UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA SANITARIA E AMBIENTAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

Patricia Sobierajski Barreto

BIODEGRADABILIDADE DO ANTINEOPLASICO CICLOFOSFAMIDA

POR PROCESSO ANAEROBIO

Tese apresentada ao Curso de Pds-Graduacdo em
Engenharia Ambiental da Universidade Federal de
Santa Catarina para obtenc¢ao do grau de Doutor em
Engenharia Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Sebastido Roberto Soares

Florianépolis, outubro de 2007






Ficha Catalografica:

BARRETO, Patricia Sobierajski. Biodegradabilidade do  Antineopldsico
Ciclofosfamida por Processo Anaerébio.

Patricia Sobierajski Barreto - Floriandpolis, 2007, 155p. Tese (Doutorado)
Universidade Federal de Santa Catarina — Programa de P6s-Graduacido em Engenharia
Ambiental — 2007.

Titulo em Inglés: Biodegradability of Antineoplasic Cyclophosphamide through
Anaerobic Process.




“Modele sua vida pelo bambu-gigante.
O exterior, embora liso e agraddvel ao contato, é
duro e resistente a espada. Por dentro é macio,
flexivel, com muito espago vazio para o continuo
crescimento. Sozinho, sobe alto e reto, sempre se
projetando para o céu. Ld em cima espalha sua
beleza ao sol. Ndo se apdia em nada. Cria seu
proprio caminho. Talvez proximo de outros, uma
parte dos outros. Mas depende basicamente de sua
propria forca e vigor”.

(Leo Buscaglia)



Dedicatdria

Ao meu esposo Orlando e ao nosso
filho Diego, que sdo a biissola da
minha vida.




Agradecimentos

v' A DEUS, autor da vida, e que incutiu no ser humano o desejo e a capacidade de construir um

mundo melhor.

v" A Universidade Federal de Santa Catarina, através do Programa de P4s-Graduagdo em
Engenharia Ambiental, foi a instituicao que possibilitou a realizacdo do doutorado, mas foram

os professores, funciondrios e colegas que fizeram a diferenca.

v Ao meu Orientador Prof. Dr. Sebastido Roberto Soares, pela oportunidade de realizacdo deste

trabalho.
v" Aos membros da banca por sua disponibilidade em participar da concluséo desta etapa.

v A professora Dra. Juliet Kiyoko Sugai, pelo incentivo durante o doutorado, e por me
ensinar “que o verdadeiro homem mede sua forca quando se defronta com o obstdculo”

(Saint-Exupéry).

v' Aos meus pais, Carlos Frederico e Maria Theresinha, por dispensarem parte da sua

existéncia a minha existéncia.

v' A Sociedade brasileira, representada pelo CNPg/CTHidro, pela concessdo da bolsa de estudos

permitindo assim a realizacao deste trabalho.

v E, finalmente profundamente a todas as pessoas que entraram na minha vida e me inspiraram,
comoveram, contribuiram e iluminaram com sua presenga, em especial as amigas Catia e

Sibeli.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE GRAFICOS

LISTA DE QUADRO E TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Importancia do Trabalho ...........cooouiiiiiiiiiiiiiieee e
1.2. Justificativa e Estruturaco da TeSe .......ccovvveeriieeiiieeiee et
1.3, ODJELIVOS 1.uevieeiieeeiieeeiteeeiee ettt ete e e ste e et ee e taeeeaaeeessbeeesaseeensseesnsneesnsaeessseeensseens
1.4. HIpOteses € PIemMISSAS ....cccueiiriiiiiiiiiiiieeiite ettt ettt

2. QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA E CICLOFOSFAMIDA
2.1. Epidemiologia dO CANCET .......c.eeervieeiiieeriieeeiiieeeieeeeieeeseteeesveeesereeeareessneesneeens
2.2. Quimioterapia ANtiNEOPIASICA....ccuveeeriieeriiieeiiieeeiieeeiteeeteeeereeerreeeereessneesaeeens
2.3. Ciclofosfamida - CF ........ccouioiiiiiiiiiiiiceeceeeeee e

3. RESIDUOS DE SERVICOS DE SAUDE: ASPECTOS BASICOS
3.1. Residuos de Servigos de Saude - RSS: Classificacdo e Legislacdo ....................
3.2. Efluente Hospitalar: Fdrmacos Residuais no Meio Ambiente ...................ccu.....
3.3. Efluente Hospitalar: EStudos no Brasil .................cccceevveieiiiieniiieiniieeniieenieeens
3.4. Efluente Hospitalar: Drogas Antineopldsicas no Ambiente Aqudtico .................

3.5. Residuos de Antineoplasicos: Contaminacdo Ocupacional e Ambiental ............

10

11

12

14

15

16

16

19



4. TRATAMENTO DE EFLUENTES E PROCESSO ANAEROBIO

4.1. Tratamento de EfTUENLIES.......ooviiiiiiiiiieeeee ettt e e e et eavarees e e e eeeeens
4.2. Biodegradagao ANAETODIA ......cc.ueeeiuiieeiiieeiieecieeeciee et eire et eeiae e snaee e

4.3. Fatores que Interferem na Biodegradabilidade Anaerdbia...........cccceeevveennnnnnnne.

5. FERRAMENTAS DE ANALISE

5.1. Testes de Atividade Metanogénica Especifica e Biodegradabilidade................
5.2. Cromatografia para Amostras Ambientais — HPLC............cccccocevviiiieniinennnn.

5.3. Ensaios Ecotoxicol0gicos € MUtaZENICOS ........eeeveeeriieeniieerieeeereeeiieesieeesnnens

6. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

6.1. Etapa Preliminar: Delimitacdo da Abrangéncia do Estudo ...............................
6.2. Etapa 1: Levantamento de DAAOS .................cccueeeueeeeeieniieeeiieesieeeiieeeeeeesnens
6.3. Etapa 2: Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por Processo Anaerébio .......
6.4. Etapa 3: Avaliac@o CromatografiCa..............ccuevvueevvuiiniuieiiiieiiieeeiieeseieeennen

6.5. Etapa 4: Teste de Toxicidade e Mutagenicidade.....................cccccvevvueevvuennune..

7. RESULTADOS E DISCUSSOES
7.1. Etapa Preliminar: Delimitacdo da Abrangéncia do Estudo ...............................
7.2. Etapa 1: Levantamento de DAdOS .................cccoeeveieviiiiniiiiiiieiiiieeiieeeieeeieen
7.3. Etapa 2: Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por Processo Anaerébio .......
7.4. Etapa 3: Avaliac@o CromatOgrafiCa.............ccoueeeueeeeveenirieenieeenreeesieessveenneens
7.5. Etapa 4: Teste de Toxicidade e Mutagenicidade...................ccccccveevcveeeeueennne...

8. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

9. REFERENCIAS

10. ANEXOS

116

120

135



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Plano de tese 19
FIGURA 2: Estrutura quimica da ciclofosfamida. 29
FIGURA 3: Biotransformacao da ciclofosfamida. 31
FIGURA 4: Destino dos residuos de farmacos administrados em diversos ambientes 38
FIGURA 5: Simulacido do modelo de distribuicio da ciclofosfamida em ambiente fechado. 45
FIGURA 6: Esquema das interacdes entre as varias fases num digestor anaerébio 50
FIGURA 7: Seqiiéncia de processos na digestao anaerébia de macromoléculas complexas. 51
FIGURA 8: Estufa DBO utilizada para armazenar o lodo anaeroébio a 35°C 69
FIGURA 9: Sistema utilizado para nos teste de AME e Biodegradabilidade 71
FIGURA 10: Amostra de efluente dos digestores (amostra 1-5) 80
FIGURA 11: Esquema do teste de toxicidade aguda com Daphnia magna 81
FIGURA 12: Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna realizado no LABTOX 81
FIGURA 13: Esquema do teste de toxicidade cronica com Daphnia magna. 83
FIGURA 14: A e B - Coleta de peixes Oreochromis sp no LAPAD/AQI/UFSC 83
FIGURA 15: A) Coleta de sangue para o Teste de Microniicleo e B) Preparacio da lamina. 84
FIGURA 16: Teste de Micronitcleo -Aquarios controle e Ciclo 1, Ciclo 2, e Ciclo 3. 85
FIGURA 17: Teste de Micronticleo realizado no LABTOX. 85
FIGURA 18: Localizacdo geografica dos prestadores de servico oncolégico em Santa Catarina. 86
FIGURA 19: Localizacdo dos Estabelecimentos de Satde (+) utilizados nesta pesquisa. 88
FIGURA 20: Cromatogramas dos digestores antes do tratamento, no tempo de retenciio caracteristico da CF.......... 103
FIGURA 21: Cromatogramas dos digestores apds o tratamento, no tempo de retencio caracteristico da CF............. 104

FIGURA 22: A) Hemécitos Normais e B) Hemécitos micronucleados (HMN) 113




LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1:
GRAFICO 2:
GRAFICO 3:
GRAFICO 4:
GRAFICO 5:
GRAFICO 6:
GRAFICO 7:
GRAFICO 8:
GRAFICO 9:

GRAFICO 10:
GRAFICO 11:
GRAFICO 12:
GRAFICO 13:
GRAFICO 14:
GRAFICO 15:
GRAFICO 16:
GRAFICO 17:
GRAFICO 18:
GRAFICO 19:

10

Niimero de atendimentos oncolégicos realizados no CEPON de SC 27
Representacdo cromatografica da ciclofosfamida (HPLC) 57
Volume de metano produzido em CNTP em relacio ao tempo (horas) 93
Producio diaria de biogas nos digestores em funcio do tempo de teste (dias) - 1°bateria. .........oeeueeveeeee. 95
Producio acumulada de biogas nos digestores em funcdo do tempo do teste (dias)- I °bateria. ............... 95
Variacdo da DQO soliivel antes e apos o tratamento anaerébio — 1° bateria 96
Producio diaria de biogas nos digestores em funcio do tempo do teste (dias) - 2°bateria. .........ceuesveeeee. 97
Producio acumulada de biogas nos digestores em funcdo do tempo do teste (dias) - 2°bateria. .............. 97
Concentraciao de DQO solivel antes e apds o tratamento anaerébio — 2° bateria 98
Variacio da DQO soliivel antes e apds o tratamento anaerébio —1° e 2° bateria. 98
Curva de calibracao externa da ciclofosfamida - HPLC-UV 100
Quantificacao da CF (mg.L™) nos digestores antes e apds o tratamento anaerobio. .............eecrersereens 101
Cromatograma do padrao CF (vermelho) e do efluente do digestor amostra 5 (verde) .......cccceeueeurence 105
Espectro de massa CG-MS do pico A 106
Espectro de massa do pico B 106
CEs5)48h dos digestores para o teste de toxicidade aguda (anfes e aposS-tratamento)...........eceevesseesernne 109
Porcentagem de remocao de toxicidade aguda obtida nos efluentes apos-tratamento..............ecueeeeenne. 110
Variacédo da pH do lodo anaerébio ao longo do tempo 136
Variacdo da DQO (g/Kg) do lodo anaerébio ao longo do tempo 136



11

LISTA DE QUADRO E TABELAS

QUADRO 1: Classificac@o de alguns farmacos antineoplasicos segundo a IARC (2001) 28
TABELA 1: Trabalhos académicos produzidos no Brasil entre 1993 e 2006 (fonte: CAPES) 18
TABELA 2: Estimativa do miimero de casos novos de cincer segundo localizacao primaria. 26
TABELA 3: Metabolizaciio e excre¢io de farmacos antineoplasicos 47
TABELA 4: Composicao das Solucoes Estoques 70
TABELA 5: Composicéo dos digestores anaerébios (FRASCO I) - AME 72
TABELA 6: Composicéo dos digestores anaerébios (FRASCO 1) - 1° bateria 73
TABELA 7: Composicio dos digestores anaerobios (FRASCO 1) - 2° bateria 74
TABELA 8: Estabelecimentos de Satide envolvidos no tratamento do cincer em SC, por regiao. 86

TABELA 9: Quantificacio dos antineoplasicos mais prescritos nas Clinicas de Florianépolis ( 2002) .......

