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RESUMO

A agua é essencial para a vida de todos os seres vivos e é o principal elemento que
constitui o nosso organismo. Com o aumento da necessidade de agua e da sua qualidade,
surgiram os sistemas de esgotos municipais e as Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
(ETARs). Estas necessitam de ter um forte controlo ao longo das diversas etapas de
tratamento, desde o afluente bruto ao efluente tratado.

Os farmacos sao amplamente consumidos em todo mundo. Estes sao, atualmente,
classificados como contaminantes emergentes no meio ambiente. Alguns estudos apontam
para que as aguas residuais sejam a principal via de contaminagao de farmacos do meio hidrico.
Ainda que sejam detetados em baixas quantidades, a sua presenga é motivo de preocupagao.
Tendo em conta que foram criados para causar efeitos biologicos, podem originar toxicidade
e, consequentemente, impacto ambiental.

A presenga de fairmacos no meio aquatico deve-se, sobretudo, ao elevado consumo
destes compostos por parte da populagiao, resultando, assim, na entrada continua de
medicamentos no meio ambiente. Uma vez que as ETARs nao removem a totalidade de
farmacos, foi criada a Diretiva 2013/39/EU, que determina monitorizagdes obrigatorias dos
principios ativos incluidos na “watch list”, onde se incluem alguns antibioticos.

Deste modo, o presente trabalho pretende avaliar a ocorréncia de farmacos em trés
tipos diferentes de amostras de aguas da regiao do Algarve: amostras de aguas residuais
tratadas, aguas da ribeira do Cadougo (jusante e montante) e aguas subterraneas. Os farmacos
selecionados para este estudo foram o anti-inflamatério diclofenac e os antibioticos
azitromicina, ciprofloxacina, ofloxacina, sulfametoxazol, sulfapiridina e trimetoprim. O
diclofenac foi o composto detetado em maiores concentragoes, tendo sido encontrado na
concentragao maxima de 1196.61 ng/L na amostra S003 (agua residual tratada). De uma forma
geral, os antibioticos foram detetados em concentragoes baixas e inferiores aquelas
observadas em outros estudos, sendo que no caso das aguas subterraneas, apenas foi
identificada a ocorréncia do antibidtico trimetoprim.

Futuramente, poderao ser realizados novos estudos de forma a que seja possivel nao so
verificar a ocorréncia de firmacos, mas também os efeitos que estes causam na salde das

pessoas e dos animais, mesmo em baixas concentragoes.



Palavras-chave: Farmacos, aguas residuais tratadas, aguas subterraneas, ocorréncia, meio
aquatico, diclofenac, azitromicina, ciprofloxacina, ofloxacina, sulfametoxazol, sulfapiridina e

trimetoprim.



ABSTRACT

Water is essential to the life of all living beings and is the main element that constitutes
our organism. With the increasing need for water and its quality, municipal sewage systems
and Wastewater Treatment Plants (WWTPs) have emerged. These need to have a strong
control throughout the various stages of treatment, from raw effluent to treated effluent.

Pharmaceuticals are widely consumed throughout the world. They are currently
classified as emerging contaminants in the environment. Some studies indicate that wastewater
is the main route of contamination of the water environment by pharmaceuticals. Even if they
are detected in low quantities, their presence is a cause for concern. Since they are designed
to cause biological effects, they can lead to toxicity and, consequently, environmental impact.

The presence of pharmaceuticals in the aquatic environment is mainly due to the high
consumption of these compounds by the population, thus resulting in their continuous entry
into the environment. Since WWTPs do not remove all pharmaceuticals, the Directive
2013/39/EU was created, which determines mandatory monitoring of the active ingredients
included in the "watch list", which includes some antibiotics.

Thus, this study aims to assess the occurrence of pharmaceuticals in three different types
of water samples from the Algarve region: samples of treated wastewater, water from the
Cadouco stream (downstream and upstream) and groundwater. The pharmaceuticals selected
for this study were the anti-inflammatory diclofenac and the antibiotics azithromycin,
ciprofloxacin, ofloxacin, sulfamethoxazole, sulfapyridine and trimethoprim. Diclofenac was the
compound detected in higher concentrations, having been found at the maximum
concentration of 1196.61 ng/L in sample S003 (treated wastewater). In general, antibiotics
were detected at low concentrations and lower than those observed in other studies, and in
the case of groundwater, only the occurrence of the antibiotic trimethoprim was observed.

In the future, new studies may be conducted in order to verify not only the occurrence
of pharmaceuticals, but also the effects they cause on the health of people and animals, even

at low concentrations.
Keywords: Pharmaceuticals, treated wastewater, groundwater, occurrence, aquatic

environment, diclofenac, azithromycin, ciprofloxacin, ofloxacin, sulfamethoxazole,

sulfapyridine, and trimethoprim.
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I. INTRODUCAO

A d4gua é uma substancia fundamental na vida de todos os seres vivos € no nosso
ecossistema. Precisamos dela para sobreviver e para as necessidades mais basicas, como para
o seu consumo, para a higiene diaria, para cozinhar, entre outros fins, ou seja, nao é possivel
imaginar a nossa vida sem a agua. Contudo, o abastecimento de 4dgua potavel em paises menos
desenvolvidos e a sua qualidade em paises desenvolvidos tem atingido valores alarmantes. A
diminuicao da qualidade das aguas (tais como as aguas residuais, agricolas e industriais) tem
varias causas associadas, tanto naturais como antropogénicas. No entanto, a agao dos seres
humanos é uma das maiores explicagoes para este declinio, sobretudo devido a libertacao para
o meio ambiente de contaminantes organicos e inorganicos, como é o caso de xenobioticos,
microplasticos, metais pesados, compostos de carbono, fosfatos e nitratos, afetando, desta
forma, a cadeia alimentar de todos os niveis troficos.'™ Assim, devido a acio do Homem, cada
vez mais poluentes tém aparecido no meio aquatico.

Desta forma, surgem no meio ambiente os chamados “contaminantes/poluentes
emergentes”. Estes tém suscitado cada vez mais apreensiao entre a comunidade cientifica,
sendo, por isso, alvo de diversos estudos cientificos. Os poluentes emergentes nao sao
necessariamente novos compostos quimicos, mas sim substancias que, normalmente, nao sao
monitorizadas ou que nao tém legislacao aplicavel quanto a sua ocorréncia e a quantidade
segura. No entanto, mesmo estando presentes em concentragoes muito baixas, demonstram
potencial para provocar efeitos adversos no meio ambiente e, consequentemente, nos seres
vivos. Um dos principais poluentes emergentes sao os farmacos, sendo alvo de uma maior
preocupagao, devido ao seu grande consumo por parte das populagoes, a sua eliminagao
impropria, tanto por parte das pessoas como por parte das indulstrias, a sua remogao
incompleta pelas ETARSs, e a sua baixa biodegradabilidade, que faz com que sejam persistentes
e se acumulem no ambiente.*® Esta preocupagio leva a que cada vez um maior nimero de
anadlises e estudos sejam realizados com o objetivo de determinar, quantificar e monitorizar a
ocorréncia de farmacos no meio ambiente, nomeadamente, no meio aquatico. Por este
motivo, surgiu na Unidao Europeia (UE) a Diretiva 2013/39/UE. Nesta, é pela primeira vez
mencionado que a contaminagao das aguas e dos solos, provocada pelos residuos
farmacéuticos, constitui um novo e grave problema ambiental. Para além disso, esta Diretiva
identifica as substancias prioritarias, os programas para a sua monitorizagao e estabelece a lista
de vigilancia (“Watch List”), na qual inicialmente estava incluido o anti-inflamatério diclofenac

e o antibidtico azitromicina, que requer que todos os Estados Membros recolham dados



revelantes para servir de base e auxiliar medidas de priorizagao no futuro de modo a minimizar
a contaminagio aquatica.””

Os avangos cientificos e a procura de uma melhor qualidade de vida levam a um consumo
cada vez maior de farmacos. Estes sao imprescindiveis para a saude publica, pois auxiliam o
tratamento de enfermidades e aumentam a esperanga média de vida das populagdes. De
acordo com a Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Satde (INFARMED), os
medicamentos sao produtos farmacéuticos com propriedades curativas ou preventivas de
doengas e dos seus sintomas, tanto em seres humanos, como em animais, exercendo uma
acao farmacoldgica, metabolica ou imunologica, de modo a restaurar, modificar ou reparar
fungoes fisioldgicas. '

Os farmacos, depois de consumidos e metabolizados pelo organismo, sao excretados
para o meio ambiente através da urina e das fezes, sob a forma inalterada ou sob a forma de
metabolitos.'' De facto, depois de serem excretados, sio dirigidos para os esgotos para mais
tarde chegarem e serem tratados nas Estaces de Tratamento de Aguas Residuais (ETARs).
Contudo, as ETARs demonstram ter uma capacidade de remogao de residuos farmacéuticos
insuficiente, tal como ficou provado em diversos estudos, sendo que, desta forma, estes

compostos e os seus metabolitos entram no meio aquatico.”'?

Ja desde a década de 70 que a
ocorréncia destes residuos é conhecida, pois no ano de 1976 foi descoberta a existéncia de
acido clofibrico, um herbicida, em aguas residuais domésticas nao tratadas e em efluentes de
ETARs nos Estados Unidos da América (EUA)."” No ano seguinte, foi detetada a ocorréncia
de 4cido salicilico em afluentes e efluentes de ETARs.'* Vérios estudos demonstraram que as
ETARs sao a principal fonte de contaminagao aquatica, no entanto, esta nao € a unica forma
de contaminar as aguas. Aquacultura, transbordo de esgotos, lixiviagao de campos agricolas,
eliminagao incorreta de medicamentos fora da validade ou nao utilizados e drenagem de aguas
residuais de exploragoes pecuarias para rios e lagos sao outras vias de contaminagao do meio
aquatico. ®'*™"7

Esta limitagao na remogao dos farmacos, aliada ao facto destes serem concebidos para
atuarem de uma forma biologicamente ativa no corpo dos organismos, leva a que os residuos
se acumulem no meio aquatico, facilitando a sua entrada na cadeia alimentar e afetando os
organismos a eles expostos. Para além disso, os farmacos também podem ocorrer no
ambiente aquatico como misturas, quer com outros farmacos, quer com outras substancias,

podendo, desta forma, ocorrer efeitos sinérgicos ou aditivos, que levam a um aumento da

toxicidade e do risco ambiental para os organismos expostos.'®



Varios estudos revelaram que a exposicao a longo prazo a farmacos pode provocar
diversos efeitos adversos nos organismos. A grande maioria destes estudos foi realizada em
afluentes e efluentes de ETARs e, em menor numero, em aguas de superficie, aguas
subterraneas e aguas para consumo humano. Outros estudos realizados nos varios tipos de
4gua identificaram a ocorréncia, sobretudo, de anti-inflamatérios e antibiéticos.***'*%°

Apesar dos estudos realizados, ainda sao pouco conhecidos os efeitos que a
contaminagao provocada pelos farmacos tém nos seres humanos, existindo pouca evidencia
das consequéncias que estes poluentes podem causar. Por sua vez, ha um maior conhecimento
quanto aos efeitos que os farmacos tém no meio aquatico. Muitos peixes revelaram atrasos
no seu crescimento, problemas de reprodugao, anomalias nas fungdes branquiais, cardiacas e
renais. Existem, ainda, relatos de bactérias que se tornaram resistentes a determinados
antibiéticos, fendmeno que pode vir a afetar o modo como estes sao usados nos seres
humanos.*'*?'%3

Assim, atendendo a crescente preocupac¢iao da contaminagao aquatica provocada por
residuos farmacéuticos, a presente dissertacio tem como objetivo determinar a ocorréncia
de anti-inflamatérios (diclofenac) e de antibioticos (azitromicina, ciprofloxacina, ofloxacina,
sulfametoxazol, sulfapiridina e trimetoprim) em aguas da regiao do Algarve, nomeadamente
aguas residuais tratadas, aguas superficiais e aguas subterraneas, durante o verao. Para isso,

foram utilizadas técnicas analiticas, tais como, a extragao em fase solida (SPE) e a cromatografia

liquida acoplada a detetor de massa com analisador por tempo de voo (LC-ToF-MS).



