + + + + + +
Isolado 3 + + + + + + + +
Isolado 4 + + + + + + + +

Durante este processo nao foi observado crescimento satisfatorio dos isolados na presenca dos farmacos
metropolol, fenofibrato e propanolol, nas concentra¢fes estudadas. Foi realizado um novo ensaio com o
aumento das concentragdes destes farmacos e avaliado o desenvolvimento dos isolados. A Tabela 3 apresenta
estes resultados.

Tabela 3. Crescimento dos microrganismos isolados frente as varias concentragdes dos farmacos. O sinal +
representa tolerancia e o — sensibilidade a droga.

Composto Concentracdo (mg/mL)

Metoprolol 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
Isolado 1 + + + - - - -
Isolado 2 - + + + - - - -
Isolado 3 - + + - - - - -
Isolado 4 - + + + - - - -
Isolado 5 - + + + - - - -
Isolado 6 + + - - - - -

Isolado 7 - + + + + + + +
Fenofibrato 10 5 2,5 1,25

Isolado 1 - + - -

Propranolol 6,4 3,2 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1

Isolado 1 - + + + - - -

Isolado 2 + - - - - - -

Isolado 3 - - - - - - -

Como pode ser observado nas Tabelas 2 e 3, as colbnias bacterianas apresentam respostas diferentes de
desenvolvimento conforme a concentracdo utilizada e tipo de composto quimico. Isto indica que dentre os
grupos bacterianos estudados existe um estimulo enzimatico diferenciado para as concentragdes estudadas.

Ensaio de biodegradacdo dos farmacos.

Com base nos resultados observados na fase anterior foram realizados experimentos com duracdo de 10 dias,
nas condigBes experimentais anteriores.

Foram selecionadas para estes novos ensaios, cepas isoladas na presenca de cada grupo de farmaco testado. As
analises de biodegradagéo foram realizadas através de CLAE dentro do limite de deteccéo do equipamento.

Diclofenaco de so6dio

A curva de crescimento microbiano e biodegradacgdo do diclofenaco pelas cepas 2 e 3, selecionadas na etapa
anterior, podem ser visualizadas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 — Crescimento microbiano da cepa 2 (1pg/mL). Figura 2 — Crescimento microbiano da cepa 3 (1ug/mL).

As Figuras 1 e 2 mostram uma curva de crescimento bastante distinta para cada uma das cepas utilizadas. No
primeiro caso, podemos observar que durante a fase experimental os microrganismos apresentaram um rapido
crescimento durante todo o periodo testado, indicando uma boa adaptacdo desta cepa (2) na utilizacdo do
farmaco como fonte de carbono e energia com uma reducdo da concentracao inicial do farmaco de 63,8 %. A
curva de crescimento observada na Figura 2 (cepa 3) apresenta um processo inverso, onde esta apresenta um
lento decaimento durante o periodo testado com uma reducdo do farmaco de 46,74%. Os resultados indicam

que este composto apresenta um processo de biodegradacdo lento, podendo estar sendo acumulado no
ambiente aquatico.

Atenolol.

Nos testes realizados na etapa anterior o comportamento dos microrganismos 1 a 4 foram similares quanto a
utilizacdo do Atenolol como fonte de carbono. Neste ensaio foi selecionada apenas a cepa 1 para uma melhor
avaliacdo do processo. Os resultados podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3 — Crescimento microbiano da cepa 1 na presenca de Atenolol (1pg/mL).

O atenolol quando submetido ao processo de biodegradacgdo a uma concentracdo de 1 ug/mL utilizando a cepa
1 apresentou uma degradacdo de apenas 1%. Este resultado esta de acordo com o proposto através do modelo
de fugacidade desta molécula, onde segundo este modelo, o atenolol apresenta um processo de biodegradacéo
em plantas de tratamento de efluentes < 1%.

Os resultados indicam um grande potencial de acumulacdo desta substancia na matriz aquatica ambiental.

Fenofibrato

A curva de crescimento microbiano e biodegradacdo do Fenofibrato pela cepa 1, pode ser visualizada na
Figura 4.
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Figura 4. Crescimento microbiano da cepa 1 na presenca de fenofibrato (250ug/mL).

O fenofibrato apresentou um comportamento caracteristico, onde foi degradado apenas quando utilizada
concentracdo proximas a 250ug/mL. Os ensaios mostraram que o fenofibrato é rapidamente reduzido a uma
concentracdo proxima de 200ug/mL num periodo de 48 h, e abaixo desta concentragdo permanece constante
durante o periodo do ensaio (27 dias). Isso indica que este farmaco possivelmente apresente baixa remocao
ambiental com grande potencial de acumulagéo no ambiente aquético.

Os resultados estdo de acordo com o modelo de fugacidade desta molécula onde segundo as informaces
preditas o fenofibrato apresenta uma parcela de biodegradacdo em plantas de tratamento de efluentes < 1%.
Segundo este mesmo modelo, mais de 90% deste composto pode ser encontrado no sedimento devido a sua
baixa solubilidade.

Metropolol

A curva de crescimento microbiano e biodegradacdo do Metropolol pelas cepas 1 e 2, podem ser visualizadas
nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5 Crescimento microbiano da cepa 1 (60ug/mL) Figura 6. Crescimento microbiano da cepa 2 (40 ug/mL).

A Figura 5 apresenta os resultados do crescimento da cepa 2 e biodegradacdo do metropolol durante o periodo
do ensaio. Podemos observar que a cepa (2) teve um crescimento lento frente a este firmaco num periodo de 2
dias e apds este periodo apresentou um crescimento logaritmico. A biodegradacdo do metropolol neste caso foi
melhor do que a observada para a cepa 1. A biodegradacdo observada foi de 34,6%. Neste caso, as mesmas
observacdes referentes a cepa 1 sdo validas.

CONCLUSOES

Neste trabalho foi avaliado o fator de biodegradacdo de alguns farmacos por grupos bacterianos isolados do
solo. Os resultados indicam que todos os farmacos estudados mostraram ser parcialmente biodegradaveis, uma
vez que nenhum destes compostos foi totalmente reduzido durante o periodo experimental.
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Os medicamentos utilizados como antiarritmicos como Atenolol, Metropolol e Propanolol apresentaram
baixos niveis de degradacdo bioldgica, ficando este abaixo de 10%. O Diclofenaco de sddio utilizado como
antitérmico e antiinflamatorio apresentou uma degradacéo de 50% e o Fenofibrato, um medicamento utilizado
para o controle de obesidade foi reduzido apenas quando utilizada concentracdo de 250ug, acima ou abaixo
desta concentracdo ndo houve degradacéo.

Dentro das condi¢Bes experimentas os farmacos estudados apresentaram baixa remocdo ambiental, com
grande potencial de acumulagdo no ambiente aquético.
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