TABELA 10:Quantificacio dos antineoplasicos mais prescritos nos Hospitais em Florianépolis (2002)

TABELA 11: Antineoplasicos mais prescritos nos Estabelecimentos de Satide pesquisados (2002) .....c.cceeesursncsarsoncsases 90
TABELA 12: Caracterizac¢io do indculo (lodo) 91
TABELA 13: Resultados do teste de AME para o grupo (ac. organicos) 92
TABELA 14: Produgio acumulada de metano (mL) - 1° bateria 94
TABELA 15: Eficiéncia de remocio DQO apés tratamento anaerobio (I° bateria) 95
TABELA 16: Producao acumulada de metano (mL) - 2° bateria 97
TABELA 17: Eficiéncia de remocido DQO apés tratamento anaerébio (2° bateria) 98
TABELA 18: Dados da curva de calibracao externa da ciclofosfamida - HPLC-UV 99
TABELA 19: Concentraciio de CF (mg.L™) das amostra dos digestores, antes e apds-tratamento anaergbio. ............. 101
TABELA 20: Resultados do teste de toxicidade aguda (antes e apds o tratamento). 108
TABELA 21: Porcentagem de remocio de toxicidade aguda obtida nos digestores em func¢io do tratamento ........... 110
TABELA 22: Resultados do teste de mutagenicidade em amostra de dgua contendo CF 113
TABELA 23: Resultados do teste de mutagenicidade do efluente antes do tratamento anaerébio 115
TABELA 24: Dados brutos do Teste de Biodegradabilidade - 1° bateria 137
TABELA 25: Dados brutos do Teste de Biodegradabilidade - 2° bateria 138
TABELA 26: N° de organismos iméveis, pH e a CE 5)% 48 hs das amostras de efluentes antes-tratamento................ 155
TABELA 27: N° de organismos iméveis, pH e a CE 50% 48 hs das amostras de efluentes apds-tratamento ................. 155

TABELA 28: N° de organismos iméveis, pH e a CE 50% 48 hs das amostras de lodo e sol. de acidos organicos......... 155



12

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT
ADEME
ADN/DNA
ANVISA
ARN/RNA
CAS

CEE
CEPON
CETESB
CF

CG

CL
CONAMA
CPI

EIAS
EMIC
EPA

EPC

EPI

ETE
FATMA
FDA
FINEP
FUNASA
HPLC/CLEA
IARC
ICPEMC
INCA
IPCS

LAI

LAO

LAP

LPS

MS

MNs
NIST

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
Agence de 1 ’Environnent et de la Maitrise de 1 'Energie
Acido Desoxirribonucléico

Agencia nacional de Vigilancia Sanitiria

Acido Ribonucléico

Chemical Abstract Service

Comunidade Econdmica Européia

Centro de Pesquisas Oncolégicas

Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental
Ciclofosfamida

Cromatografia Gasosa

Cromatografia Liquida

Conselho Nacional do Meio Ambiente

Comissdo Parlamentar de Inquérito

Estudos de Impactos Ambientais

Environmental Mutagen Information Center
Agéncia de Protecdo Ambiental

Equipamento de Protecéo Coletivo

Equipamento de Protecdo Individual

Estagdes de Tratamento de Esgotos

Fundacdo do Meio Ambiente

Food and Drug Administration

Financiadora de Estudos e Projetos

Fundacdo Nacional Satde

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
International Agency for Reserach on Cancer
International Commission for Protection against Environmental Mutagens and Carcinogens
Instituto Nacional de Céancer

Programa Internacional para Seguranca Quimica
Licenga Ambiental de Instalagdo

Licenca Ambiental de Operagdo

Licenca Ambiental Prévia

Permeabilidade da Membrana Lipopolissacaridea
Ministério da Satude

Microntcleo

National Institute of Standards and Technology



OCDE
OD
OMS
PEC
PFM
PM
RDC
RCBP
RIMAS
RSS
SBR
SEM
SIM
SISNAMA
SNC
USEPA
UICC
USGS
WHO

Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmicos
Oxigénio Dissolvido

Organizacdo Mundial da Saude

Projecdo de Concentragdo Ambiental
Potencial de Formagdo Mutagénica

Peso Molecular

Resolugdo da Diretoria Colegiada

Registros de Cancer de Base Populacional
Relatérios de Impactos Ambientais

Residuos Sélidos de Servigos de Saidde
Contadores Bioldgicos Rotatérios
Environmental Mutagen Society

Sistema de informacdes sobre Mortalidade
Sistema Nacional do Meio Ambiente

Sistema Nervoso Central

United State Environmental Protection Agency
International Union Against Cancer

Union State Geological Survey

World Health Organization

13



14

RESUMO

BARRETO, Patricia Sobierajski. BIODEGRADABILIDADE DO ANTINEOPLASICO CICLOFOSFAMIDA
POR PROCESSO ANAEROBIO. Doutoranda em Engenharia Ambiental — Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis, 2007.

A ciclofosfamida (CF) é um antineoplasico derivado da mostarda nitrogenada, utilizada no tratamento
de varios tipos de cancer. Esse fairmaco € incorporado ao meio ambiente, principalmente por excre¢do
urindria de pacientes em tratamento antineopldsico. A CF apresenta uma baixa biodegradabilidade em
estacdes de tratamento de esgoto que operam com sistema aerébio (KUMMERER, 2001), indicando
que a mesma pode retornar aos corpos d’4dgua. Esse antineopldsico foi selecionado para realizagdo
deste estudo por ser amplamente utilizado em estabelecimentos de satide dedicados ao tratamento de
cancer. Este trabalho tem como objetivo estabelecer o grau de biodegradabilidade desse farmaco,
verificando também a sua interferéncia sobre o processo anaerdbio. O teste de biodegradabilidade foi
realizado em escala laboratorial. A efetividade do processo de biodegradacdo da CF foi avaliada
através de medi¢do de biogds, andlises cromatogréficas e toxicoldgicas utilizando amostras dos
efluentes antes e apds o tratamento. Os resultados obtidos mostraram que a taxa de remocio de CF
variou entre 75,00 a 98,17 %, ndo sendo detectados metabdlitos da degradacio da CF. A produgdo de
biogas entre as amostras ocorreu de forma andloga, indicando que a CF ndo interferiu negativamente
na atividade dos microrganismos anaerdbios, essenciais para o sistema. J4, nos ensaios toxicoldgicos,
as amostras de apds o tratamento apresentaram uma reducio da toxicidade de até 77,5 % em relagdo
as amostras antes do tratamento. No entanto, os valores de CEsy 48h encontrados nas amostras

indicam que elas ainda possuem uma alta toxicidade, mesmo apds o processo de tratamento anaerdbio.

Palavras chave: ciclofosfamida, biodegradagao, tratamento anaerébio.
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ABSTRACT

BARRETO, Patricia Sobierajski. BIODEGRADABILITY OF ANTINEOPLASIC CYCLOPHOSPHAMIDE
THROUGH ANAEROBIC PROCESS. Doctor Student in Environmental Engineering — Federal University
of Santa Catarina, Floriané6polis, 2007.

The cyclophosphamide (CF) is an antineoplasic derivate from the hydrogenated mustard, used in
various type of cancer treatment. This drug is integrated into the environment mainly through the urine
from patients under cancer treatment. It presents a low biodegradability in wastewater treatment plants
operated through aerobic system (KUMMERER, 2001), indicating that the same is able to return to
the water bodies. The CF was selected for the achievement of this study due to its extended use in the
cancer health establishments. The objective of this work is to assess its biodegradability degree as well
as to verify its possible interference on the anaerobic process. The biodegradability test was performed
on a laboratorial scale. The CF biodegradation efficiency was determined by measuring the produced
biogas and through chromatographic and toxicology analysis on effluent samples before and after the
treatment. The obtained results showed that the CF removal rate, for different samples, varied between
75,00 and 98.17%, sub products of CF degradation were not detected. The biogas production between
tested samples occurred in a similar form, indicating that the CF does not interfere with the activity of
the anaerobic microorganisms, essentials for the system. On the other hand in the toxicological tests,
the samples after the treatment exhibited a toxicity decrease of 77.5% related to the samples of before
the treatment, however, the obtained values of CEs;48h in the effluents still prove its high toxicity of

all the samples, even after the anaerobic treatment.

Keywords: cyclophosphamide, biodegradation, anaerobic treatment.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os farmacos antineoplasicos sdo desenvolvidos para serem persistentes, ou seja, devem
manter suas caracteristicas quimicas durante o tempo necessdrio para servir ao propdsito terapéutico.
O crescente aumento do nimero de casos de cincer faz com que tais substincias sejam intensamente
utilizadas, tanto em ambientes hospitalares, como em consultérios médicos e residéncias. A partir
desse uso intenso, as estacdes de tratamento (quando elas existem) vém recebendo efluentes com
caracteristicas potencialmente perigosas ao meio ambiente. Assim, este estudo pretende avaliar, sob
condi¢es anaerdbias, a biodegradabilidade do antineopldsico ciclofosfamida (CF), um dos mais
utilizados no combate as neoplasias malignas.

Este trabalho se insere nas pesquisas no campo dos residuos de servicos de saide e tratamento
de efluentes liquidos, desenvolvidas no Departamento de Engenharia Sanitdria e Ambiental da UFSC
(Linha de pesquisa Residuos Sélidos Urbanos, Industriais e Agricolas do Programa de P6s Graduagdo
em Engenharia Ambiental). Os trabalhos que o antecedem iniciaram-se em 1996, pelo diagndstico da
producdo de residuos infecciosos no Hospital Universitario (SOARES, 1997). Tal trabalho foi seguido
pela pesquisa de SILVA (2000), sobre a composi¢do gravimétrica de um “residuo sélido hospitalar
tipo” e pela pesquisa fomentada pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), que avaliou o
comportamento de microrganismos ao longo do tempo na massa de residuos infecciosos e no seu
percolado (BARRELLA, 2002). Ainda na linha de residuos de infecciosos, foi desenvolvido um
estudo que avaliou diversos procedimentos de desinfeccdo de residuos (REBELATTO, 2006). Na
linha de residuos quimicos, SOUTO (2004) estudou a influéncia da ciclofosfamida sobre as bactérias
presentes na estacdo de tratamento de esgoto de Florian6polis e NETO (2004) avaliou a influéncia da
ciclofosfamida em um meio aquitico simulado. Outras pesquisas, relacionadas com digestdo
anaerébica e biogds (BELLI FILHO et al, 2002; PINTO, 2006), realizadas neste Departamento e
subsidiadas pelo Programa de Pesquisa em Saneamento Bésico (PROSAB) também cooperaram para
realizacdo deste trabalho.