2. LEGISLACAO

Face ao aumento da poluicao do meio aquatico, provocada sobretudo por farmacos, e
a crescente preocupagao em preservar as nossas aguas, a Comissao Europeia aprovou a
Diretiva 2000/60/CE. Esta, que também ficou conhecida por Diretiva Quadro da Agua,
estabelece um quadro geral para a protegao das aguas, tanto das subterraneas como de
superficie, criando, para esse efeito, normas que garantam a diminuicao progressiva da
poluicao dos recursos hidricos e que impe¢cam o seu aumento. Para isso, a estratégia do
diploma baseia-se na identificagao de substancias prioritarias, ou seja, que apresentam um risco
significativo para o meio aquatico. Estas substincias estao identificadas no Anexo X da
presente Diretiva, ficando definido que a Comissao Europeia deveria fazer uma revisao desta
lista, no minimo, de quatro em quatro anos. Esta diretiva foi transposta para a legislagao
nacional através da Lei 58/2005 de 29 de dezembro de 2005 (Lei da Agua).®**

Enquanto a Diretiva 2000/60/CE estabelece e identifica uma lista de substancias
prioritarias, a Diretiva 2001/83/CE de 6 de novembro de 200I, alterada pela Diretiva
2004/27/CE de 31 de margo de 2004, exige que seja realizada uma avaliagio dos potenciais
riscos ambientais sempre que se queira obter uma nova autorizagao para introdugao no
mercado de qualquer medicamento. Esta Diretiva foi transposta para a legislagao nacional
através do Decreto-Lei n°176/2006 de 30 de agosto de 2006 e acrescenta que é necessario
apresentar evidéncias que fundamentem medidas de seguranca ou preventivas relativamente
ao armazenamento dos medicamentos e, também, a sua eliminacio.”?*

A Diretiva Quadro da Agua, posteriormente alterada pela Diretiva 2008/105/CE de 16
de dezembro de 2008, propoe a criagao de uma lista de vigilancia. Nesta, seriam colocadas
varias substancias com potencial para causar risco no ambiente aquatico e substancias
utilizadas e descarregadas para o meio aquatico, que fossem raramente monitorizadas.
Também define que esta primeira lista deveria conter um niumero maximo de dez substancias,
sendo que entre elas se encontrava o anti-inflamatério diclofenac e o antibiotico do grupo dos
macrélidos azitromicina.” Esta lista de vigildncia (“Watch List”) ficou estabelecida na Diretiva
2013/39/UE de 12 de agosto de 2013 e pela Decisao de Execugao (UE) 2015/495 da Comissao.
Esta Diretiva, que altera as Diretivas 2000/60/CE e 2008/105/CE, também define a obrigagao
que todos os Estados Membros da UE tém em monitorizar estas substancias, de modo a
realizar uma boa anilise de risco ambiental. Caso exista informagao suficiente e de alta
qualidade, que permita realizar uma boa avaliagao do risco ambiental de determinada

substancia, esta deve ser retirada da lista de vigilancia na proxima atualizagao. Esse facto foi



observado depois de, em 2017, a Comissao Europeia analisar os dados de monitoriza¢ao das
substancias presentes na primeira lista de vigilancia, concluindo que foi reunida informacao
suficiente sobre o diclofenac, pelo que este deveria ser retirado da referida lista, facto que
ficou estabelecido na Decisao de Execugao (UE) 2018/840 da Comissao. Nesta Decisao, os
antibiéticos amoxicilina e ciprofloxacina sao identificados como candidatos adequados a
integrarem a lista.”'*?*!

Mais recentemente, a Decisao de Execugao (EU) 2020/1161 da Comissao estabelece
que, em relagao aos antibioticos amoxicilina e ciprofloxacina, os dados de monitorizagao
recolhidos desde 2018 nao foram suficientes e de alta qualidade, pelo que estes farmacos
deviam prosseguir na lista de vigilancia. Além disso, identificaram-se como candidatos
adequados a integrar a lista os antibidticos sulfametoxazol e trimetoprim.*

A lista de vigilancia é dinamica, sendo, assim, crucial continuar a identificar e a
monitorizar os farmacos com potencial para causar risco no ambiente aquatico, de modo que
seja possivel recolher dados que ajudem, futuramente, na implementagao de medidas

preventivas e de controlo de riscos associados a estes.'®”



3. ENTRADA DOS FARMACOS NO AMBIENTE

Todos os dias inUmeras quantidades de substancias organicas e inorganicas sao libertadas
para os ecossistemas aquaticos, contaminando e poluindo o ambiente. Entre estas substancias
podem destacar-se os farmacos. Esta poluicao do meio aquatico, provocada por farmacos,
agravou-se nos Ultimos anos, sobretudo face a ampliagao da sua producao, ao grande consumo
ao longo de varios anos por parte da populagio mundial e, também, ao seu incorreto
descarte.'***** Ainda assim, o destino e o comportamento dos firmacos no ambiente nio é
completamente conhecido, pelo que, ao longo dos Ultimos anos, tém sido realizados cada vez
mais estudos relativamente a ocorréncia de farmacos no meio aquatico. Desta forma, os
farmacos passaram a ser um dos tipos de contaminantes emergentes que geram maior alarme
entre a comunidade cientifica, devido ao risco de poluicao dos ecossistemas aquaticos que
estes possuem. De facto, ainda que em quantidades residuais (na ordem de grandeza dos ng/L
a pg/L), recentemente, varios tipos de farmacos tém sido detetados nas aguas, nomeadamente
aguas residuais, efluentes tratados e lamas de ETARs, aguas de superficie, aguas subterraneas,
e, inclusive, em 4gua para consumo humano.**?’

Os farmacos, que podem ser de uso humano e/ou veterinario, depois de serem
consumidos, sao eliminados e entram no meio ambiente através de varias vias, tal como esta
representado na Figura |. Apos a sua administragao, os residuos farmacéuticos nao sao
totalmente absorvidos pelo organismo, pelo que, em parte, sio metabolizados e excretados
pelas fezes e pela urina para os esgotos domésticos de uma forma continua. Dependendo do
tipo de farmaco, até 90% deste pode ser excretado na forma inalterada. Desta forma, os
efluentes das ETARs (que compreendem os efluentes hospitalares e domésticos) sao uma das
principais fontes de contaminagao e de entrada dos residuos farmacéuticos nos ecossistemas
aquaticos. No entanto, existem outras vias e fontes de contaminagao como é o caso da
aquacultura, da lixiviagao de campos agricolas e de aterros sanitarios, da eliminagao incorreta
de medicamentos nao utilizados ou expirados, lamas das ETARs (por vezes usadas como
fertilizantes), dos efluentes de algumas industrias e da drenagem de daguas residuais de

exploragdes pecuarias para rios e lagos.®”'*!7343
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Figura | - Principais fontes e vias de ocorréncia dos farmacos no ambiente aquético.”

As ETARs sao responsaveis pelo tratamento de aguas residuais, ou seja, pela remogao,
de varios compostos, sendo que para essa remog¢ao ocorrer sio realizados inumeros
processos biologicos, quimicos e fisicos. Alguns desses processos sao o pré-tratamento, o
tratamento primario, o tratamento secundario e o tratamento terciario.**** Para além disso,
a eficacia da remocao dos farmacos é afetada por outros fatores, como as propriedades fisico-
quimicas dos farmacos, as condi¢oes climaticas (temperatura e intensidade da luz) e as
condigoes operacionais utilizadas nas ETARs (como a temperatura de funcionamento, as
condi¢des redox, o tempo de retencao de sélidos e o tempo de retencio hidraulica).”’ No
entanto, sao diversas as evidéncias que nos levam a afirmar que as ETARSs sao a principal fonte
de contaminagao do meio aquatico, pois os firmacos niao sao totalmente eliminados pelos

processos que ocorrem nestas estagoes de tratamento. Além do mais, a parcial degradagao
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dos residuos farmacéuticos e dos seus metabolitos, durante estes processos de tratamento,
pode levar a formacio de produtos de transformagio.®'>**

Assim, a ocorréncia de farmacos no meio aquatico é verificada em todo o mundo ha
varios anos, nao s6 em afluentes e efluentes de ETARs, mas também em dguas superficiais
(como rios e lagos), em aguas subterraneas e até mesmo em aguas de consumo humano. Estes
ocorrem mesmo em locais de baixa densidade populacional e em zonas onde nao é esperado
que ocorram. Um desses locais é a Antartida, em que a atividade humana, mesmo sendo baixa,
é suficiente para que a ocorréncia de firmacos seja verificada. Isto acontece nao sé pela falta
de eficicia das ETARs, mas também devido as descargas diretas no mar."**

Os efluentes hospitalares sao uma outra grande fonte de contaminagao do meio aquatico
provocada por farmacos, pois todos os dias sao consumidos nos hospitais grandes quantidades
de medicamentos e de 3agua. Estes efluentes sao, muitas vezes, descarregados nas redes
publicas de esgotos sem qualquer tipo de tratamento prévio antes de chegar as ETARs, pelo
que os residuos farmacéuticos provenientes de instalagoes hospitalares vao ser detetados em
aguas de superficie. Apesar disso, poucos estudos tém sido conduzidos a respeito desta
problematica, sendo que alguns desses estudos foram realizados em Espanha e em
Portugal ***?*** Estudos realizados em Portugal suportam esta ideia de que os efluentes
hospitalares sao uma das principais fontes de contaminagao ambiental provocada por farmacos
e afirmam que s3o um dos principais contribuintes para a sua ocorréncia em 4guas.*® Por sua
vez, um estudo realizado em Espanha afirma que os efluentes hospitalares sio misturas
complexas de substancias, apresentando uma toxicidade 5 a |5 vezes superior aos efluentes
urbanos. Desta forma, a entrada destas substancias no ambiente aquatico vai provocar efeitos
toxicos, sobretudo devido ao desenvolvimento e disseminagdo de microrganismos
patogénicos multirresistentes a antibiéticos.””> Um outro estudo, também realizado em
Espanha, chegou a conclusao de que os farmacos utilizados no tratamento de doengas
oncoldgicas sio uma das principais fontes de contaminagio aquatica.”’ Ainda assim, ha artigos
que afirmam que os hospitais sao uma fonte de contaminagao do meio aquatico menos
relevante, pelo que mais estudos nesta tematica devem ser realizados.*’

Relativamente ao descarte de medicamentos nao utilizados ou fora do prazo de validade,
estes podem ser eliminados de duas formas, através do lixo doméstico, ou das canalizagoes.
Na primeira forma, os farmacos vao chegar aos aterros sanitarios, contaminando o meio
aquatico devido a lixiviagao dos mesmos; ja na segunda forma, os residuos farmacéuticos vao

chegar as ETARs, tal como acontece com os produtos de excregao, € uma vez mais os



processos de remocgao destes vao ser insuficientes, contaminando, assim, os ecossistemas
aquaticos.'"">"”