Desta forma, a pesquisa em andlise visa contribuir com conhecimentos especificos em

residuos quimicos, pertencentes a Classe B, segundo a resolu¢do CONAMA N° 358/2005.

1.1. Importancia do Trabalho

O trabalho procura atender os critérios que caracterizam uma tese: contribuigcdo cientifica,
ineditismo e ndo trivialidade.

Quanto a contribuicdo cientifica, a importancia de avaliar a biodegradacdo da ciclofosfamida

por processo anaerdbio estd no fato de que as estacdes de tratamento de esgoto (ETEs), em sua maioria
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por processos aerdbios, ndo tém sido eficientes para a remoc¢do de compostos quimicos presentes em
diversos efluentes langados em sistemas ptiblicos (SAPIA e MORITA, 2003).

A resolucdo da ANVISA RDC n°. 306/2004, que regulamenta a gestdo de residuos de servicos
de saude, estabelece que os efluentes gerados por hospitais podem ser encaminhados para as ETEs. Na
auséncia dessas, a resolucdo da ANVISA RDC n°. 307/2002, que dispde sobre o Regulamento Técnico
para Projetos Fisicos de Estabelecimentos Assistenciais de Saude, adota como tratamento prévio e
disposi¢do final dos efluentes liquidos, o sistema de tanques sépticos normatizados pela NBR 13.969
da ABNT de 1997. No entanto, a presenca de residuos quimicos pode comprometer a taxa de digestdao
anaerébia nos tanques sépticos. No ambiente anaerébio, a degradacdo microbiana é geralmente lenta e
nem sempre resulta na mineralizacdo completa das substincias quimicas. Em certos casos, a
biodegradagao pode ser um processo tao lento que leva a bioacumulacio dos xenobidticos, que podem
interferir negativamente na atividade dos microrganismos anaerébios (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Quanto ao ineditismo, justifica-se a realizagcdo deste trabalho devido a constatacdo de que
poucas pesquisas estdo voltadas para os efluentes hospitalares e a presenga de antineopldsicos
residuais.

Os hospitais sdo reconhecidos como locais de grande concentracdo de pacientes e com
potencial elevado de geracdo de efluentes contaminados. As suas emissdes sdo geralmente do tipo
s6lido, liquido e gasoso, havendo maior €nfase sobre os residuos sélidos (BRASIL, 2002).

No Brasil, os 6rgdos controladores das emissdes t€ém grande preocupagdo com a geracio e
destinacdo dos residuos sélidos, havendo para esses uma extensa producao bibliogrifica e também na
forma de legislacao.

Para os residuos liquidos, a legislacdo € genérica e mais preocupada com os efluentes
industriais e, ultimamente, com o saneamento basico, ocorrendo o mesmo tratamento destinado aos
residuos e emissdes industriais, entretanto alguns trabalhos de avaliagdo, caracteriza¢do e destinacdo
dos efluentes liquidos t€m sido encontrados na literatura brasileira (ORTOLAN et al, 2000;
SILVEIRA, 2004). As pesquisas que destacam efluentes hospitalares estdo voltadas principalmente
para o estudo de dois grupos de farmacos residuais: os antibidticos, devido ao seu potencial de
desenvolvimento de bactérias resistentes no meio ambiente e por serem utilizados em grandes
quantidades tanto na medicina humana, quanto na veterindria (ORTOLAN, 1999), e o outro grupo de
destaque é o dos estrogénios, sendo que sua importancia reside no potencial de afetar o sistema
enddcrino (hormonal) tanto em organismos humanos quanto em animais (ARAUJO, 2006).

Informagdes obtidas junto ao Banco de Teses da Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES), no periodo compreendido entre 1993 e 2006 (CAPES, 2007) mostrou que
as dissertacdes e teses elaboradas em varios Estados e Instituicdes de Ensino Superior (IES) no Brasil

abordaram os seguintes temas relacionados aos Residuos de Servigos de Saide (RSS): Gestdo
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hospitalar (OROFINO, 1996; MACEDO, 2002; ARLEO, 2004; BURG, 2006); Gerenciamento
(CASTRO, 1995; MAMANI, 1997; OLIVEIRA, 2002; CARVALHO, 2003; SALOMAO, 2003;
SILVA, 2004; FARIAS, 2005; HADDAD, 2006); Legislacdo (VIANA, 2004; BARBOSA, 2004;
LEITE, 2006); Caracterizacio (MATTOSO, 1996; SILVA, 2000; BRANDT, 2002); Tratamento e
destinagdo final (MUNOZ, 2002; MACHADO, 2002; SPINA, 2003; SILVEIRA, 2004;
REBELATTO, 2006;),; Risco ocupacional (MARTINS, 2003; INTIMA, 2004); Residuos radioativos
(CASTRO, 2005; MATTOS, 2005); Efluente liquido (ALVES, 2006; VASCONCELLOS, 20006) e,
Contaminagcdo ambiental (SIMONELLI, 2003; IMOLENE, 2003; SOUZA, 2005).

A TAB. 1 apresenta o nimero de dissertacdes e teses produzidas no Brasil por regides entre

1993 e 2006 voltadas aos residuos de servicos de satide e efluente hospitalar.

TABELA 1: Trabalhos académicos produzidos no Brasil entre 1993 e 2006 (fonte: CAPES)

Regiao Instituicao de Ensino Dissertacio  Tese
Centro-oeste UNB/ UFMS 04 --
Nordeste UFC/ UESC/ UFBA/ UFPB/ UPE 16 --
Norte UEA 01 --
Sudeste UFSCar/ UNESP/ UFMG/ UNIFRAN/ UNIFESP/ USP 47 10

UNICAMP/ UNMEP/ UNISANTOS/ FGV/FIOCRUZ
Sul UFSC/ FURB/ UFRGS /UFSM/ UNIVALI/ UEM/ 28 06
UFPR/ UTFPR/ PUC/ UNESC

Nota: PUC: Universidade Catdlica do Parand; UNB: Universidade de Brasilia; UFMS: Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul; UFC: Universidade Federal do Ceard; UESC: Universidade Estadual de Santa Cruz; UFBA: Universidade
Federal da Bahia; UFPB: Universidade Federal da Paraiba; UPE: Universidade de Pernambuco; UEA: Universidade do
Estado do Amazonas; USP: Universidade de Sao Paulo; UFSCar: Universidade Federal de Siao Carlos; UNESP:
Universidade Estadual Paulista, UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais; UNMEP: Universidade Metodista de
Piracicaba; UNISANTOS: Universidade Catolica de Santos; UNIFRAN: Universidade de Franca; UNICAMP: Universidade
Estadual de Campinas; UNIFESP: Universidade Federal de Sdo Paulo; UFSC: Universidade Federal de Santa Catarina;
UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul; UEM: Universidade Estadual de Maringd; UFPR: Universidade
Federal do Parand; UTFPR: Universidade Tecnoldgica Federal do Parand; FURB: Universidade Regional de Blumenau e
UNIVALI: Universidade do Vale do Itajai; UNIDERP: Universidade para o desenvolvimento do Estado e da Regido do
Pantanal; FEEVALE: Federacdo de Estabelecimento de Ensino Superior em Novo Hamburgo; FGV: Fundagdo Getilio
Vargas; UNESC: Universidade do Extremo Sul Catarinense; FIOCRUZ: Fundagao Oswaldo Cruz.

Considerando o &mbito internacional, nos ultimos anos tem aumentado as pesquisas relativas a
presenca de formacos no meio ambiente (fontes, ocorréncias, destino, efeitos e riscos associados). Em
particular, pesquisas na Europa e América do Norte demonstraram que estas emissdes ndo podem ser
desprezadas. Relativo ao assunto deste trabalho (salvo juizo recente), ndo foram encontradas pesquisas
que envolvam a biodegradacao do antineoplésico ciclofosfamida por processo anaerdbio.

Quanto a ndo trivialidade, o trabalho elaborou um procedimento metodolégico contendo um

conjunto de ensaios para avaliar a capacidade de uma biomassa anaerdbia ativa de degradar o
antineopldsico ciclofosfamida. Vale ressaltar que, além da avaliagdo da biodegradabilidade por
medicdo de biogds, as amostras foram avaliadas por andlises cromatograficas (HPLC e CG) com

intuito de quantificar a concentragdo de ciclofosfamida biodegradada e seus metabdlitos. Também,
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foram realizadas andlises toxicoldgicas do efluente (antes e apds o tratamento) para determinar o grau

de toxicidade das amostras.

1.2. Justificativa e Estruturacao da Tese

Os capitulos da tese estfo estruturados de acordo com a FIG. 1. O Capitulo 1 descreve o
problema abordado e apresenta os objetivos perseguidos, bem como as consideracdes utilizadas para
tal fim. Eles estdo organizados visando responder quatro questdes para justificar a realizacdo deste
trabalho:

(1) Qual o antineopldsico mais utilizado no tratamento do cancer em Floriandpolis (SC)?
(2) A ciclofosfamida pode ser degradada por processo anaerébio?
(3) Como verificar a eficdcia do tratamento anaerdbio na degradagdo da ciclofosfamida?

(4) Como avaliar a qualidade do efluente gerado pelo tratamento anaerobio?
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Neste contexto apresentado na FIG. 1 deve-se fazer as seguintes indagacdes:

1. Qual o antineopldsico mais utilizado para o tratamento do cdncer em Florianopolis (SC)?

O numero de casos de cincer tem aumentado de maneira consideravel em todo o mundo,
principalmente a partir do século passado, configurando-se, na atualidade, como um dos mais
importantes problemas de saide publica mundial. Segundo o Centro de Pesquisas Oncoldgicas
(CEPON) de Santa Catarina, no ano de 2004 foram registrados 20.469 tratamentos quimioterdpicos no
Estado. O cancer representou a segunda causa de morte em SC entre 1996 e 2003, com 15 a 20 % de
6bitos (SERRANO, 2006).

A coleta de informacdes junto aos estabelecimentos de saide (publicos e particulares,
envolvidos diretamente com quimioterapia antineopldsica) atuantes no estado de Santa Catarina e na

cidade de Florian6polis/SC, permitiu determinar qual € o antineopldsico mais utilizado em

Florianépolis.

2. Qual é o efeito da ciclofosfamida sobre o processo anaerébio?

STEGER-HARTMANN et al (1997) estudaram a degradagao bioldgica da CF em uma estagdo
de tratamento de esgoto aerdbio. As conclusdes obtidas foram que esse fdrmaco possui uma
degradacdo muito baixa durante sua passagem pela ETE, indicando que o mesmo pode retornar aos
corpos hidricos. Tais resultados concordam com o relatado pela literatura sobre a baixa
biodegradabilidade da ciclofosfamida por processo aerébio (KUMMERER, 2004).

Dado que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitédria (Resolu¢do RDC ANVISA n° 306/2004-
item 1.1) recomenda que na auséncia de ETEs seja utilizado um sistema de tanques sépticos (sistema
anaer6bio), € importante verificar o que acontece em um sistema anaerdébio na presenca de CF. Assim,
a realizacdo de testes de biodegradabilidade anaerdbia, em escala laboratorial, permitird avaliar a
capacidade do processo de tratamento anaerdébio na degradacio da CF e a interferéncia da mesma no

referido processo.

3. Como verificar a eficdcia do tratamento anaerdobio na biodegradagdo da ciclofosfamida?

Para a detec¢do de farmacos (qualitativa e quantitativamente), diferentes métodos analiticos
sdao reportados na literatura (TURCI et al, 2002; STUMPF et al, 1999). Tais métodos sdao

principalmente utilizados para matrizes bioldgicas (por exemplo, sangue e urina); no entanto, através
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de alteracOes, esses métodos sdo também adequados para o estudo de amostras ambientais. Em
HANSEL et al (1997) é apresentada uma metodologia analitica baseada na cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) para realizar a deteccdo de CF residual. J4, TERNES (2001) utiliza a
cromatografia gasosa (CG-MS) para detectar a CF e seus metabdlitos em amostras de efluentes de
uma ETE simulada. Neste trabalho de tese foram adaptadas as metodologias propostas por HANSEL e
TERNES para realizar a quantificacdo da CF e seus metabdlitos em amostras antes € apds tratamento

anaerobio.

4. Como avaliar a qualidade do efluente gerado pelo tratamento anaerobio?

A qualidade de um efluente pode ser avaliada com a realizagdo de testes de toxicidade em
organismos aqudticos (CETESB, 1990). O uso de testes de toxicidade na andlise de amostras
ambientais € bastante abrangente, sua importincia aumenta na mesma propor¢cio em que cresce a
complexibilidade das transformacgdes quimicas que ocorrem no meio ambiente. Por exemplo,
GOLDSTEIN e ZAGATTO (1991) consideram que dentre os organismos recomendados para testes, a
Daphnia magna € a mais adequada para avaliacdo de toxicidade, por ser sensivel a diferentes grupos
de agentes quimicos além de sua facil manutengdo em laboratdrio.

Uma outra forma de avaliacio € o teste do micronucleo, utilizado para determinar os efeitos a
partir de compostos mutagénicos presentes em efluentes liquidos. Esses efeitos resultam em alteragcGes
bioquimicas e fisioldgicas no sangue dos peixes, indicando seu estado fisioldgico. Os peixes sdo um
instrumento muito ttil para monitoramento genotdxico aquético pela habilidade de metabolizar ou
bioacumular xenobiéticos (FERRARO, 2003).

Ambas as ferramentas mencionadas sao utilizadas neste trabalho.

Para responder estes questionamentos, o Capitulo 2 di uma énfase particular para os
elementos tedricos e cientificos relacionados ao cincer e seu tratamento pelos antineopldsicos, dentre
os quais foi selecionado o farmaco ciclofosfamida. Tal fairmaco, cuja selecdo € justificada na Secao de
procedimentos metodoldgicos, foi adotado como substdncia de referéncia para os ensaios. No
Capitulo 3 sdo abordados os aspectos basicos e legais que envolvem o tratamento de residuos de
servicos de satde e a presenga de fiarmacos residuais no meio ambiente. J4 no Capitulo 4, sio
expostos os aspectos gerais do processo de digestdo anaerdbia e os fatores que interferem na
biodegradabilidade. No Capitulo 5 foi ressaltada a importancia das andlises cromatograficas e

toxicoldgicas como ferramentas de andlise para avaliar a eficiéncia dos sistemas de tratamento e a
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qualidade do efluente gerado. O Capitulo 6 descreve os procedimentos metodolégicos para a

consecuc¢do dos objetivos, sendo dividido em cinco etapas descritas brevemente a seguir.

Etapa preliminar: Delimitacdo da Abrangéncia do Estudo

Este estudo abarca os estabelecimentos de satiide publicos e particulares, envolvidos
diretamente com quimioterapia antineopldsica, atuantes na cidade de Floriandpolis/SC. O
estudo foi centralizado no formaco antineopldsico mais utilizado nos tratamentos de cancer em

Florianépolis.

Etapa 1: Levantamento de Dados

A etapa 1 visou o levantamento de informacdes sobre os estabelecimentos de satde
que prestam tratamento antineopldsico em Florianépolis. O principal indicador para esta etapa
foi a identificacdo dos antineopldsicos mais utilizados e sua quantificacdo mensal/anual.
Assim, a partir da andlise desses dados selecionou-se o antineoplasico avaliado no presente

estudo.

Etapa 2: Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por processo anaerdébio

Nesta etapa verificou-se a possibilidade de interferéncia negativa do agente em estudo
sobre o processo bioldgico anaerébio de tratamento. Para tal, foram realizados testes
laboratoriais com a finalidade de avaliar a atividade metanogénica especifica (Teste de
AME), avaliar a biodegradabilidade da ciclofosfamida e avaliar a interferéncia da

ciclofosfamida no processo de biodegradacdo anaerébia.

Etapa 3: Avaliacdo Cromatogrdfica
Nesta etapa, foi identificada e quantificada a concentracdo de ciclofosfamida em
amostras do efluente antes e apds o tratamento anaerdbio, e os possiveis metabolitos gerados

da degradacdo da CF em amostras apos o tratamento (resultantes da etapa 2).

Etapa 4: Teste de toxicidade e mutagenicidade
Esta etapa consistiu da avaliacio dos efeitos agudos causados na espécie-teste
(Daphnia magna) e o potencial mutagénico “Ensaio de Micronticleo” em peixes da espécie

geophagus brasilienses, em amostras de dgua contendo CF.

No Capitulo 7 sao apresentados os resultados e discussdes encontradas em cada uma das
etapas metodoldgicas acima citadas. E, finalmente, no Capitulo 8 sdo apresentadas as conclusdes

a partir dos resultados expostos e também, sugestdes de pesquisa e as consideragdes gerais.



23

1.3. Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar o comportamento do antineoplésico ciclofosfamida no processo de biodegradacdo

anaerobia

Objetivos Especificos

1. Estimar o potencial de biodegradabilidade da ciclofosfamida e sua interferéncia no processo

anaerobio;

2. Investigar a eficiéncia do processo anaerdbio através da quantificacdo da concentragcdo de

ciclofosfamida e seus metabdlitos por andlises cromatograficas;

3. Avaliar o potencial toxicolégico das amostras do efluente antes e apds o tratamento;

4. Avaliar o potencial mutagénico da CF, por meio do ensaio de Microntcleo.
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1.4. Hipoéteses e Premissas

Hipoétese basica

Os residuos do antineoplasico ciclofosfamida, oriundos de tratamentos de cancer, podem ser

degradados por processos anaerébios de tratamento de efluentes?

Hipoéteses Secundarias

1. A ciclofosfamida interfere na eficiéncia dos processos anaerébios de tratamento de efluentes?

2. A biodegradacgdo anaerdbia da ciclofosfamida implica na reducao da toxicidade do efluente?

Premissas

1. Drogas com efeitos toxicos (mutagénicos, genotdxicos e/ou carcinogé€nicos) podem causar
dano em qualquer nivel de exposi¢do, ou seja, nao ha tolerancia nem estabelecimento de dose

referéncia (AZEVEDO E CHASIN, 2003).

2. A deteccdo de produtos farmacéuticos no efluente, 4gua superficial e na 4gua potdvel, indica o
potencial das substincias quimicas (estdveis e soliveis) em atingir o meio ambiente (WEBB et

al, 2003).
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2. QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA E CICLOFOSFAMIDA

2.1. Epidemiologia do Cancer

“A doenga denotada pela palavra cdncer é atribuida a Hipocrates, por
analogia com o caranguejo, a mover-se lentamente em todas as
direcdes. O cdncer é entendido como uma doenca em regido localizada,
de onde se espalha para o resto do organismo, até entdo sadio,

comendo-o por derradeiro” (LEAO, 1984).

O termo “cancer” é dado a um conjunto de mais de cem doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgdos. Dividindo-se rapidamente estas
células tendem a ser muito agressivas e incontroldveis, determinando a formacao do cancer (acumulo
de células cancerosas), ou neoplasias malignas.

O numero de casos de cincer tem aumentado de maneira consideravel em todo o mundo,
principalmente a partir do século passado, configurando-se, na atualidade, como um dos mais
importantes problemas de satde ptiblica mundial, sendo responsdvel por mais de 12% de todas as
causas de 6bito no mundo, mais de 7 milhdes de pessoas morrem anualmente da doenga. Como a
expectativa de vida no planeta tem melhorado gradativamente, a incidéncia de cancer, estimada em
2002 em 11 milhdes de casos novos, alcancard mais de 15 milhdes, em 2020. Esta previsdo, feita em
2005, é da International Union Against Cancer (UICC).

O Brasil continua a apresentar um quadro sanitdrio em que se combinam doencas ligadas a
pobreza, tipicas dos paises em desenvolvimento, e doencas cronico-degenerativas, caracteristicas dos
paises mais afluentes. Essa situagdo reflete, inquestionavelmente, as contradicdes do processo de
desenvolvimento do Pais. Dados do INCA (2006) mostram que o envelhecimento da populacdo indica
o aumento da expectativa de vida no Brasil e, com isso, a maior incidéncia das doencas, dentre elas o
cancer, que se constitui na segunda causa de morte por doenga, ficando atrds, apenas, das doencas do
aparelho circulatério. Em 2004, as neoplasias foram responsdveis por 141 mil 6bitos, ou seja, 13,7%
de todos os dbitos registrados.

A implementacgdo das acdes nacionais voltadas para a prevencdo e controle do cancer depende
diretamente das atividades relacionadas a vigilancia, que s@o realizadas com base nas informacdes
obtidas dos Registros de Céincer de Base Populacional (RCBP), supervisionados pelo Instituto
Nacional de Céancer (INCA) e do Sistema de Informacdo sobre Mortalidade (SIM), do Ministério da

Saide (MS), centralizado nacionalmente pela Secretaria de Vigilincia a Saide (SVS/MS). A partir
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destas informacdes, desde 1995, o INCA estima e publica anualmente a incidéncia de cancer, que tem
sido um recurso indispensavel para o planejamento destas acdes.

Em 2005, o Sistema Unico de Satide (SUS) registrou 423 mil internacdes por neoplasias
malignas, além de 1,6 milhdo de consultas ambulatoriais em oncologia. Mensalmente, sdo tratados
cerca de 128 mil pacientes em quimioterapia (INCA, 2006).