Como referido, as lamas provenientes das ETARs sao, muitas vezes, utilizadas como
fertilizantes, tal como excre¢oes de outros animais, levando a contaminagao dos solos, que
por sua vez, através da lixiviagao, ira contaminar as aguas, nomeadamente as subterraneas e
as superficiais.>*° Por esse motivo, foram realizados diversos estudos, sendo que um deles foi
efetuado em Portugal. Neste, os autores afirmam que foi detetada a ocorréncia do antibiético
sulfametazina (uso veterinario), num rio, no entanto nao foi detetado nem no afluente, nem
no efluente da ETAR estudada. Assim, a causa indicada pelos autores para esta contaminagao
da agua foi a producgao animal e, consequentemente, o uso de estrume nos solos agricolas,
chegando e contaminando depois o rio devido a lixiviagio.'®

Para além de todos estes fatores, também é relevante referir que as fontes de

contaminagao sao influenciadas por variagoes sazonais e por diferentes padroes geograficos

de consumo de farmacos.®



4. ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES

Desde os primoérdios da sua existéncia, a humanidade procura encontrar formas de
diminuir a dor, a inflamagao e a febre. Assim, no ano de 1898, Felix Hofmann acabou por
descobrir o acido acetilsalicilico quando procurava encontrar uma cura para a artrite que
atormentava o seu pai. Este dcido contém propriedades anti-inflamatérias.”"*

Existem dois principais grupos de anti-inflamatorios, os anti-inflamatérios nao esteroides
(AINEs) e os anti-inflamatorios esteroides (AlEs). Os AlEs foram os primeiros a serem
utilizados em inflamagdes, tendo uma acao rapida e potente. Estes contém hormonas
esteroides, glicocorticoides ou corticosteroides. Por sua vez, os AINEs foram desenvolvidos
para combater as limitagdes e os efeitos adversos que os AlEs provocam.>**

Os AINEs sao uma classe de fairmacos com varias finalidades terapéuticas, como a
analgésica (ajuda a reduzir a dor), a anti-inflamatoéria (ajuda a modificar a reagao inflamatoria)
e a antipirética (ajuda a controlar e reduzir as temperaturas elevadas). Nem sempre estes
agentes terapéuticos se manifestam de igual forma e intensidade quanto as suas trés finalidades
descritas, no entanto, a grande maioria apresenta agao antipirética e analgésica, sendo a maior
variacio ao nivel da acio anti-inflamatoria.>**

A versatilidade terapéutica, o facto de serem uma classe com farmacos nao sujeitos a
receita médica e a disponibilidade das mais diversas formas de medicamentos (parentérica e
entérica) fazem com que estes compostos sejam dos mais consumidos em todo o mundo,
sendo prescritos para dores musculoesqueléticas, febres, etc. e consumidos, muitas vezes, de
forma abusiva. De facto, cerca de 70 milhoes de AINEs sao prescritos, anualmente, nos EUA,
sendo que, se ainda considerarmos os medicamentos nao sujeitos a receita médica, este valor
sobe para os 30 mil milhdes de medicamentos vendidos.***"*®
relatério do INFARMED, o consumo de AINEs é de cerca de 6 587 590 de embalagens por

ano.”’

Ja em Portugal, segundo um

O mecanismo de agao dos AINEs deve-se a sua capacidade de inibirem a enzima
cicloxigenase (COX), responsavel pela sintese de prostaglandinas. Por sua vez, estas
possibilitam o normal funcionamento das células, uma vez que intervém em importantes
atividades fisioldgicas do organismo.*****' Esta enzima apresenta duas isoformas, que estio
presentes em inUmeros tecidos, a cicloxigenase | (COX-1) (fisiologicamente constitutiva) tem
a fungao de manutengao plaquetaria e renal e, também, a de citoprote¢ao da mucosa gastrica;
por sua vez, a cicloxigenase 2 (COX-2) (fisiologicamente indutiva) regula diversas atividades

inflamatorias. Desta forma, a classificagcao dos AINEs vai variar consoante a sua seletividade



para inibir cada isoforma.***'"®* Alguns autores acreditam existir uma terceira isoforma, a
cicloxigenase 3 (COX-3).%

Os efeitos adversos mais frequentes associados ao consumo de AINEs sao problemas
no trato gastrointestinal, como é o caso de diarreias, vomitos, dispepsia, hemorragia da
mucosa gastrica e nauseas, e reagoes ao nivel cutaneo, como erupgoes, fotossensibilidade e
urticaria. Em alguns casos mais graves e de pessoas mais sensiveis podem, ainda, ocorrer
reagoes renais. O consumo prolongado deste tipo de firmacos pode causar sindrome
nefrética.®® Outros autores, defendem que podem, também, ocorrer sintomas ao nivel do
sistema nervoso central e redugio da atividade plaquetaria.®®

Os AINEs que apresentam um maior valor de consumo entre as populagoes sao o
naproxeno, o ibuprofeno e o diclofenac, pelo que estes sao, também, dos contaminantes

aquaticos mais amplamente detetados.***

4.1.Diclofenac

O diclofenac (DCF) é um AINE derivado do acido fenilacético e que possui agao anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética.*’” Este € um farmaco amplamente consumido em todo
mundo, sendo utilizado na medicina desde a década de 70, altura em que foi apresentado no
mercado japonés, em 1974, com o nome comercial Voltaren®. Em 1988, este farmaco foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) como o primeiro farmaco anti-inflamatério
nao esteroide, sendo que atualmente esta presente em mais de [20 paises em todo o
mundo.*"*®

O DCF é um potente inibidor da enzima COX, apresentando uma forte seletividade
pela. COX-2, pelo que a sintese de prostaglandinas vai ser interrompida. Assim, este
medicamento € usado para aliviar a dor, ligeira a moderada, diminuir a inflamagao em doengas
reumaticas, musculo-esqueléticas, ou outras e como antipirético. Pode ser administrado por
via oral, retal e intramuscular.*>”

Quanto a farmacocinética, o DCF liga-se a albumina plasmatica (cerca de 99%) e
acumula-se no liquido sinovial (liquido nas cavidades das articulagdes sinoviais).”® Este sofre
metabolismo hepatico e é eliminado apds ser biotransformado em metabolitos conjugados

(produtos hidroxilados). Esses metabolitos estao representados na Figura 2, sendo que o

principal é o 4-hidroxidiclofenac, que é metabolizado no figado (metabolismo hepatico) por



enzimas do citocromo P450 da subfamilia CYP2C. Os metabolitos sao excretados via urinaria

(65%) e via biliar (35%).°%¢>"°
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Figura 2 - Estrutura molecular dos principais metabolitos do diclofenac: | - 4'-
hidroxidiclofenac; 1l - 5'-hidroxidiclofenac; Il - 3'-hidroxidiclofenac; IV - 4'5-

dihidroxidiclofenac; V - 4'-hidroxi-5-clorodiclofenaco.”"’?

A estrutura molecular do DCF pode ser encontrada na Figura 3. Na Tabela |, estao

caraterizadas as propriedades fisico-quimicas deste farmaco.

Figura 3 - Estrutura molecular do diclofenac.””™”



Uma das propriedades apresentadas na Tabela | é o coeficiente de partigao octanol-

agua, Kow, que é um importante indicador da tendéncia que os compostos tém em se ligar a

;. A . . . . PN . . 73
matéria organica, ajudando a descobrir qual o destino que estes tém no meio ambiente.

Desta forma, como o DCF tem um elevado potencial de bioacumulagao, é facilmente

absorvido pelos organismos aquaticos que estejam em aguas contaminadas. E importante

referir que a bioconcentragao e a bioacumulagao acontecem, geralmente, no interior dos

organismos Vvivos.

Tabela | - Principais propriedades fisico-quimicas do diclofenac.”””*
Propriedade Caraterizacao
Numero CAS 15307-86-5
Formula Molecular C,«H, CILNO,
Peso Molecular 296.1 g/mol
Log Kow 451
pKa 4.15
Solubilidade na agua 2.37 mg/L (a 25 °C)

O DCF é encontrado em diversos tipos de aguas, tanto subterraneas, como residuais
ou até de consumo humano. De facto, foram varios os estudos que demonstraram a
ocorréncia deste farmaco em 4guas em todo o mundo.”®”” Em Portugal e Espanha, também foi
detetada a ocorréncia deste firmaco no meio aquatico.**’®

Ainda que o DCF seja um dos medicamentos mais consumidos no mundo, este tem
associados varios efeitos colaterais, sendo que o uso prolongado deste farmaco pode levar a
complicagoes graves. Entre os principais efeitos colaterais estio os danos no trato

gastrointestinal, nos sistemas hepatico, cardiovasculares e renal.”®



5. ANTIBIOTICOS

A primeira vez que a palavra antibiético foi utilizada foi em 1941 pelo bioquimico Selman
Waksman. Este definiu antibiético como qualquer pequena molécula criada a partir de um
microrganismo, que inibe ou suprime o crescimento de outros microrganismos.””®* Ainda
assim, a descoberta dos antibioticos é da autoria do cientista Alexander Fleming, devido a um
acaso, no ano de 1928. Fleming, ao regressar das suas férias, observou que umas culturas de
Staphylococcus aureus, que tinha estado a estudar, estavam contaminadas por uma colonia de
fungos e que, nos locais onde esse fungo estava presente, a bactéria parecia nao crescer. Mais
tarde, depois de muitos estudos, decidiu intitular o principio ativo deste fungo de penicilina.
Esta descoberta, auxiliada pelo também cientista Paul Ehrlich, é vista como um dos maiores
feitos da medicina do século XX, uma vez que o seu uso tanto em medicina humana, como
em medicina veterindria, permitiu reduzir drasticamente a taxa de mortalidade das populagoes,
sendo uma “arma” poderosa contra varias doengas infeciosas como a siffilis, a tuberculose, a
gonorreia, entre outras.®"*

Atualmente, os antibioticos sao vistos pela comunidade cientifica como compostos
naturais (por exemplo, penicilina e tetraciclina), sintéticos (por exemplo, sulfonamidas e
quinolonas) ou semissintéticos (por exemplo, amoxicilina e claritromicina), sendo que todos
eles tém a funcao de combater agentes bacterianos. Assim, a nivel terapéutico, alguns tém
atividade bacteriostatica e outros tém atividade bactericida. Os antibidticos bacteriostaticos
sao aqueles que bloqueiam o crescimento bacteriano, como € o caso da clindamicina e do
cloranfenicol, que atuam inibindo a sintese proteica, o que ira ajudar a eliminar mais facilmente
o agente infecioso do organismo. Ja os bactericidas sao aqueles que causam danos irreparaveis
ou que levam a morte dos microrganismos, como € o caso das penicilinas, que inibem a sintese
da parede celular, provocando a lise e, consequente, morte celular das bactérias, ou das
quinolonas que afetam o metabolismo do ADN (inibe a sintese de acido nucleico), levando a
sua fragmentagio.®®

Com a crescente procura de melhorar as condigoes de saude e de vida das populagoes,
os antibidticos tornaram-se umas das classes de farmacos mais consumidas em Portugal e no
mundo, ndo s6 na medicina humana, mas também na medicina veterinaria.* Nio obstante, o
uso crescente deste tipo de medicamentos trouxe um novo problema e uma nova
preocupagao para a comunidade cientifica, a resisténcia que certas bactérias adquiriram
relativamente a agao dos antibioticos. Desta forma, observa-se que determinados antibidticos,

que no passado eram altamente eficazes contra o agente infecioso, hoje ja nao o sao, devido
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a resisténcia que os microrganismos foram adquirindo ao longo dos anos, face ao elevado
consumo destes farmacos. Um dos principais motivos para o aumento desta resisténcia
antimicrobiana foi a entrada e a disseminacao dos farmacos, nomeadamente, os antibioticos,
no meio ambiente, sendo, por isso, relevante realizar estudos sobre a ocorréncia de farmacos
no ambiente (sobretudo no meio aquatico) e formas de os remover eficazmente dos
ecossistemas.””***% Os antibiéticos podem ser agrupados tanto pela sua estrutura quimica,
como pelo seu mecanismo de agao. Assim, existem varias classes de antibioticos, sendo que
as principais sao as tretaciclinas, os beta-lactamicos, as sulfonamidas, as quinolonas, os
macroélidos e o trimetoprim. Na Tabela 2, estao representadas as principais classes de

antibioticos. 308! 86.88-%0

Tabela 2 - Principais classes de antibioticos e exemplos de cada classe.