Os dados mais recentes do Ministério da Satide, disponibilizados pelo INCA, estimaram para
2006 a ocorréncia de 472.050 novos casos. No Estado de Santa Catarina, as estimativas foram de
18.870 novos casos e em Floriandpolis, as estimativas da taxa de incidéncia sdo de 1260 casos novos
por 100.000 habitantes, segundo localizacdo primaria (INCA, 2006).

A TAB. 2, resume a estimativa do nimero de casos novos de cancer, segundo localizagdo
primdria para os homens e mulheres no Brasil, Santa Catarina e Floriandpolis, nos anos de 2005 e
2006. Observa-se que entre os anos de 2005 e 2006 o aumento foi de quase 1%. Segundo o INCA, é
necessdrio, contudo, destacar que as diferencas observadas nos valores estimados para 2006 podem
representar apenas uma melhoria na qualidade das informag¢des do SIM e dos RCBP. Por isso,
extrapolagdes a partir das informacdes atuais devem ser feitas com cautela, particularmente quando se

examinam séries temporais.

TABELA 2: Estimativa do nimero de casos novos de cancer segundo localizagdo primaria.

Regiao Estimativa 2005 Estimativa 2006

Homens Mulheres Homens Mulheres
Florianopolis 650 750 630 630
Santa Catarina 10.060 8.310 10.250 8.520
Brasil 229.650 237.830 234.570 237.480
Total de novos casos 467.440 472.050

Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2006

SERRANO (2006) ressalta que o niimero de casos novos de cancer de pessoas residentes em
Florianodpolis identificadas pelo RCBP foi superior a estimativa do INCA para esta capital em 2001.
Foram encontrados em Florianépolis 1.253 casos novos ao longo do ano de 2000, enquanto o INCA
estimou apenas 780. No ano de 2000 nao foram calculadas estimativas para as capitais, mas tdo
somente para os estados.

O Centro de Pesquisas Oncolégicas “Dr. Alfredo Daura Jorge” - CEPON ¢€ o servigo ptblico
de referéncia no tratamento oncoldgico em Santa Catarina e Centro de Referéncia da Organizagdo
Mundial de Satide (OMS) para Medicina Paliativa no Brasil. De acordo com o disposto no Decreto
Estadual n°® 2.701, de 10/03/1998, que criou o Sistema Estadual de Oncologia, o CEPON ¢ o 6rgdo

central do sistema de assisténcia na drea do cancer em Santa Catarina. Suas fungdes sdo de controlar e
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avaliar as atividades inerentes a oncologia e as pesquisas oncoldgicas no Estado, em consonadncia com
a politica estadual de saide e normas federais pertinentes.

Segundo o CEPON de Santa Catarina, entre os anos de 2002 a 2005, os niimeros apontaram
para uma estabilizacdo na evolu¢do quantitativa na ordem de cerca de 10.000 atendimentos/ano. J4 em
2006, o acréscimo de mais de 18.000 atendimentos/ano deveu-se a transferéncia do CEPON para o
Complexo Oncoldgico, abertura de novos servigcos e o aprimoramento dos sistemas de coleta de dados

estatisticos (GRAF.1).
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GRAFICO 1: Niimero de atendimentos oncoldgicos realizados no CEPON de SC
Fonte: http://fahece.org.br. Acessado em agosto de 2007

2.2. Quimioterapia Antineoplasica

Os farmacos antineopldsicos ou citostiticos sdo quimioterapicos utilizados no tratamento de
algumas patologias, dentre elas o cancer. Eles constituem uma categoria de firmacos cujo emprego
estd progressivamente aumentando, como causa do crescente nimero de casos diagnosticados de
neoplasias. Sendo assim, consiste no uso de substincias quimicas, isoladas ou em combinagio,
objetivando destruir ou controlar o crescimento das células tumorais, podendo agir direta ou
indiretamente sobre elas, afetando da menor forma possivel a fun¢io das células normais do individuo.
O tratamento do cancer compreende cada vez mais a quimioterapia combinada e, as vezes, associagdao
com outros métodos de tratamentos como a radioterapia e cirurgia (MONTEIRO, 2001).

Quimicamente, o espectro das drogas antineopldsicas varia desde substancias inorganicas,
como carboplatina, até compostos organicos como ciclofosfamida e proteinas como hidroxiuréria
(ASTA MEDICA ONCOLOGY, 2001). Muitos farmacos anticancer sio antiproliferativos, afetando
também as células de divisdo rdpida. Eles sdo comumente téxicos para indmeras células normais do
organismo. Entre os seus efeitos adversos: nduseas e vomitos, depressdao da medula dssea, dificuldade
de cicatrizagdo, esterilidade e queda de cabelo (RANG et al, 2001).

O tratamento quimioterapico € totalmente contra-indicado em pacientes terminais, gravidas do
primeiro trimestre, criangas abaixo de trés meses ou pessoas com idade avancada, na presenca de

septicemia e coma (BONASSA, 2002).
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Em 1981, a International Agency for Reserach on Cancer (IARC) classificou os farmacos
antineopldsicos em quatro (4) grupos com relacdo a capacidade de produzir carcinogenicidade no
homem: Grupo 1 - carcindgenos para o ser humano; Grupo 2A - provdveis carcinégenos para o ser
humano; Grupo 2B - possiveis carcinogenos para o ser humano e o Grupo 3 - ndo carcinégenos para
o ser humano. A TARC tem reconhecido haver evidéncias suficientes de carcinogenicidade para alguns
farmacos, alguns exemplos sdo citados no QUAD. 1. Esta classifica¢do foi revista em 2001. Quase
todos os farmacos estudados por esta agéncia causaram danos ao embrido, bem como induziram a
malformagdes fetais em animais de experimentagdo (MARTINS e DELLA ROSA, 2004). Convém

salientar, que nem todos os antineopldsicos sdo substancias dotadas de acdo carcinogénica (ALESSIO

et al, 1996).

QUADRO 1: Classificagdo de alguns farmacos antineopldsicos segundo a IARC (2001)

GRUPO FARMACO
ciclofosfamida
clorambucila
melfalano
adriamicina
cisplatina
azacitidina
dacarbazina
daunorrubicina
mitomicina ¢
ifosfamida

5- fluorouracila
metotrexato

1 - carcindgenos para o ser humano

2a - provaveis carcinégenos para o ser humano

2b - possiveis carcinogenos para o ser humano

3 - ndo carcinégenos para o ser humano

VVYVVVVVVVYVYYY

Fonte: MARTINS e DELLA ROSA, 2004.
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2.3. Ciclofosfamida - CF

Propriedades fisico-quimicas

O antineoplésico ciclofosfamida (N,N-BIS(2-cloroetila)tetraidro-2H-1,3,2,-amina, 2-6xido
monohidratado) é um composto ciclico derivado do agente alquilante mostarda nitrogenada e consiste
de um anel fosforamida ligado a uma molécula bifuncional contendo dois grupos cloroetila
responsdveis pela liberacdo dos grupamentos alquila. A FIG. 2, mostra a estrutura quimica da
ciclofosfamida (C;H,5CL,N,O,P). A CF é um dos agentes alquilantes mais utilizados na clinica, estd

registrado no Chemical Abstract Service (CAS) n°® 50-18-0 (CAS, 2003).
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FIGURA 2: Estrutura quimica da ciclofosfamida.

A ciclofosfamida é um pé cristalino, fino, branco e inodoro com peso molecular (PM) de
279,10 g.mol "', apresenta temperatura de fusdo de 49,9 — 53 °C e passa ao estado liquido perdendo a
4dgua de cristalizacdo. E inflamavel em temperatura acima de 110 °C, solivel em 4gua, sendo que a
relativa solubilidade em meio aquoso implica em aumento no tempo de exposi¢io (ANDERSON et al,

1995; MINOIA e PERBELLINI, 2000).

Usos, farmacocinética e toxicidade

A CF ¢€ indicada para o tratamento de vdrios tipos de cancer, dentre eles: leucemia
linfobldstica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemias cronicas, adenocarcinoma de ovairio,
carcinoma de mama. A CF também tem sido usada no tratamento de doencas auto-imunes e
imunopatias ndo especificas (por exemplo, granulomatose de Wegener), quando estas doencas se
mostram resistentes aos tratamentos convencionais de primeira e segunda linha, e para preven¢do da
rejeicdo de transplantes. A CF pode ser recomendada para uso no tratamento de tumores ndo-malignos
apenas quando os beneficios ao paciente forem superiores ao risco do tratamento com a mesma

(BAXTER ONCOLOGY, 2005).



30

A CF também esta sendo utilizada na medicina veterinaria. Diversos protocolos para o seu uso
em ovinos tm sido propostos, com diferentes propésitos e com doses entre 10 a 50 mgkg’
(GORDON, 1982; PRASAD, 1986). GARCIA et al (2004) avaliaram o efeito de varias doses (10, 25 e
40 mg.kg") como indutor de imunossupressio experimental em ovinos.

A posologia da CF varia para os adultos de 1 a 5 mg/kg/dia e a dose pedidtrica de 2 a
8mg/kg/dia, com a freqiiéncia de 3 a 4 semanas. Estudos realizados com diversas quantidades t€ém
demonstrado que a cinética deste fiarmaco € linear e ndo dose-dependente. A producdo mundial
estimada € de 1000 kg/ano € uma substancia utilizada somente como medicamento, estd disponivel
comercialmente na forma de pé monohidratado e anidro, em ampolas estéreis para administragdo
injetavel e em comprimidos (ANDERSON et al, 1995; MINOIA & PERBELLINI, 2000).

A CF pode ser administrada por via oral, endovenosa ou intraventralmente nas cavidades
pleural e\ou peritoneal, sendo administrada na forma isolada ou em associagdo com outros fairmacos
antitumorais (IARC Monographs, 1987).

Sob a odtica farmacocinética, a CF é bem absorvida apés administragio oral, com
biodisponibilidade maior que 75 %. A concentra¢do plasmdtica maxima ocorre em torno de uma (1)
hora depois de ter sido administrada. Diversos estudos t€ém evidenciado que a biodisponibilidade, isto
é, a relacdo percentual entre a drea sobre a curva da concentracio plasmdtica de CF versus o tempo da
administracdo oral e endovenosa, € de 75 a 80 %. A CF se liga, em cerca de 20 a 30 %, as proteinas
plasméticas e se distribui amplamente nos tecidos, podendo atravessar a barreira hematoencefélica e
placentaria (MATALON et al, 2004) e é encontrada no leite materno (BAUMANN e PREISS, 2001).
O uso de CF em mulheres férteis é relacionado a uma reducdo da fertilidade por insuficiéncia
ovariana, durante o primeiro trimestre de gestacdo é relacionado a miltiplas anomalias fetais e
freqiientemente acarreta abortamentos, o risco parece ser menor no segundo e terceiro trimestres.
Outros perigos para o feto incluem reacdes adversas previstas em adultos. O aleitamento ndo é
recomendado, porque a ciclofosfamida é excretada no leite e foi relacionada com neutropenia
neonatal, supressdo imune e carcinogénese (MATALON et al, 2004).

CONNOR et al (2000) identificaram a presenga de CF na urina algumas horas apds a
aplicacdo de pequenas quantidades na pele. A presenca de CF na urina, nas 18-24 horas apés a
exposicao, indica que a absor¢@o € lenta e ainda ocorre mesmo apds o local de aplicacdo ter sido
lavado. O pico plasmdtico dos produtos de biotransformacao ativos é em torno de 3 a 6 horas, com
meia-vida de eliminacao de cerca de 9 horas (MINOIA & PERBELLINI, 2000).

A metabolizacdo ocorre no figado (FIG. 3) pelo sistema enzimdtico de funcdo mista da
oxidase dos microssomos hepaticos para 4-hidroxiciclofosfamida, que estd em equilibrio com a
aldofosfamida. A 4-hidroxiciclofosfamida pode ser metabolizada enzimaticamente para 4-
cetociclofosfamida. O metabdlito aldofosfamida pode ser metabolizado enzimaticamente para

carboxifosfamida, mostarda fosforamida e acroleina (RANG et al, 2001). Alguns estudos mostraram
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que a mostarda fosforamida e a acroleina podem aumentar as propriedades citotéxicas da CF, sendo
que ainda ndo se conhece qual ¢ a atividade especifica de cada metabdlito (HUITEMA et al, 2000;
SESSINK et al, 1993, 1994b).

A maior parte da dose € eliminada na forma de metabdlitos, porém, de 5 % a 25 % da dose é
excretada na urina, sob a forma inalterada. A excrecdo da CF e seus metabdlitos ocorrem
principalmente por via urindria, sendo que 36 % a 99 % da dose é eliminada em 24 horas (IARC
Monographs, 1987). A concentragcdo de CF nas fezes ndo € elevada, todavia, sua presenca em grande
quantidade na bile sugere que esta substincia passa pelo ciclo enteroepitico (MINOIA &

PERBELLINTI, 2000).
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FIGURA 3: Biotransformacdo da ciclofosfamida.
Fonte: Martins, 2003



32

Durante a quimioterapia, em doses convencionais, a toxicidade limitante é a mielossupressao,
que se manifesta através da leucopenia. Apds a administragdo de dose tnica, 0 maximo de depressdo
medular ocorre apds 1 a 2 semanas, com restabelecimento dos valores normais de glébulos brancos no
periodo de 3 a 4 semanas.

Sdo indiscutiveis os efeitos benéficos da terapia antineoplésica. Todavia, as reagdes adversas
sdo inevitdveis, principalmente, as devidas ao mecanismo de acao farmacoldgico, as incidéncias mais
freqiientes de tais reacdes sdo: febre, calafrios, dor de garganta, supressdo gonadal (amenorréia),
confusdo, cansago, debilidade, tosse, dispnéia, hemorragia ou hematomas ndo habituais, nduseas,
vomitos e perda de peso (FERGUSON e PEARSON, 1996; McEVOY, 2002).

A CF nao absorvida é eliminada pelos rins e armazenada na bexiga e, caso permaneca por
muito tempo pode ocasionar uma cistite hemorrdgica, nefrotoxicidade e necroses tubulares renais
(IARC Monographs, 1987). Cerca de 20% dos pacientes tratados com ciclofosfamida apresentam
cistite hemorragica (principalmente criangas) o efeito € atribuido a irritagdo quimica dos metabdlitos
ativos da ciclofosfamida que acumula em urina concentrada (McEVOY, 2002).

Os pacientes tratados com CF sdo orientados a ingerir quantidades abundantes de liquidos
antes, durante o tratamento e até pelo menos 72 horas apds o mesmo. Este procedimento contribui para
o aumento da diurese. E esperado, que as excretas produzidas por pacientes em tratamento siga o seu

curso normal, ou seja, a rede coletora de esgotos.

No Brasil, o nimero de casos de cancer cresceu consideravelmente ao longo das tltimas
décadas, acompanhando o aumento da melhora da qualidade e da expectativa de vida.

A tendéncia de crescimento de cancer € inquestiondvel, ocasionando a utilizacdo de farmacos
antineopldsicos, entre eles a CF, como um dos recursos terapéuticos. No entanto, ela como a maioria
do antineoplésicos, é dotada de acdo carcinogénica ou mutagénica. A utilizacdo destes farmacos pode
acarretar alteracdes no meio ambiente, a médio e longo prazo, constituindo-se um grande desafio. A
minimiza¢do dos residuos de tais substincias que, indiretamente, podem levar a outros graves

problemas de satde publica.
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3. Residuos de Servicos de Saade: aspectos bdsicos

Os medicamentos sdo elementos importantes e indispensdveis da vida moderna, sendo
empregados de forma extensiva tanto na medicina humana quanto na veterindria. Até 1990, poucas
consideragdes eram feitas em relagdo a presenga, efeito e o destino dos fairmacos residuais no meio

ambiente (DIETRICH et al, 2004).

3.1. Residuos de Servicos de Satde - RSS: Classificacdo e Legislagcdo

Os residuos sélidos, bem como os efluentes liquidos provenientes de Estabelecimentos de
Servigos de Saude sdo considerados de natureza heterogénea e representam um impacto sobre a saide
humana, cuja magnitude tem sido avaliada nos udltimos anos em ambitos cientificos (BASSI e
MORETON, 2003). Portanto, é necessdria uma classificacdo para a segregacdo desses residuos.
Diferentes classificacdes foram propostas por diversas entidades, incluindo o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), governos
estaduais e municipais.

Alguns estados e municipios possuem legislacdes proprias especificas sobre o gerenciamento
dos residuos de servicos de sadde, estabelecendo normas para a classificacdo, segregacio,
armazenamento, coleta, transporte e disposicao final desses residuos. Contudo, as legislacdes em vigor
ndo sdo claras e muitas vezes sdo conflitantes, provocando dividas e impossibilitando a adocdo de
normas préticas eficazes para o gerenciamento dos residuos de servicos de satide em todo o pafis.

A primeira Lei Federal Brasileira que menciona os Residuos Sélidos de Servicos de Saude
(RSS) ¢ datada no ano de 1964 (Lei Federal 4320/64), a qual estabeleceu na divisdo or¢amentdria da
Unido, dos Estados, dos Municipios e do Distrito Federal, um percentual para ser aplicado nos
servicos urbanos e servigos de satde.

Em 1° de margo de 1979, a Portaria n® 53, do Ministério do Interior, estabeleceu aos 6rgaos
estaduais a aprovagdo de projetos especificos de tratamento e disposicdo de residuos sdlidos, bem
como a fiscalizacdo durante a implantagdo, operacdo e manutengdo. Apds alguns anos, a Resolugdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) N° 01 de 23 de janeiro de 1986, instituiu a
necessidade de elaboragdo de Estudos de Impactos Ambientais (EIAS) e Relatérios de Impactos
Ambientais (RIMAS) para empreendimentos potencialmente perigosos ao meio ambiente e saide da
populagdao. Dentre as atividades sujeitas a esta resolucdo, estavam os aterros sanitirios, o

processamento e destino final de residuos toxicos ou perigosos.
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Em 1991, a Resolucio CONAMA N° 06 de 19/09/91 estabeleceu que cabe aos Estados e
Municipios, definir as normas para o tratamento dos residuos considerados téxicos e perigosos. A
Resolucio CONAMA 237 de 19/12/97 regulamentou os aspectos de licenciamento ambiental
estabelecido na Politica Nacional do Meio Ambiente. Sendo definidas nesse documento, que o poder
publico expediria, para empreendimentos, as seguintes licencas: Licenca Ambiental Prévia (LAP);
Licenca Ambiental de Instalacdo (LAI) e Licenca Ambiental de Operacdo (LAO). Dentre as atividades
que necessitam de licenciamento ambiental estdo incluida o tratamento e disposi¢do de residuos
especiais tais como: RSS, agroquimicos e respectivas embalagens, entre outros (CONAMA 237/1997).

Relativos ao tratamento e destinacdo final dos RSS, atualmente estd em vigor a Resolugdo
CONAMA 358/2005, elaborada com intuito de harmonizar as legislagdes de meio ambiente e de satide
(ANVISA), considerando os principios da prevengao, da precaugdo, do poluidor pagador, da correcio
na fonte e de integrac@o entre os vdrios 6rgaos envolvidos para fins do licenciamento ambiental, bem
como, a necessidade de acdo integrada entre os 6rgdos federais, estaduais e municipais de meio
ambiente, de saide e de limpeza urbana, com o objetivo de regulamentar o gerenciamento dos
residuos de servicos de saude.

O responsdvel pelo estabelecimento gerador deve implementar um Plano de Gerenciamento de
Residuos de Servigos de Satude (PGRSS), definido como um conjunto de procedimentos de gestdo,
planejados e implementados baseando-se em normas cientificas, normativas e legais, com o objetivo
de minimizar a produgdo e proporcionar aos residuos gerados, um encaminhamento seguro, de forma
eficiente, visando a protecdo dos funcionérios, a preservacao da saide publica e dos recursos naturais.

A Resolugdo CONAMA N° 358/2005 e ANVISA RDC 306/2004 classificam os RSS no Brasil
em cinco grupos: Grupo A - potencialmente infectantes; Grupo B - quimicos;, Grupo C - rejeitos
radioativos; Grupo D - residuos comuns; e Grupo E - perfurocortantes.

e Grupo A: Residuos com a possivel presenca de agentes bioldgicos que por suas
caracteristicas de maior viruléncia ou concentracdo, podem apresentar risco de infeccao.
Divididos em cinco subgrupos Al, A2, A3, A4, AS.

e Grupo B: Residuos contendo substincias quimicas que podem apresentar risco a sadde
publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de inflamabilidade,
corrosividade, reatividade e toxicidade.

e Grupo C: Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que contenham
radionuclideos em quantidades superiores aos limites de eliminagdo especificados nas normas
da Comissao Nacional de Energia Nuclear-CNEN e para os quais a reutilizacio € imprdpria ou
ndo prevista.

e Grupo D: Residuos que ndo apresentem riscos bioldgicos, quimicos ou radioldgicos a saide
ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos domiciliares.

¢  Grupo E: Materiais perfurocortantes ou escarificantes.
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Essas resolucOes determinam que os efluentes liquidos pertencentes ao grupo B, que
contenham medicamentos antineopldsicos ou demais produtos considerados perigosos, conforme
classificacdo da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) por meio da NBR 10.004 da
ABNT/2004 (t6xicos, corrosivos, inflamdveis e reativos), provenientes dos estabelecimentos
prestadores de servicos de sadde, para serem langcados na rede publica de esgoto ou em corpo receptor,
devem atender as diretrizes estabelecidas pelos 6rgdaos ambientais, gestores de recursos hidricos e de
saneamento competentes.

Existem ainda outras classificacdes para os RSS, como por exemplo, a definida pela ABNT-
NBR 12.808/1993. Nesta os residuos sdo classificados em trés classes principais: A, B e C; da seguinte

maneira:

Classe A: Residuos Infectantes

Tipo Al - Biolégico

Tipo A2 - Sangue e Hemoderivados

Tipo A3 - Cirdrgico, anatomopatolégico e exsudado
Tipo A4 - Perfurante-cortante

Tipo AS - Animal contaminado

Tipo A6 - Assisténcia ao paciente

Classe B: Residuos Especiais
Tipo B1 - Rejeito Radioativo
Tipo B2 - Residuo Farmacéutico

Tipo B3 - Residuo Quimico Perigoso

Classe C: Residuos Comuns

Todos que nio se enquadram nos tipos A e B e ndo oferecem risco adicional a satide publica.