Classe Antibioticos (abreviatura)
Ampicilina (AMP)
Beta-lactamicos Cefalexina (CLX)

Penicilina (PEN)
Azitromicina (AZM)
Macrélidos Claritromicina (CLA)
Eritromicina (ERY)
Ciprofloxacina (CIP)
Quinolonas Norfloxacina (NOR)
Ofloxacina (OFL)
Sulfadiazina (SDZ)
Sulfonamidas Sulfametoxazol (SMX)
Sulfapiridina (SPY)
Clortetraciclina (CTT)
Tetraciclinas Doxiciclina (DOX)
Tetraciclina (TCN)

Trimetoprim Trimetoprim (TMP)

Neste trabalho, os antibidticos estudados foram a azitromicina, a ciprofloxacina, a
ofloxacina, o sulfametoxazol, a sulfapiridina e o trimetoprim.
Depois dos antibidticos serem administrados, dependendo das propriedades quimicas

do composto, 5 a 90% da dose pode ser excretada sob a forma de composto inalterado ou
16



de metabolitos. Desta forma, vao entrar grandes quantidades deste tipo de farmacos no meio
aquético, sobretudo através das ETARs.”” No caso dos antibiéticos estudados, a azitromicina
tem uma taxa de excrecao de 12%, sendo a excregao biliar uma das principais vias de
eliminagio deste composto.”*”>’" A ciprofloxacina, que é parcialmente metabolizada no figado,
pela. modificagdo do grupo piperazinil para pelo menos 4 metabolitos
(desetilenociprofloxacina, a sulfociprofloxacina, a oxociproloxacina e a formilciprofloxacina),
tem uma taxa de excrecio de cerca de 70%.””>°' A ofloxacina é principalmente eliminada pelo
rim, sendo que 65 a 80% da dose administrada deste farmaco é excretada na sua forma
inalterada através da urina e, para além disso, 4 a 8% é eliminada pelas fezes, podendo, ainda,
haver excrecio biliar.”>”> O metabolismo do sulfametoxazol ocorre predominantemente por
N4-acetilagao, sendo, também, identificado o conjugado glucuronido. Cerca de 20% deste
farmaco aparece na urina na forma inalterada, 50 a 70% na forma de derivado acetilado e |5
a 20% como conjugado glucuronido.””® Por sua vez, 15% da sulfapiridina é excretada na sua
forma nio alterada na urina.”? No caso do antibiético trimetoprim, cerca de 80% é excretado

na sua forma inalterada na urina.”*”



5.2. Propriedades fisico-quimicas dos antibiéticos

Na Tabela 3, estao representadas as estruturas moleculares de cada um dos antibiéticos

selecionados. A Tabela 4 reune as principais carateristicas fisico-quimicas dos antibioticos

estudados neste trabalho.

Tabela 3 - Estruturas moleculares dos antibioticos azitromicina, ciprofloxacina, ofloxacina,

sulfametoxazol, sulfapiridina e trimetoprim.”*”

Antibioticos Estrutura molecular
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Tabela 4 - Principais propriedades fisico-quimicas dos antibioticos azitromicina, ciprofloxacina, ofloxacina, sulfametoxazol, sulfapiridina e

trimetoprim.”*”

Peso molecular

Antibiético Nimero CAS = Férmula molecular log Kow pKa Solubilidade
(g/mol)

AZM 83905-01-5 CisH»,N, O\, 749.0 4.02 8.74 2.37 mg/L (a 25°C)
CIP 85721-33-1 Ci7HsFN;0O;, 331.34 0.28 6.09 1350 mg/L
OFL 82419-36-1 CigHxFN;O, 361.4 -0.39 5.97-9.28 28300 mg/L
SMX 723-46-6 CioHi1IN;O5S 253.28 0.89 .6 -57 610 mg/L (a 37°C)
SPY 144-83-2 CiHiIN;O,S 249.29 0,35 8.43 268 mg/L (a 25°C)
TMP 738-70-5 Ci4H1sN4Os 290.32 0.91 7.12 400 mg/L (a 25°C)



6. CONSUMO DE ANTI-INFLAMATORIOS E DE ANTIBIOTICOS

A presenca de fairmacos no meio ambiente parece ter uma boa correlagao com a
quantidade que é consumida pelos seres humanos, o que permite identificar os compostos
que possam representar risco para os ecossistemas aquaticos.” No entanto, a aquisicio destes
dados pode ser complexa e pouco confidvel, pois nao so6 existe falta de informagao quanto ao
consumo de farmacos, como também, muitas vezes, as estatisticas realizadas nao incluem
medicamentos hospitalares ou medicamentos nio sujeitos a receitas médicas (MNSRM).”* Nao
obstante, é esperado que o consumo de farmacos aumente, o que ira levar a uma maior
ocorréncia de farmacos no ambiente. Existem multiplos motivos para este facto, no entanto,
o aumento dos padroes de vida das populagdes, do numero de pessoas idosas e,
consequentemente, da quantidade de farmacos consumidos por esta faixa etaria, parecem ser
as principais causas para o aumento da utilizacgio de medicamentos em todo o mundo.”’ De
facto, na EU existem cerca 3000 diferentes substincias, o que ajuda a corroborar e a
compreender o porqué do aumento do consumo de medicamentos.*

Em Portugal, o INFARMED publica anualmente estatisticas sobre as quantidades de
farmacos e substincias ativas vendidas em todo o pais. Relativamente ao nimero de
embalagens de farmacos, a Tabela 5 ajuda a perceber a evolugao do nimero de embalagens
vendidas entre os anos de 2017 e 2021, tanto de MNSRM, como os restantes medicamentos

de ambulatério.””’

Tabela 5 — Numero de embalagens vendidas entre os anos de 2017 e 2021.

Farmaco/Ano 2017 2018 2019 2020 2021

MNSRM 40941 780 | 42586 132 | 43293957 | 39857969 @ 38425 560
Ambulatorio | 248 197 781 252 399 564 | 260 461 141 | 254 898 737 @ 258 446 005

Ao analisar os dados da Tabela 5 verifica-se que numero total de embalagens vendidas
tem vindo a aumentar ao longo dos anos, a excecao de 2020, onde houve um pequeno
decréscimo.

No relatério mais recente disponivel, as primeiras seis posicoes dos grupos
farmacoterapéuticos mais consumidos em Portugal sao, por ordem decrescente, o aparelho
cardiovascular, sistema nervoso central, aparelho digestivo, hormonas e medicamentos usados

no tratamento das doengas enddcrinas, aparelho locomotor e medicamentos anti-infeciosos,
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sendo que nestes dois Ultimos grupos estio incluidos os AINEs e os antibiéticos,
respetivamente.'®

O relatorio do INFARMED de 2014 é o mais recente que nos permite analisar com
maior detalhe os grupos terapéuticos e os farmacos em estudo. Neste, verifica-se que naquele
ano foram consumidas 6 587 590 embalagens de AINEs e 7 630 329 de antibacterianos. Para
além disso, este relatorio disponibilizou um ranking das 100 substancias ativas com o maior
numero de embalagens vendidas, estando presentes varios dos farmacos em estudo, como é
o caso do diclofenac (27° posicao e | 054 952 de embalagens consumidas), da azitromicina
(30° posicao e | 043 921 de embalagens consumidas) e da ciprofloxacina (79° posicao e 515
926 consumidas). Neste ranking estavam, ainda, presentes muitas outras substancias detetadas
nos varios tipos de 4guas.”

Assim, através dos dados aqui apresentados, € possivel afirmar que existe um elevado

consumo de farmacos em Portugal e que este tem vindo a aumentar ao longo dos anos.
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7. OCORRENCIA DE FARMACOS NO MEIO AQUATICO

A ocorréncia de residuos farmacéuticos no meio aquatico foi observada, pela primeira
vez, na década de 70 e, face aos avancos e inovagoes dos instrumentos e das técnicas analiticas,
desde essa altura que tém sido detetadas quantidades vestigiais de varios farmacos."'*'"' Na
literatura, é muitas vezes referida e discutida a hipotese da Curva Ambiental de Kuznets (EKC).
Esta diz que, por norma, a ocorréncia de farmacos e dos seus metabolitos no ambiente
aquatico esta associada ao produto interno bruto (PIB) per capita de cada pais, sendo
apresentada na forma de U invertido, isto é, quando a economia de um determinado pais
cresce, a poluigao por farmacos também ira crescer, pois vai haver um aumento do consumo
de medicamentos. No entanto, quando o pais atinge o maior ponto de crescimento
economico, a poluicao comega a melhorar, uma vez que a qualidade e quantidade de ETARs
vai ser muito maior e a populagio vai ter maiores indices de educagio ambiental.'®

A concentragao dos residuos farmacéuticos no meio aquatico é, também, fortemente
influenciada por outros fatores, como é o caso da variagio sazonal e da variagao geografica.”’
Ainda assim, a ocorréncia de firmacos no meio aquatico tem uma expressao global,
acontecendo em todas as partes do Globo. Todos os continentes do planeta tém registos de
ocorréncia e detegao de fairmacos no ambiente aquatico, tal como esta representado na Figura
4. Mesmo a Antartida, um continente onde a ocorréncia pode parecer altamente improvavel,
uma vez que a agao humana neste continente é reduzida, apresenta detegOes destes
compostos. Os medicamentos cardiovasculares, analgésicos e antibioticos sao o tipo de
farmacos mais comuns e populares na Europa e na América do Norte. A ocorréncia € maior
e mais evidente em paises desenvolvidos, pois tém melhores recursos e tratamentos médicos,
tratamentos agricolas mais avangados e modernos e, também, mais pesquisas sobre firmacos.
No entanto, paises menos desenvolvidos como os do continente africano e da América do
Sul, também tém grande concentragoes de farmacos nos recursos hidricos. No continente
asiatico, os farmacos que apresentam maiores concentragoes no meio aquatico sao os

antibiéticos, como é o caso da ciprofloxacina, da ofloxacina e da eritromicina.*”"'®'%
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Figura 4 — Ocorréncia de firmacos em todo o Mundo.'*

Atualmente, os medicamentos sao utilizados globalmente para tratar e prevenir doengas,
tanto em seres humanos, como em animais. A nivel mundial, os anti-inflamatérios (diclofenac,
paracetamol, entre outros) foram os compostos mais frequentemente detetados,
representando 31% dos registos, tendo uma concentragao mediana de 230 ng/L. Por sua vez,
o segundo lugar é ocupado pelo grupo dos antibioticos (azitromicina, ofloxacina, trimetoprim,
entre outros), com uma frequéncia de detegao de cerca de 21%, mas com uma concentragao
mediana mais elevada, de 8128 ng/L.'”

Assim, cada vez mais estudos tém sido realizados com o intuito de observar a ocorréncia
de residuos farmacéuticos no meio aquatico. Num desses estudos, realizado em Portugal, foi
estabelecida uma associagao entre o nimero de embalagens vendidas e a taxa de excregao de
certos farmacos (as concentragoes foram medidas em afluentes e efluentes de ETARs) e
chegou-se a conclusao de que os AINEs eram, nao s6 aqueles que apresentaram o maior
numero de embalagens vendidas, mas também a classe de farmacos mais detetada nos
efluentes das ETARs estudadas, tendo uma taxa de excrecio entre 5-39%.% Varios outros
estudos corroboram estes resultados, indicando os anti-inflamatérios como uma das classes
de medicamentos mais detetada em aguas, sendo o diclofenac uma dos exemplos mais
citados.”"?

Outro estudo realizado em aguas potaveis (da torneira) na Polénia relatou que de entre
26 compostos analisados, 20 estavam presentes, sendo que os antibioticos foram o grupo com
maior representatividade, nomeadamente os antibidticos azitromicina, eritromicina e
claritromicina."

Na india, a ciprofloxacina foi o firmaco detetado em maiores concentragées em aguas

superciﬁais.IOS Por sua vez, num estudo realizado na China, verificou-se que os antibidticos da
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classe das quinolonas (uma vez mais, a ciprofloxacina) e das tetraciclinas sao os mais detetados
em 4guas subterrineas.'” Esta informagio é comprovada por outros estudos, que afirmam,
ainda, que as sulfonamidas sao, também, uma das classes de antibidticos mais detetadas em
4guas subterraneas.''®'""

Na Tabela 6, estao representadas as concentragoes dos farmacos em estudo (diclofenac,

azitromicina, trimetoprim, ciprofloxacina, ofloxacina, sulfametoxazol, sulfapiridina) no meio

aquatico de localizagdes em todo o mundo.

Tabela 6 — Ocorréncia de farmacos em todo o Mundo.

Concentracao
Farmacos Tipos de agua | Localizacao Referéncias
(ng/L)
Agua de
Portugal 25.13-51.24 3
superficie
Efluente de Coreia do
DCL 8.8- 127 2
ETAR Sul
Agua
Espanha I5-55 '3
Subterranea
Agua de
Portugal 221 - 2819 "
superficie
Efluente de
AZM Portugal 93.7 - 297 s
ETAR
Agua
China 0.2-0.7 '3
subterranea
Agua de
Franca 6.6 He
superficie
Efluente de
(o] ] 4 Portugal 127 - 1396 s
ETAR
Agua ,
India 44 - 14000 "
subterranea
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Tabela 6 — Ocorréncia de farmacos em todo o Mundo. (continuagdo)

Concentracao
Farmacos Tipos de agua | Localizacao (ng/L) Referéncias
ng
Agua de
Franca 6.9 e
superficie
Efluente de
OFL Portugal 110-366 s
ETAR
Agua
Espanha 10.2 - 367 '3
subterranea
Agua de
Franca 1.7 He
superficie
Efluente de
SMX Portugal 340 - 679 s
ETAR
Agua
China 28.7 - 1245 '3
subterranea
Agua de
Italia <l2- 121 "4
superficie
Efluente de
SPY Canada 8l '8
ETAR
Agua
Espanha 0,07 — 72.45 "9
subterranea
Agua de
Franca 227 He
superficie
Efluente de
TMP Portugal 66.6 - 299 s
ETAR
Agua
EUA <0.7 '3
subterranea

Ainda que as concentragoes detetadas sejam muito baixas, os residuos farmacéuticos
nao deveriam ser libertados na agua, pois nao ha conhecimento suficiente sobre todos os
efeitos adversos que estes podem ter, quando presentes no meio ambiente. Desta forma, é
necessario rever as praticas governamentais de eliminagao de farmacos, sendo igualmente

importante aumentar a consciencializagao social sobre esta tematica.

25



8. ECOTOXICIDADE

De um modo geral, os farmacos sao desenvolvidos e programados para atuarem num
determinado alvo especifico de seres humanos ou de animais, pelo que podem provocar
efeitos adversos e prejudiciais quando atuam em organismos que nao os especificos, mesmo
em baixas concentra¢oes. Um outro sério problema para os organismos vivos sao os efeitos
sinérgicos de biopotenciagao da toxicidade, que podem acontecer quando as substancias dos
produtos farmacéuticos sio misturadas.”*'*' Para além disto, a biomagnificagio (acumulagao
progressiva de substancias e aumento da sua concentragao ao longo da cadeia alimentar) e a
bioacumulagao (capacidade da substancia se concentrar nos organismos vivos) também podem
ocorrer e possibilitar um aumento da toxicidade para os organismos. Desta forma, a
contaminagao do meio aquatico pode originar toxicidade em organismos aquaticos, que mais
tarde podem ter efeitos nocivos em espécies terrestres e até no Homem.'?'??

Os riscos ecotoxicoldgicos associados a ocorréncia de farmacos no meio aquatico estao
muito longe de ser conhecidos.'”* Assim, devido a contaminagio aquética provocada pelos
farmacos e pelos seus metabolitos, torna-se necessario fazer uma avaliagio do impacto
toxicoldgico que estes tém nas pessoas, nos animais e no ambiente. Logo, para que os estudos
realizados sobre a toxicidade dos farmacos sejam o mais real possivel, estes sao realizados em
organismos aquaticos, pois estao constantemente expostos a estes contaminantes e acredita-
se que o modo de acdo é semelhante ao que ocorre nos seres humanos.'**'*'* Contudo, e
como ja foi referido, estes estudos tém de ter em conta que, atualmente, os organismos do
meio aquatico se encontram sujeitos a diversos fatores, como pesticidas, biocidas e muitos
outros produtos quimicos industriais, podendo estes ter um efeito sinérgico ou antagonista
relativamente aos produtos farmacéuticos. Todos estes fatores apresentados podem ter uma
forte interferéncia no metabolismo, na reprodugio, na fisiologia € no comportamento dos
organismos vivos do meio aquatico.'?"'?®

Os estudos ecotoxicoldgicos que tém sido realizados servem para avaliar quais os efeitos
da exposicao dos organismos a xenobioticos, sendo que estes podem ser estudos sobre a
toxicidade aguda ou sobre a toxicidade croénica. Os estudos de toxicidade aguda consistem
em testes curtos, que permitem avaliar os principais efeitos e a mortalidade dos organismos
devido a uma exposigao, num curto espago de tempo. Por sua vez, os estudos de toxicidade
cronica sao testes prolongados, que possibilitam realizar uma avaliagao dos provaveis efeitos
toxicos das substancias face a uma exposigao repetida ou continua e que abrangem variaveis

a médio e longo prazo (como a reprodugao, o comportamento e o crescimento), permitindo
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calcular uma estimativa do risco ambiental de um determinado xenobiético.'”™'"*2 A Tabela 7

reune os principais parametros para expressar a toxicidade aguda e a toxicidade cronica.

Tabela 7 — Pardmetros usados para expressar a toxicidade cronica e aguda.'”'*
Toxicidade
Parametros
Aguda Cronica
LC50 X
EC50 X
NOEL X
NOEC X
LOEL X
LOEC X

8.1. Anti-inflamatorios

Relativamente aos anti-inflamatorios, apesar destes serem detetados em baixas
concentragoes no ambiente (na ordem dos ng/L a pg/L), a sua atividade bioldgica faz com que
estes possam apresentar toxicidade para os organismos vivos.'*

Uma vez que a maior parte dos anti-inflamatérios provoca, de forma nao especifica, a
inibicao das prostaglandinas, as fungoes fisioldgicas controladas por estas podem sofrer
diversos efeitos adversos, como, por exemplo, a nivel gastrico, renal, hepitico e
cardiovascular. Uma vez que s3ao varios os organismos (tanto vertebrados como
invertebrados) que produzem prostaglandinas, torna-se possivel obter boas correlagoes da
toxicidade observada nestes com a observada noutros organismos vivos, como o ser
humano.*"*>"**'*> Um bom exemplo é o caso dos peixes, onde as prostaglandinas tém influéncia
nos mecanismos de reproduciao, podendo, desta forma, atuar como desreguladores
enddcrinos, possibilitando a ocorréncia de efeitos adversos, visto que podem antagonizar ou
até mimetizar os efeitos hormonais, modificar os niveis dos seus recetores ou, ainda, alterar

o seu modelo de sintese e metabolismo.*"'*
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Varios estudos revelaram que o AINE que apresenta maior toxicidade no meio aquatico
é o diclofenac.*"**'*® Segundo um desses estudos, as concentragdes que provocaram efeitos
variaram entre | pg/L e 80 mg/L, isto dependendo das espécies, da duragao da exposicao e do
pardmetro utilizado."’

Em ensaios de toxicidade aguda, realizados em Daphnia magna (pequenos crustaceos),
os valores de ECs, variaram entre 22-80 mg/L. A Daphnia magna é muito utilizada em estudos
de toxicidade, uma vez que sao considerados intermediarios entre o consumidor primario e
niveis troficos superiores. Por sua vez, em ensaios de toxicidade cronica para o diclofenac,
foram detetados valores de LOEC acima dos 2000 pg/L.'”” Através destes estudos e
observagoes, foi calculada uma concentracao previsivel sem efeitos (PNEC) de | 16ug/L para
o diclofenac, que é cerca de mil vezes superior daquela que &, por norma, quantificada no
meio ambiente."*”'* Estes estudos revelaram, também, que o diclofenac apresenta toxicidade
para diversos organismos vivos aquaticos, provocando varios efeitos adversos, como o
aumento da peroxidagao lipidica e da atividade mitocondrial, alteragao da capacidade de
osmorregulaciao, danos em ovos e embrides de peixes e efeitos cronicos no DNA de fetos.
Foi, ainda, registada uma bioacumulagao de diclofenac em mexilhoes e peixes, sendo que a
concentragao era superior nestes do que na agua. Foi observado que, no caso do peixe truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), um LOEC de |pg/L esta na origem de problemas hepaticos
(como alteragdes na ultraestrutura hepatica e no glicogénio hepatico). Outro exemplo, agora
no meio terrestre, de um alvo do diclofenac sao os abutres, nomeadamente os seus rins. Estes,
ao se alimentarem de carcagas contaminadas com diclofenac, ficam expostos a doengas renais
que podem ser fatais (insuficiéncia renal aguda). No Paquistdo, a populagao de abutres-de-
rabadilha-branca teve uma queda de 95% devido a contaminagao de carcassas com
diclofenac.”"” Para além destes efeitos colaterais, foi, também, constatado que nas 4guas
residuais o diclofenac promove uma rapida fototransformagao, formando varios produtos de
transformacgio, que podem apresentar riscos para os organismos aquaticos."”’ No caso dos
seres humanos, foram observados danos no figado, ao estimularem alteragoes degenerativas

e inflamatérias, bem como no trato gastrointestinal.*"'*'*

8.2. Antibioticos

Para além dos anti-inflamatorios, outras classes de farmacos foram, igualmente, avaliadas
e estudadas relativamente a sua toxicidade e ao risco que representam para os organismos
dos ecossistemas aquaticos e, eventualmente, para os seres humanos, como é o caso dos

antibioticos. Estes tém sido uma das classes farmacolégicas que causam maior preocupagao na
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comunidade cientifica, pois para além dos riscos ecotoxicoldgicos diretos, a sua ocorréncia no
meio ambiente pode influenciar e potenciar o aparecimento de bactérias resistentes aos
antimicrobianos e o desenvolvimento de agentes patogénicos.®*®"®'**!'# Estes formacos sio
normalmente encontrados no meio aquatico em concentragoes subterapéuticas, pelo que o
meio hidrico nao so6 favorece a disseminagao de microrganismos resistentes aos antibioticos,
mas também é uma das principais vias de entrada no ecossistema de genes com resisténcia
aos antimicrobianos. Esta resisténcia a antibioticos, através da transferéncia horizontal de
genes, acaba por ser patogénica para o ser humano, aumentando a preocupagao relativamente
a questoes de sallde humana e de estabilidade dos ecossistemas. A OMS (Organizagao Mundial
da Saude) considera, de facto, esta questao como uma ameaga crescente para a salde publica
a nivel mundial.*'""'**