E importante salientar que os RSS podem apresentar grande quantidade de substincias
quimicas como desinfetantes, antibidticos, anestésicos, metais pesados e drogas nio metabolizadas por
pacientes (KUMMERER, 2001; EMMANUEL et al, 2005), decorrendo dai o risco quimico e
bioldgico. Além disso, a disposi¢do conjunta dos residuos contendo microrganismos como: virus,
bactérias, protozodrios e helmintos, ocasionam muitas doengas com implicacdes a satide publica.

TSAI (1998) detectou no efluente hospitalar a presenca de coliformes totais, coliformes fecais,
estreptococos fecais, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp.

Segundo KUMMERER (2004), a presenca de fiarmacos, antibi6ticos e desinfetantes pode

provocar um aumento das populagdes bacterianas resistentes a certos antibidticos, detectadas no
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esgoto de hospitais. Dessa forma, o mau gerenciamento dos RSS pode favorecer a propagacdo da
resisténcia bacteriana muiltipla a antimicrobianos.

Em 1982, a Portaria N° 157/1982 do Ministério do Interior condenou o lancamento de
efluentes liquidos industriais contendo substancias ndo degraddveis com alto grau de toxicidade. Tais
substincias s@o definidas como sendo aquelas que, no ambiente aquatico, apresentem persisténcia
caracterizada por uma meia vida superior a quatro dias. Além desses constam também as substancias
cancerigenas dentre as quais estdo os antineoplasicos: ciclofosfamida e vincristina.

As condi¢des e padrdes para lancamento de efluentes, estabelecidas pela Resolucdo
CONAMA 357/2005, concebem que o efluente de qualquer fonte poluidora somente poderd ser
lancado, direto ou indiretamente, nos corpos de dgua se nio causar ou possuir potencial para produzir
efeitos toxicos aos organismos aqudticos no corpo receptor. Particularmente, no caso dos efluentes
provenientes de servicos de satide e estabelecimentos nos quais haja despejos de infectados com
microrganismos patogénicos, s6 poderdo ser lancados apds tratamento especial.

No entanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, através da Resolu¢do RDC ANVISA
n°. 306/2004 determina que: “As excretas de pacientes tratados com quimioterdpicos antineopldsicos
podem ser eliminadas no esgoto, desde que haja Sistema de Tratamento de Esgotos na regido onde se
encontra o servico. Caso ndo exista tratamento de esgoto, o efluente deve ser submetido a tratamento
prévio no préprio estabelecimento definido na RDC ANVISA n°. 307/2002”. A resolugdo RDC
ANVISA n°. 307/2002 dispde sobre o Regulamento Técnico para Projetos Fisicos de Estabelecimentos
Assistenciais de Sadde. Tal resolucdo adota, como tratamento prévio e disposicdo final dos efluentes
liquidos, o sistema de tanques sépticos normatizado pela NBR 13.969 da ABNT.

O CONAMA ¢é um organismo integrante do SISNAMA (Sistema Nacional do Meio
Ambiente) criado pela lei 6.938 de 31 de agosto de 1981, que dispde sobre a Politica Nacional do
Meio Ambiente, encarregado de estabelecer normas, critérios e padrdes nacionais pertinentes a
manutencdo da qualidade do Meio Ambiente e todas as suas atribuicdes estdo descritas no Art.8 da
supracitada lei 6.938/81. Por isso, as resolugdes oriundas do CONAMA ostentam cardter obrigatorio.
Por outro lado, o critério constitucional para aferir qual a diretriz preponderante na hipétese de conflito
de normas, critérios e padrdes de qualidade ambiental, da mesma ou de diferentes categorias é a

restritividade, isto é, prepondera a norma mais rigorosa.
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3.2. Efluente Hospitalar: Farmacos Residuais no Meio Ambiente

Um nimero cada vez maior de substancias quimicas tem sido encontrado em aguas aptas para
o consumo (CALDERON, 2002). Cerca de vinte e um milhdes de compostos estdo registrados na
Chemical Abstrat Services e desses mais de 200.000 compdem o National Chemical Inventory, por
serem comercializados (CAS, 2003), sendo que, apenas uma pequena parte desses compostos foi
estudada em termos de impacto ambiental (PRUESS, 1998).

Segundo o Programa Internacional para Seguranca Quimica (IPCS), nos dltimos anos,
centenas de substincias definidas como inertes ou sem efeitos a0 homem, passaram a ser consideradas
carcinogénicas ou toxicas para o processo reprodutivo. Como também, foi registrado o aumentou do
nimero de compostos mutagénicos e/ou carcinogé€nicos em estudos realizados em animais de
laboratério (LANGE e DIETRICH, 2002).

Vérios grupos de pesquisa t€m utilizado uma abordagem cldssica para avaliacdo do risco
potencial dessas substancias no ambiente, como: cdlculo de balanco de massa sobre o consumo, o
monitoramento nos diferentes compartimentos ambientais a fim de avaliar o potencial de exposicao,
ensaios ecotoxicoldgicos e de degradacdo. Apesar do aumento do nimero de pesquisas que buscam
elucidar as questdes que envolvem o consumo de firmacos e suas conseqiiéncia para os seres humanos
e o meio ambiente, as informagdes e metodologias estido longe de serem consideradas adequadas, uma
vez que nao podem ser validadas para todas as substincias, persistindo assim, a necessidade de
adaptacio, recomendacio e novas abordagens (KUMMERER, 2004).

A administracdo de farmacos em pacientes, seja em casa ou em estabelecimentos de servicos
de sadde, pode contribuir para contamina¢ido do meio ambiente. Isto porque, a forma de eliminagdo da
maioria dos fdrmacos e seus metabdlitos do corpo humano ocorrem pelas excre¢des e secrecodes
corporais (STUMPF et al, 1999), sendo freqiientemente encontrados no esgoto doméstico (BILA e
DEZOTTI, 2003).

Os efluentes hospitalares podem apresentar semelhanca aos efluentes domésticos no que diz
respeito a concentracdo de matéria organica, coliformes e pH e ambos sdo, geralmente, coletados pela
rede de esgotos e enviados para a mesma estacdo de tratamento. Contudo a presenca de substincias
como farmacos, desinfetantes e compostos quimicos, bem como organismos multirresistentes a
antimicrobianos podem ocorrer em elevadas contagens nas dguas residudrias hospitalares.

Muitos hospitais e clinicas lancam seus despejos “in natura” na rede coletora de esgotos, tendo
como destino final um corpo receptor. Estas cargas constituem um referencial negativo do ponto de
vista da saide publica, pois grande parte destas sdo lancadas a montante de pontos de captacdo para
tratamento de dguas. Sabe-se que muitas vezes estes mesmos corpos receptores sdo as principais

fontes de abastecimento de dgua para a populagdo (LA ROSA et al, 1999).
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A ocorréncia e o destino de farmacos com propriedades ativas no ambiente aqudtico tem
despertado interesse na drea de quimica ambiental (ANDREOZZI et al, 2003; DAUGHTON, 2002;
HEBERER, 2002 a,b).

Segundo RICHARDSON e BOWRON (1985), nas ETEs hd trés destinos possiveis para
qualquer farmaco individual: 1) pode ser biodegradado, ou seja, mineralizado a gas carbdnico e dgua,
como por exemplo, o 4cido acetilsalisilico; 2) pode passar por algum processo metabdlico ou ser
degradado parcialmente, como as penicilinas; 3) pode ser persistente como o clofibrato, que € um
antilipémico.

Os farmacos s@o produtos quimicos projetados para uma alta atividade bioldgica. Nos ultimos
anos, o conhecimento sobre fontes, ocorréncias, destino, efeitos e riscos associados a presenca de
farmacos em efluentes e no ciclo das dguas, tem aumentado nos paises Europeus e na América do
Norte. Para paises como o Brasil, os dados ndo sdao adequados, tanto em qualidade quanto em

disponibilidade.

Pouco se conhece sobre o destino dos farmacos residuais no meio ambiente (STUMPF et al,

1999). A FIG. 4 mostra um esquema que sugere possiveis caminhos para os fAirmacos.

‘ Administracao de farmacos ‘

! !

‘ Servicos de Saude ‘ ‘ Residéncias ‘

‘ Excrecao de farmacos e metabdlitos ‘

|

‘ Rede de esgoto ‘

v

Aguas superficiais |

Aguas de subsolo |

Agua potavel

FIGURA 4: Destino dos residuos de farmacos administrados em diversos ambientes.
Fonte: adaptada de STUMPF et al (1999).

Atualmente, hd uma crescente preocupagdo com a presenga de farmacos em ambientes
aqudticos e seus possiveis impactos ambientais. A literatura mostra que vdrios pesquisadores
detectaram muitos desses firmacos e seus metabdlitos em dguas naturais e em efluentes de ETEs, em

vérias partes do mundo, como Alemanha (TERNES, 1998; HIRSCH et al, 1999; SACHER et al,
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2001), Argentina (PAZ et al, 2004; 2006), Brasil (STUMPF et al, 1999; TERNES et al, 1999), Canada
(WINKLER et al, 2001), Estados Unidos (KOLPIN et al, 2002), Espanha (CARBALLA et al, 2004;
SANTOS et al, 2006), Holanda (JONHSON et al, 2000), Turquia (KUTLU et al, 2004), Inglaterra
(DESBROW et al, 1998) e Itdlia (VIGANO et al, 2002).

Virios autores tém reportado a presenga de diclofenaco em efluentes e dguas superficiais em
vérias partes do mundo (ANDREOZZI et al, 2003; HEBERER, 2002a; STUMPF et al, 1999; TIXIER
et al, 2003).

A Alemanha parece ter uma preocupac¢do maior com o tema, em relacdo aos demais paises.
Em virtude da ampla bibliografia produzida, como o estudo de JOSS et al (2005), que avaliou a
remocao de sete farmacos em uma ETE municipal. HIRSCH et al (1999) detectou dezoito tipos de
antibidticos em amostras de efluentes de ETEs e dguas superficiais. TERNES (1998) identificou a
presenca de dcido clofibrico em concentra¢des na faixa de ug/L, em rios, dguas de subsolo e 4dgua
potavel do pais. SACHER et al (2001) reportaram a ocorréncia de sulfametoxazol em amostras de
dguas subterraneas. HARTIG et al (1999), detectaram antibiéticos sulfonamidas em dguas superficiais
e efluentes de uma ETE. KUMMERER et al (2000), constatou que muitos farmacos apresentam baixa
biodegradabilidade e ndo sdo eliminados completamente pelas ETEs.

Aproximadamente 75 toneladas por ano do antiinflamatério diclofenaco sdo vendidas com
prescricdo médica na Alemanha (TERNES, 2001). HEBERER (2002b) realizou monitoramento do
esgoto e dguas superficiais da cidade de Berlin e constatou que o diclofenaco é um dos farmacos mais
presentes no ciclo da 4gua. A concentragdo média detectada foi de 3,02 e 2,51 pg/L, para o afluente e
efluente, respectivamente, indicando uma taxa baixa de remoc¢do do composto pela ETE.