Como se mostrou anteriormente, diversos estudos demonstram a ocorréncia de
antibiéticos em varios tipos de aguas. Além disso, parecem existir evidéncias de que, no meio
aquatico, a resisténcia pode ser adquirida mais rapidamente do que no meio terrestre.'”'*'%

A agricultura é uma das vias de contaminagdo do meio aquatico por residuos
farmacéuticos, pelo que também é uma das causas para o aumento da resisténcia
antimicrobiana, principalmente se pensarmos nos diversos farmacos que sio utilizados em
animais e em aquacultura, ou seja, antibioticos de uso veterinario. Uma agravante a este facto
é a utilizacdo das excregdes dos animais para a fertilizagio dos terrenos agricolas.'®'*'*
Apesar de serem conhecidas por reduzir o nimero de bactérias em aguas residuais, as ETARs
sao, também, responsaveis por aumentar o numero de estirpes resistentes aos antibiéticos,
uma vez que durante o tratamento de aguas residuais sao criadas condigoes que possibilitam
a transferéncia horizontal de genes resistentes a estes farmacos, pois existem altos niveis de
oxigénio, de nutrientes e de bactérias. Alguns estudos, revelam, ainda, que esta classe de
farmacos pode induzir no mexilhao de agua doce imunotoxicidade em baixas concentragoes,
entre 20 e 1100 ng/L.'"*'*®

Uma vez que pouco se sabe em relagao ao efeito cronico da exposicao a baixas
concentragoes de farmacos a longo prazo, é necessario realizar mais estudos sobre a
toxicidade croénica, pois a grande maioria dos estudos efetuados foca-se na toxicidade aguda.
E igualmente importante, nio sé alargar o nimero de espécies observadas, pois existem muitas
em que os efeitos toxicos sao completamente desconhecidos, mas também estudar a mesma
espécie em varias regides, incluindo as mais extremas, como a Antartida.*'¥ Ainda assim,

muitos medicamentos demonstraram causar efeitos adversos em espécies aquaticas, sendo

que a classe dos antibioticos e dos anti-inflamatodrios sao aquelas que apresentam os maiores
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valores de persisténcia, bioacumulagao e toxicidade. Assim, estas duas classes representam
um maior risco para o meio ambiente e para o equilibrio dos ecossistemas, pelo que

necessitam de uma maior aten¢ao quer por parte da comunidade cientifica, quer por parte

das populagdes.*
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9. METODOS ANALITICOS

Devido ao grande uso de produtos farmacéuticos, surgiu, também, a preocupagao com
a crescente contaminagao ambiental provocada pelos residuos que estes farmacos deixam.
Desta forma, tornou-se necessario desenvolver técnicas e metodologias que ajudem na
determinagao e quantificagao, a nivel residual, destes compostos.

Os farmacos e os seus metabolitos encontram-se no ambiente em concentragdes muito
baixas, na ordem de grandeza dos ng/L a pg/L, o que requer procedimentos analiticos muito
seletivos, especificos e sensiveis, de modo que seja possivel a sua extragao, detegao e,
consequentemente, a quantificacio.”’'* A medida que a tecnologia avanca, o nimero de
metodologias analiticas desenvolvidas para a determinagao de residuos farmacéuticos em
4guas é cada vez maior.'"

Primeiro que tudo, € necessario definir a amostragem, sendo este um passo essencial na
verificagao da ocorréncia de firmacos e dos seus residuos no meio ambiente. De seguida, é
necessario fazer a separagao da matriz dos analitos que queremos determinar. Desta forma,
inicialmente, procede-se a extragao das amostras, eliminando interferentes e pré-
concentrando a matriz, visto que como ja foi referido, as concentragdes sao relativamente
baixas. Assim, neste passo usa-se, normalmente, a extracao em fase solida (SPE), que é uma
das técnicas de extragao mais utilizadas atualmente, uma vez que possibilita a purificagao,
concentragao e a preparagao rapida das amostras, antes de se realizar a andlise cromatografica.
Concluida a etapa de extragao, torna-se crucial a determinagao e quantificacio dos analitos
que extraimos e que pretendemos analisar. Por norma, as técnicas que sao usadas quando
queremos determinar os farmacos que ocorrem no meio aquatico sao baseadas em técnicas
cromatograficas, destacando-se a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida (LC),
mais especificamente a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), sendo que estas
sao, normalmente, acopladas a espectrometria de massa (MS), espectrometria de massa em
tandem (MS-MS) ou espectrometria de massa com analisador por tempo de voo (ToF-
Ms).l48,I50—I57

Na Tabela 8, apresentam-se diferentes metodologias analiticas para a determinagao dos

farmacos em estudo em diferentes tipos de aguas.
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Tabela 8 — Metodologias analiticas para a determinagao de farmacos em diferentes tipos de aguas e os respetivos MDL e MQL.

Técnica de Método MDL MQL
Tipo de amostra Farmaco Referéncia
extracao analitico (ng/L) (ng/L)
Atenolol 47 15.7
; Diclofenac 4.3 14.3
Aguas residuais SPE HPLC-MS/MS 4
Ofloxacina 3.7 12.5
Trimetoprim 0.6 22
Diltiazem 0.5 1.0
Aguas Propanolol 0.1 0.5
SPE UHPLC-MS/MS 158
superficiais Sulfametoxazol 0.1 0.5
Sulfapiridina 0.5 20
Aguas Azitromicina 0.5 2.0
SPE LC-MS/MS 19
subterraneas Ciprofloxacina 2.0 5.0
Aguas Ciprofloxacina 2.5 5.0
SPE LC-MS/MS 19

superficiais Eritromicina 1.0 5.0



9.1.Extracdao em fase sélida

Como referido anteriormente, a SPE é uma técnica de pré-tratamento de amostras
muito utilizada em quimica, permitindo extrair e concentrar um ou mais analitos de uma
determinada amostra. Este € um método analitico semelhante a extragao liquido-liquido (LLE),
pois ambas as técnicas se baseiam na separagao dos varios solutos (analitos e interferentes)
de uma amostra, através de duas fases diferentes. No entanto, na LLE, a separagao ocorre
através de dois liquidos imisciveis, enquanto no SPE, a separagao é observada entre uma fase
sélida (um material adsorvente) e uma fase liquida, que normalmente é a amostra.'**"'®

O SPE é utilizado desde os anos 50, sendo que o seu uso tem vindo a crescer devido as
vantagens que esta técnica apresenta (sobretudo relativamente a LLE).'*"'** Algumas dessas
vantagens sao a rapidez do processo, a sua versatilidade (limpa e concentra), a sua simplicidade
de execugao, a sua reprodutibilidade, o menor consumo de solventes organicos, o baixo custo
e uma grande disponibilidade de adsorventes, podendo, ainda, ser automatizada.'*®'¢"'¢>'¢

O processo de extragao pode ser dividido, de um modo geral, em quatro passos:
acondicionamento (e ativagao), passagem da amostra, secagem e eluicao, tal como esta
representado na Figura 5. No primeiro passo, comeca-se por adicionar um solvente
apropriado as colunas (ativagao), o que permite a solvatagio dos compostos e, de seguida,
adiciona-se o mesmo solvente dos analitos (acondicionamento), que normalmente é a agua.
Nesta etapa, nao se deve deixar secar o adsorvente. O segundo passo consiste na passagem
da amostra pelas colunas com o auxilio de uma bomba de vacuo. Os analitos de interesse vao
ficar retidos no adsorvente e os interferentes vao ser descartados. No terceiro passo, faz-se
a lavagem das colunas com um solvente adequado, pois no passo anterior podem ter ficado
interferentes retidos nos adsorvente. E importante referir que o solvente escolhido nio deve
ter forga suficiente para retirar os analitos de interesse. Por fim, no quarto passo, realiza-se a
eluicao, passo esse que pretende quebrar a interagao entre os analitos que queremos analisar
e o adsorvente, sendo que, para isso, € necessario adicionar um solvente apropriado, que

permita recuperar os compostos a analisar.'*'¢"'
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Amostra

A Analitos de interesse

Jr B Interferentes

Figura 5 - Principais passos do procedimento de extragao em fase solida: | -

Acondicionamento; 2 — Passagem da amostra; 3 — Lavagem; 4 — Eluigao.'*'®!

A maior dificuldade da técnica de SPE prende-se com a selegao da melhor coluna e,
consequentemente, do melhor adsorvente, pois é através desta escolha que vai ser possivel
recuperar os analitos de interesse. Esta dificuldade resulta do facto de ser necessario
compreender os mecanismos de interagao entre os compostos que queremos utilizar e o
adsorvente, sendo, também, necessario conhecer as propriedades de ambos. Existe uma
grande multiplicidade de adsorventes, sendo os principais os poliméricos, os apolares e os de
troca ionica.’”'*®!%®
De acordo com a Tabela 8, a técnica de SPE é muito utilizada na extracao nao sé dos

farmacos em estudo, mas também de farmacos de outras classes. E, de facto, uma das técnicas

de extragao preferidas de muitos autores.

9.2. Cromatografia liquida

A cromatografia liquida é um método de eleicao em quimica analitica. Esta € uma técnica
utilizada para proceder a separagao dos varios compostos de uma mistura, fazendo passar
continuamente a mistura por duas fases. Uma dessas fases move-se (fase movel) em relagao a
outra (fase estacionaria), sempre de uma forma continua. Ou seja, uma substancia, ao passar

por uma coluna com uma dada fase estaciondria, é arrastada por uma fase moével (eluente).'*?
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De modo a satisfazer a procura de uma separagao rapida e eficiente, novos tipos de
cromatografia liquida tém surgido nos ultimos anos, como o HPLC e, mais recentemente, o
UHPLC. A técnica de HPLC faz uso de elevadas pressoes para forgar o solvente a atravessar
uma coluna cromatografica repleta de particulas microporosas, sob um fluxo constante,
permitindo obter uma maior separagao dos solutos introduzidos no sistema de cromatografia.
Este sistema é constituido por um solvente, uma bomba, um sistema de injegao, uma coluna
cromatografica, um detetor e um sistema de tratamento de dados, tal como esta representado
na Figura 6. O UHPLC baseia-se nos mesmos principios que o HPLC, sendo que a principal
diferenca esta no diametro das particulas que formam a fase estacionaria e que ¢ inferior a 2
pum; por sua vez, no HPLC as particulas tém tamanhos entre 3 e 5 ym. Para além disso, o
UHPLC permite obter melhor velocidade, resolugao cromatogriafica e sensibilidade da analise,
o que vai possibilitar uma menor utilizagao de solvente, tendo vindo a ser cada vez mais
utilizada por investigadores cientificos, nomeadamente para a pesquisa de farmacos em aguas

(sobretudo antibiéticos e anti-inflamatérios).'*>'*¢'¢"~¢?

S 4
S’ PC for Data
Acquisition

Solvent Pump Detector Waste

Figura 6 - Figura esquematica da composicio geral de um sistema cromatogrifico.'”

Pela andlise da Tabela 8, podemos observar que em muitos estudos a cromatografia
liquida é o método analitico usado para verificar a ocorréncia de firmacos em varios tipos de

aguas, nomeadamente o HPLC e o UHPLC.
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9.3.Detecao por espectrometria de massa

A espectrometria de massa é uma técnica que se baseia na ionizagao em fase gasosa das
moléculas da substancia a analisar, sendo que os iGes vao ser separados pela sua razao massa-
carga (m/z). E uma técnica que permite, nio sé6 medir com precisio a massa molecular de
atomos e moléculas convertendo-os em ides carregados, mas também determinar a estrutura
de uma molécula. Esta é uma técnica muito utilizada pela comunidade cientifica, devido a sua
versatilidade, precisao e sensibilidade. Um espectrometro de massa é constituido por uma
fonte de ionizagao, um analisador de massas, um detetor e um sistema de dados, tal como

esta representado na Figura 7.'""'7

Electronics

lon Mass etect Data
S0UIC analyzer system

[nl

Vacu |
S | .

Mass spectrum

Figura 7 - Figura esquematica dos componentes de um espectréometro de massa.'”?

Os métodos de ionizagao mais comummente usados em LC-MS sao a ionizagao quimica,
ionizagao eletronica (El), o APCI (“Atmospheric Pressure Chemical lonization”), o MALDI (“Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization”), o FAB (“Fast Atom Bombardment”) e o ESI (ionizagao por
electrospray). Esta Gltima foi usada neste estudo, sendo, também, utilizada noutros estudos,
pois € uma ferramenta sensivel, fidvel, robusta e facil de usar. Concluida a ionizagao, é
necessario proceder a separac¢ao dos ides e a medigao das intensidades. Para isso, € necessario
utilizar um analisador, sendo os mais comuns o de setor magnético, quadropolo (Q), armadilha
idnica e o tempo de voo (ToF). De seguida, faz-se a detegao, sendo que os detetores mais
frequentes sao o detetor copo de Faraday, multiplicadores de eletroes e pos-aceleragao. Por
fim, através do sistema de dados, obtém-se os espectros de massa das substancias em estudo,
sendo utilizado para esse efeito um computador.'”'™'"*

Mais uma vez, pela analise da Tabela 8, é possivel depreender que a espectroscopia de

massa é o método de detecao mais usual entre os investigadores.
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PARTE Il - COMPONENTE EXPERIMENTAL




I. MATERIAIS E METODOS

l.1.Amostragem

Foram recolhidas 17 amostras de aguas residuais tratadas de diferente ETARs
(submetidas a desinfegao UV), | | amostras de aguas subterraneas e 2 amostras da Ribeira do
Cadouco, todas da regiao do Algarve, durante a época de verao. Esta recolha foi realizada
pelas autoridades nacionais, para garantir procedimentos de amostragem corretos.
Posteriormente, retirou-se um litro de agua para proceder a analise, que depois foi
armazenada em recipientes de polietileno de alta densidade, que haviam sido antecipadamente
lavados com agua bi-destilada. De seguida, as amostras foram acidificadas até pH 3 com acido
formico (CH,O;) e transportadas em condi¢oes de refrigeracao até ao laboratério da

faculdade, local onde foram armazenadas a uma temperatura de -20°C até a sua analise.

1.2. Materiais e reagentes

Materiais utilizados:

v Bomba de vicuo modelo Vacuum pump v-700 (Buchi (Flawil, Suica))

v' Bomba de vicuo modelo Vacuum pump NO35AN.I8 (KNF Neuberger (Friburgo,
Alemanha))

Colunas OASIS HLB (Waters Corporation (Milford, Massachusetts, USA))

Filtros de 0,45 pm (Whatman Schleicher and Schuell (USA))

Filtros de 0,22 ym (Whatman (Dassel, Germany))

UHPLC “Shimadzu Nexere X2”

ToF-MS “ToF-MS 5600 — Sciex”

SRR NN NN

Coluna cromatografica “Zorbax Eclipse Plus C18”

Reagentes utilizados:

v' Agua bidestilada obtida de um sistema MilliporeMilli Q system (Bedford, MA, USA)
Agua para HPLC obtida de um sistema MilliporeMilli Q system (Bedford, MA, USA)
Metanol (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA))

Azoto (Sociedade Portuguesa do Ar Liquido “ARLIQUIDQO”, LDA (Algés, Portugal))
Padrao interno (Sulfameter) (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

A UANEE IR NN

Acido formico (Merck (Darmstadt, Germany))
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1.3. Procedimento Experimental

Inicialmente, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente. De seguida,
verificou-se o pH. As amostras que apresentaram um pH superior ao pretendido, foram
acidificadas até pH 3, com o auxilio de acido férmico.

Uma vez que se tratam de amostras complexas, antes de se efetuar a extragao, é
necessario realizar uma etapa de preparagao. Assim, foram efetuadas duas filtragoes com filtro
de membrana, a vacuo, primeiro com um filtro de 0,45 pm e, de seguida, com um filtro de
0,22 um (Figura 8). No final das filtragoes, foram medidos e analisados 500 mL de cada amostra

filtrada.

Figura 8 — Filtragao da amostra com o filtro de 0,45 pm (esquerda) e com o filtro de 0,22

pm (direita).

Posteriormente, as amostras foram adicionados 500 pL de sulfameter, um padrao
interno, adicionado antes da extragao, para que sofra todas as alteragoes que as amostras vao
sofrer ao longo das proximas etapas. Desta forma, por comparagao com o sulfameter vamos
quantificar a presenga (ou auséncia se for o caso) de farmacos nas aguas.

De seguida, procedeu-se ao passo de extragao em fase solida (Figura 9), tendo sido
utilizadas, para isso, colunas OASIS HLB (200 mg, 10 mL/min de fluxo maximo). Apesar de
nao ser um passo obrigatério, inicialmente, estas colunas foram acondicionadas (ativadas) com
2 mL de metanol e 2 mL de 4gua para HPLC, permitindo que todos os processos fossem mais

rapidos. Posteriormente, fizeram-se passar, em cada coluna, 500 mL de cada uma das
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amostras. Em seguida, as colunas foram lavadas com 6 mL de metanol:agua (10:90), para
arrastar todos os possiveis interferentes que possam ter permanecido na coluna. Logo depois,
secaram-se as colunas durante |5 min. Apos esse periodo de tempo, fez-se a eluigao,

colocando 6 mL de metanol em cada coluna, para arrastar os compostos em estudo.

Figura 9 — Extracao em fase solida (SPE), utilizando colunas OASIS HLB.

Posteriormente, o eluato foi evaporado até a secura, sob uma corrente suave de azoto
(gas inerte), a 40°C e logo apds os extratos estarem secos, foram armazenados a -20°C até a
analise cromatografica.

Efetuada a extragao, passou-se a andlise cromatografica. Esta andlise foi realizada no
INIAV (Instituto Nacional de Investigagao Agraria e Veterinaria), tendo sido usado um sistema
UHPLC “Shimadzu Nexere X2” acoplado a espectrometria de massa com analisador por tempo
de voo (ToF-MS) “ToF-MS 5600 — Sciex”. Neste sistema, foi utilizada uma coluna
cromatografica “Zorbax Eclipse Plus C18” (tamanho da particula de 1,8 ym, 2.1 mm i.d. x 50
mm), tendo sido mantida a uma temperatura de 40°C. Este sistema esta representado na

Figura 10.
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Figura 10 — Cromatografia liquida de elevada resolugao acoplada a detetor de massa com

analisador por tempo de voo (INIAV).

As amostras obtidas no final do passo de extragao foram, posteriormente, dissolvidas

(reconstituidas) em 0,5 mL de uma solugao de metanol:agua (10:90), filtradas e injetadas. Para

isso, foi usado um volume de injegao de 10 pL, com um fluxo de 0,5 mL/min.

Relativamente ao gradiente, foram utilizados dois sistemas, uma fase movel A,

constituida por 0,1% de acido formico e uma fase mével B, constituida por acetonitrilo. Na

Tabela 9, esta representado gradiente ao longo do tempo.

Tabela 9 - Gradiente ao longo do tempo de anilise.

Tempo (min) Gradiente A (%) Gradiente B (%)
0 97 3
2 97 3
5 40 60
9 0 100
10 97 3
I 97 3

Por fim, a espectrometria de massa foi realizada no modo de ionizagado com um

electrospay positivo e com uma gama de massas de 100-920 Da.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1.Performance analitica

A performance da metodologia analitica utilizada possibilita assegurar que os resultados
obtidos sio verdadeiros.'*

Uma vez que a etapa da analise cromatografica foi realizada no INIAV, o método foi,
também, validado pelos profissionais deste laboratério. Desta forma, foram obtidos os valores
do limite de detecao (LOD), limite de quantificagao (LOQ), repetibilidade e reprodutibilidade,

representados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores do LOD, LOQ, repetibilidade e reprodutibilidade.

Repetibilidade Reprodutibilidade
Farmacos LOD (ng/L) LOQ (ng/L)

(%) (%)

Diclofenac 0.03 0.10 5.9% 8.8%
Azitromicina 0.03 0.09 11.5% 14.4%
Ciprofloxacina 6.94 23.12 3.2% 4.7%
Ofloxacina 1.98 6.61 1.4% 2.6%
Sulfametoxazol 0.05 0.18 2.5% 3.7%
Sulfapiridina 0.91 3.04 3.3% 3.3%
Trimetoprim 1.61 5.36 4.3% 6.4%

Pela analise da Tabela 10, verifica-se que os valores do LOD variaram entre 0.03 ng/L e
6.94 ng/L, enquanto que os valores do LOQ variaram entre 0.10 ng /L e 23.12 ng/L. Estes

valores estao de acordo com os obtidos por outros autores, tal como esta representado na

Tabela 8.

2.2.Ocorréncia de anti-inflamatorios e antibioticos

Aguas Residuais Tratadas

Relativamente as amostras de aguas residuais tratadas, analisando a Figura | |, observa-
se que o farmaco que ocorre, sucessivamente, em maiores concentragoes € o anti-inflamatorio

diclofenac. De facto, a concentragao minima encontrada para este farmaco foi de 92.14 ng/L
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(amostra EOI3) e a maxima foi de 1196.61 ng/L (amostra S003), tendo uma concentragao

média de 165.91 ng/L.
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Aguas Residuais Tratadas
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Figura || — Concentracao dos farmacos estudados em |7 amostras de aguas residuais tratadas, da regiao do Algarve.
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Estes dados estao diretamente relacionados com o padrao de consumo dos portugueses.
Segundo um relatério do INFARMED, o diclofenac foi a segunda substancia ativa mais vendida
em Portugal (considerando apenas medicamentos nao sujeitos a receita médica; valor
percentual de embalagens vendidas), no ano de 2021, facto que pode ajudar a explicar as
concentragdes encontradas para este farmaco.”

Comparando os resultados obtidos com outros estudos, verifica-se que a concentragao
média de diclofenac nas nossas amostras (165.91 ng/L) é ligeiramente superior a concentragao
média encontrada num estudo realizado em efluentes de 90 ETARs urbanas europeias (49
ng/L).'”” Num outro estudo, foi, mais uma vez, observada uma concentragio média para este
farmaco ligeiramente inferior aquela que obtivemos, tendo esta sido de 42.9 ng/L.'" Este facto
€ ainda mais evidente quando olhamos individualmente para as amostras, uma vez que a
amostra S003 apresenta valores de concentragao muito acima das médias encontradas neste
e nos estudos citados.

Quanto aos antibidticos, obtiveram-se concentragoes médias de 29.77 ng/L para a
ciprofloxacina, 19.10 ng/L para a ofloxacina, 15.96ng/L para o sulfametoxazol, 36.72 ng/L para
a sulfapiridina e 34.37 para o trimetoprim. Estes valores sao relativamente baixos e, quando
comparados com outros estudos, verifica-se que sao bastante inferiores aos valores médios
encontrados tanto no estudo realizado em efluentes de 90 ETARs urbanas europeias, quanto
ao estudo efetuado em efluentes de ETAR em Portugal.''*>'”

Para além disso, a andlise da Figura | | permite afirmar que a amostra S003 foi aquela em
que se obteve concentragoes mais elevadas para varios dos farmacos estudados, sendo por

isso uma possivel fonte de contaminagao do meio aquatico.

Aguas Superficiais

No caso das amostras de agua da Ribeira do Cadouco (jusante e montante), os

resultados alcangados estao representados na Figura |2.
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Figura 12 — Concentragao dos firmacos estudados nas amostras de agua recolhidas a jusante

e a montante da ribeira do Cadougo, da regiao do Algarve.

Mais uma vez se observa que o diclofenac foi o farmaco com a concentragao mais
elevada, tendo um valor minimo de 180.56 ng/L (jusante), um maximo de 968.68 ng/L
(montante) e um médio de 574.62 ng/L. O valor médio da concentragao é bastante superior
ao das amostras anteriores, algo que nao deveria acontecer, uma vez que a concentragao dos
farmacos tende a diminuir do afluente da ETAR para a efluente e desta para as aguas da
superficie. Para além disso, seria expectavel que a jusante as concentragoes fossem superiores
do que a montante, tal como um estudo realizado em Portugal demonstrou.’’ Também temos
de ter em consideragio que, no caso das aguas residuais tratadas, foram recolhidas 17
amostras, enquanto que na ribeira do Cadougo foram apenas 2 amostras e, para além disso,
observa-se que o valor maximo na ribeira é menor do que o valor maximo encontrado nas
aguas residuais tratadas. Ainda assim, estes valores sao elevados, sobretudo quando
comparados com os valores de um estudo realizado em aguas de superficie portuguesas, o
qual obteve uma concentragao minima de 25.13 ng/L e maxima de 51.24 ng/L para o
diclofenac.’’ No entanto, é importante realcar que este foi o segundo firmaco mais consumido
em Portugal, no ano de 2021, o que pode ajudar a compreender estes resultados.

No caso dos antibidticos, a jusante foram apenas observados a sulfapiridina e o
trimetoprim, ambos em concentragées muito baixas (14.24 ng/L e 14.31, respetivamente). Ja
a montante foram encontrados a ciprofloxacina e a ofloxacina (144.95 ng/L e 125.91 ng/L,

respetivamente). Mais uma vez se verifica que a jusante as concentragoes sao inferiores do
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que a montante. Ainda assim, quando comparamos estes valores com os que foram obtidos
num estudo realizado em Portugal, verificamos, novamente, que as concentragoes encontradas
no nosso trabalho sao inferiores as do estudo, com excecao da ofloxacina, cujo resultado

obtido é bastante proximo do que é descrito na literatura (120 ng/L).**'"*

Aguas Subterrineas

No que concerne ao grafico das aguas subterraneas (Figura |3), verifica-se que apenas
um dos farmacos estudados foi encontrado nas amostras, nomeadamente nas amostras Sub 7,
Sub 8, Sub 9 e Sub 10. Esse farmaco foi o trimetoprim, tendo sido encontrado em baixas

concentragoes.

Aguas Subterrineas
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Figura 13 — Concentragao dos farmacos estudados em | | amostras de dguas subterraneas,

da regiao do Algarve.

De facto, a concentragao de trimetoprim mais elevada foi de 6.85 ng/L, tendo sido
encontrada na amostra Sub 7, a mais baixa foi de 3.93 ng/L (amostra Sub 10) e a concentragao
média foi de 2.23 ng/L, isto se tivermos em consideragao as amostras em que nao foi
encontrado este fairmaco. Analisando comparativamente os resultados obtidos para este
farmaco com os resultados obtidos para este mesmo farmaco de um estudo efetuado em
Espanha, verifica-se que os valores sao muito préximos, estando, por isso, estes resultados de

acordo com a literatura.'"®
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Ainda que seja esperado que a ocorréncia de residuos farmacologicos em aguas
subterraneas seja em concentragoes baixas ou praticamente inexistentes, esta ainda acontece.
Alguns estudos obtiveram, nao so6 concentragdes para o trimetoprim, mas também para
outros farmacos, alguns deles em concentragoes significativas, como é o caso das analises
efetuadas na India."*""”""” Desta forma, face aos valores de concentracio encontrados nas
amostras de aguas subterraneas algarvias, € legitimo afirmar que estes resultados foram
bastante positivos.

Excetuando o diclofenac, as concentragoes encontradas, nas varias amostras de aguas
algarvias (Figuras |1, 12 e |3), sao relativamente baixas, estando a grande maioria abaixo das
médias registadas noutros estudos. Este facto pode estar diretamente associado a baixa
densidade populacional na zona do Algarve no momento e no local em que se realizou a
recolha das amostras. Estas foram recolhidas entre os meses de junho e setembro de 2021.
O Algarve é uma zona maioritariamente turistica, sobretudo de turismo balnear (verao), pelo
que o inicio e boa parte da recolha de amostras coincidiu com esta época balnear, no entanto,
face a pandemia da COVID-19, houve menos pessoas a deslocarem-se para a zona. Desta
forma, uma densidade populacional mais baixa do que o normal pode ter contribuido para os
valores de concentragao obtidos. No caso do diclofenac, como foi referido, este foi o segundo
farmaco mais vendido em Portugal, no ano de 2021, pelo que os valores da sua concentragao
nao foram tao afetados pelas causas acima referidas.

Um outro fator que pode contribuir para uma menor concentragao de farmacos nas
aguas € a variagao sazonal, pois durante o verao as concentragoes destes tendem a diminuir,
uma vez que muitos destes compostos se degradam face ao calor sentido durante esta época
do ano. Para além disso, no verao, a procura por antibidticos e anti-inflamatorios é&,
normalmente, inferior. Estudos realizados na regiao do Algarve demonstraram que a
primavera apresentava uma menor concentragao de farmacos nas aguas, quando comparado
com o verao, algo que nao seria expetavel, mas que era facilmente explicado devido ao
aumento drastico da populagao algarvia durante a época balnear, pelo que também mais
medicamentos sao consumidos. No entanto, como foi referido, no ano de 2021, a densidade
populacional do Algarve durante o verao foi muito inferior a registada em anos anteriores,
pelo que também ha um menor consumo de farmacos, levando a que as concentragoes obtidas

no nosso estudo sejam inferiores.**”*!
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CONCLUSAO

O principal objetivo deste trabalho era verificar a ocorréncia de farmacos em amostras
de aguas residuais tratadas, aguas da ribeira do Cadougo (jusante e montante) e aguas
subterraneas, todas elas pertencentes a regiao do Algarve. Assim, foi selecionado para o
estudo o anti-inflamatoério diclofenac e os antibidticos azitromicina, ciprofloxacina, ofloxacina,
sulfametoxazol, sulfapiridina e trimetoprim.

O farmaco que foi detetado em maiores concentragoes foi o diclofenac. Nas amostras
de aguas residuais tratadas teve uma concentragao minima de 92.14 ng/L (amostra EO|3), uma
maxima de 1196.6] ng/L (amostra S003) e uma concentragao média de 165.91 ng/L. No
entanto, o que contribui para que se tenham obtido valores mais altos de concentragao para
este composto foi a amostra S003. No caso das amostras de agua da ribeira do Cadougo, mais
uma vez o diclofenac foi o composto encontrado em maior concentragao, apresentando um
valor a jusante de 180.56 ng/L e a montante de 968.68 ng/L. Ainda assim, estes valores eram
expectaveis, visto que estao de acordo com o padrao de consumo dos portugueses, pois
segundo o INFARMED, o diclofenac foi a segunda substancia ativa mais vendida em Portugal,
no ano de 2021.

Ja os antibioticos foram encontrados, de uma forma geral, em baixas concentra¢ées. No
caso das aguas subterraneas, o Unico farmaco detetado foi o trimetoprim, apenas detetado
em cinco amostras, tendo uma concentracao média de 2.23 ng/L. Neste tipo de aguas, nem
mesmo o diclofenac foi encontrado. Visto que as aguas subterraneas sao um dos principais
reservatorios e fontes de abastecimento das sociedades e tendo em conta que o Algarve é
uma regiao que sofre com problemas de seca, devido as alteragoes climaticas, a baixa
ocorréncia de fairmacos nestas aguas é um facto extremamente importante. Também nas
amostras de aguas residuais tratadas e de aguas da ribeira do Cadougo, os antibiéticos foram
detetados em baixas concentragoes. No entanto, a amostra S003, uma vez mais, foi aquela em
que se encontraram as maiores concentracoes de antibioticos, pelo que é possivel que a ETAR
da amostra S003 seja uma das principais fontes de contaminagao ambiental desta regiao.

Estas baixas concentragoes encontradas para os antibioticos podem ser explicadas pelo
facto de as amostras terem sido recolhidas durante o verao de 2021, ano que também ficou
marcado pela pandemia da COVID-19, o que levou menos turistas para o Algarve, regiao essa
com uma baixa densidade populacional e que vive, principalmente, do turismo balnear. Para

além disso, o facto das amostras terem sido recolhidas na época do verao, também ajuda a
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explicar que as concentragoes sejam mais baixas, pois, nesta altura do ano, o calor vai provocar
uma maior degradagao dos farmacos.

Assim, ainda que de uma forma geral os resultados tenham sido bastante positivos, mais
estudos devem ser realizados, pois nao se tem um conhecimento preciso acerca das
complicagoes que a ocorréncia destes farmacos, no meio aquatico, tem para a satide dos seres
humanos e de muitos dos animais, mesmo em baixas concentragoes. Para além disso, agora
que a densidade populacional na época de verao tem voltado a normalidade no Algarve, devem
ser realizadas novas andlises as aguas desta regiao, de modo a que seja possivel confirmar os

resultados adquiridos nesta dissertagao e retirar conclusdes sem a influéncia pandémica.
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