A avaliagdo das emissdes € relatada em diversos trabalhos, sempre relacionando a presencga de
compostos procedentes de medicamentos, como platina excretada por pacientes apds admissdo de
antineopldsicos (KUMMERER e HELMERS, 1997), demonstrando que estas emissdes ndo podem ser
desprezadas. Em trabalho semelhante, KUMMERER et al (2000) analisaram a biodegradabilidade e a
genotoxicidade de diversos medicamentos (ciprofloxacin, ofloxacin, metronidazole) em efluentes de
hospital. Os testes mostraram que nenhum dos compostos foi biodegradado e sua genotoxicidade ndo
foi eliminada. KUMMERER et al (1998) analisaram a presenca de AOX (Teor de Halogénios
Organicamente Ligados) nos efluentes de seis hospitais e nos respectivos sistemas de tratamento
municipal na Alemanha, verificando a sua persisténcia e bioacumulacdo nos seres humanos e
organismos. Na mesma linha KUMMERER et al (1996) avaliaram a biodegradabilidade do
antineopldsico ifosfamida e sua ocorréncia nos efluentes hospitalares e estacdes de tratamento
municipais, encontrando as mesmas concentragdes na entrada e na saida das estagdes, indicando que
ndo ocorreu adsorcdo, biodegradacdo ou outra forma de eliminacdo do composto. Neste caso a
preocupacdo estd relacionada ao fato deste agente ser cancerigeno, mutagénico, teratog€nico e

fetotoxico.
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Drogas como cetaminofem (utilizado para cefaléia), triclosan (utilizado nos sabonetes
antimicrobianos), antibidticos (utilizados para conter infeccdes bacterianas), hormonios sexuais
femininos dos anticoncepcionais e até a cafeina contida no pé de café, despejados no esgoto, formam
“coquetéis”, os quais vém sendo comuns em andlises de dgua. Como exemplo dessas ocorréncias,
sabe-se que dos 139 rios pesquisados pela Union State Geological Survey (USGS) em 2001 nos
Estados Unidos, cerca da metade deles apresentaram estes principios ativos. Um ponto muito
preocupante levantado neste estudo foi o fato das amostras terem sido coletadas apds as estagdes de
tratamento de esgoto e o impacto que esses “coquetéis de compostos quimicos” podem causar para o
meio ambiente e o0 homem ainda é desconhecido, uma vez que este é um cendrio relativamente novo.
No EUA estido sendo desenvolvidos estudos de estratégias para monitorar estas substincias, assim
como, identificar os riscos ambientais provocados pelas mesmas (KOLPIN, 2002).

O estudo de VIGANO (2002) comprovou a alta polui¢dao do rio PO (Itdlia), pela presenca de
atividade mutagénica nos sedimentos coletados tanto no inverno como no verdo (Teste de Ames) e a
genotoxicidade em biomarcadores capturados em varios pontos do rio (Teste do Micronticleo).

Na América Latina, em geral, a preocupacio tem sido basicamente o tratamento e disposi¢do
de residuos sélidos (GONZALEZ, 2004), com alguma recomendacio quanto 2 implantagdo de estacio
compacta de tratamento de residuos liquidos. PAZ et al (2004), avaliaram as caracteristicas quimicas,
bioldgicas e toxicoldgicas dos residuos liquidos de um hospital em Buenos Aires na Argentina, e
constataram que o mesmo foi semelhante aos efluentes domiciliares. No entanto, visando o impacto
ambiental do efluente hospitalar, os autores ressaltam a necessidade de detectar a presenca de
compostos téxicos e de microorganismos resistentes.

A ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode apresentar efeitos adversos em
organismos aqudticos e terrestres. O efeito pode ser em qualquer nivel da hierarquia bioldgica: célula -
orgdos - organismo - populacdo - ecossistema.

Neste contexto, alguns pesquisadores analisam riscos em potencial para alguns farmacos no
meio ambiente. HENSCHEL et al (1997) analisaram dois farmacos, o paracetamol e o metotrexato, e
dois metabdlitos, o dcido salicilico e o 4cido clofibrico, com relagdo as suas biodegradabilidades e
testes de toxicidade (valores de CEs, com algas, microcrustdceo da espécie Daphnia magma, embrides
de peixe e bactérias luminescentes). HALLING-SORENSEN (2000), avaliou os efeitos toxicos (CEs)
de oito antibidticos em duas espécies de micro algas, Microcystis aeruginosa e Selenastrum
capricornutum.

WOLLENBERGER et al (2000) investigaram as toxicidades aguda e crdnica com o
microcrusticeo da espécie Daphnia magma para nove antibidticos, dentre esses, oxitetraciclina,
sulfadiazina e a tetraciclina.

Os antibidticos t€m diferentes efeitos sobre o meio ambiente, € um deles é a contribui¢do no

desenvolvimento de bactérias resistentes, assunto que tem sido largamente discutido (STEGER-
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HARTMANN et al, 1997; TERNES et al, 2004; KOLPIN et al, 2002). Segundo JORGENSEN e
HALLING-SORENSEN (2000), ha indicios de que o desenvolvimento de resisténcia antibitica é
favorecido por baixas concentracoes.

MIRANDA e CASTILHO (1998) investigou a incidéncia de resisténcia microbiana em uma
espécie de Aeromonas isolada de ambientes aqudticos, constatando que a resisténcia ocorreu com
vérios antibidticos testados, dentre esses, cloranfenicol, trimetropim, sulfametoxazol e tetraciclina.

O lancamento de substincias hormonalmente ativas em corpos hidricos, mesmo em baixas
concentracdes, pode acarretar sérios impactos sobre a dindmica e estrutura das populagdes aquadticas
(REIS FILHO et al, 2006). As conseqiiéncias desta alteracdo podem ser profundas devido ao papel
fundamental que os hormonios t&€m no controle do desenvolvimento das espécies.

A determinacdo da proteina vitelogenina (VITG) em organismos aquaticos, principalmente
peixes, tem sido bastante utilizada na investigacdo por contaminantes estrogénicos (ZERULLA et al,
2002). A vitelogenina é uma fosfolipoglicoproteina sintetizada por todas as fémeas de oviparos
durante o ciclo reprodutivo, é produzida no figado e secretada na corrente sanguinea, onde é
transportada até os ovdrios, acumulando-se nos ovdcitos em crescimento para ser, entdo, utilizada
como precursora das reservas nutricionais necessdrias para o desenvolvimento subseqiiente dos
embrides. Assim, a presenga desta proteina no sangue destes organismos representa um biomarcador
de exposicao, pois sua sintese depende da presenca de xenoestrogenos (REIS FILHO et al, 2006).

Diversos estudos foram realizados com intuito de detectar a presenca de estrogé€nios naturais e
contraceptivos no efluente e em dguas superficiais. LARSSON et al (1999) analisaram a atividade
estrogénica do efluente de uma ETE na Suécia, pela quantificagdo de VTG no plasma de uma espécie
de peixe, Oncorhunchus mykiss, que foi exposta a este efluente por duas semanas.

GAGNE et al (2001) examinaram o efeito da atividade estrogénica dos efluentes de ETE sobre
mexilhdes da espécie Elliptio complanata proveniente de dguas naturais. Os mexilhdes foram expostos
a um efluente de ETE por aproximadamente dois meses, onde foi constatado um aumento dos niveis
de VTG em mexilhdes machos e fémeas, além de anomalias no crescimento da concha dos mexilhdes.

No estudo de RODGRES-GRAY et al (2001), peixes da espécie Rutilus rutilus foram expostos
a concentragdes gradativas de efluente de ETE por 150 dias e a exposi¢do induziu a feminiliza¢do de
peixes machos, revelando a presenca de estrogé€nios. Subseqiientemente, os peixes foram
gradativamente expostos a dguas naturais por mais 150 dias, resultando na redug¢do de VTG no
plasma, porém, ndo se observou alteragdo no sistema sexual feminizado dos peixes, indicando que o
desenvolvimento da anomalia no sistema reprodutivo foi permanente.

Os efluentes de ETE s@o importantes fontes de lancamento de substincias estrogénicas no
ambiente aquatico. DESBROW et al (1998) demonstraram que os estrogénios naturais (/7 f-estradiol
e estrona) e sintético (I7a-etinilestradiol) sdo responsaveis pela maior parte da atividade estrogénica

detectada em efluentes de ETE no Reino Unido.



42

Os hormonios 17 p-estradiol e estrona, em concentragcdes similares as encontradas em
efluentes, causaram alteraces na sintese de VTG e a inibicdo testicular em peixes machos da espécie
Pimephales promelas (PANTER et al, 1998).

LEGLER et al (2002) demonstraram que as substancias estrogénicas ndo s6 sdo importantes
na fase aquosa, mas também podem se acumular em sedimentos marinhos e assim afetar os
organismos presentes no meio. Segundo BILA e DEZOTTI (2003), a exposi¢do a substancias com
atividade estrogénica no meio ambiente € um problema de satide ambiental global e sua presenca em

ambientes aquéticos estd associada ao descarte de efluentes de ETE em corpos receptores.

3.3. Efluente Hospitalar: Estudos no Brasil

Os estabelecimentos de saide consomem aproximadamente 230 litros de dgua por leito/dia.
Estéd 4dgua, ap6s sua utilizagcdo contém diversas substincias quimicas e materiais biol6gicos eliminados
nos mesmos e torna-se um efluente liquido com potencial poluente, podendo gerar problemas
ambientais e de saidde publica caso ndo seja devidamente tratado (BRASIL, 2002).

Dos 420 hospitais do Rio de Janeiro, 381 deles despejam seu esgoto no mar, rios e lagos. 101
hospitais ndo tém estagdes de tratamento e 69 despejam o esgoto, com excretas e fluidos de pacientes,
em praias pelo emissario de Ipanema e Baia de Guanabara.

O estudo de STUMPEF et al (1999) realizado na cidade do Rio de Janeiro (Brasil), com drogas
residudrias, na maioria derivada da excrecdo humana como: dcido acetilsalisilico (analgésico),
diclofenaco, Ibufreno, Ketofreno (antiinflamatdrios) e genfibrosil (reducdo de colesterol), constataram
que durante a passagem pela ETE, a taxa média de remocao individual das drogas selecionadas para a
pesquisa foi de 12 % a 90 %, indicando que a remoc¢do incompleta desses residuos pela ETE, pode
trazer conseqii€ncias negativas para o meio aquatico.

Segundo TERNES et al (1999), foram encontrados estrogénios naturais (estrona) e
contraceptivos sintéticos (17 f-estradiol e 17 S-etinilestradiol) na ETE da Penha/RJ. Em esgoto bruto,
os estrogénios 7 B-estradiol e estrona foram detectados nas concentragdes de 0,021 pg/L e 0,04 ug/L,
respectivamente. As taxas de remocao de estrona observadas foram de 67% para o efluente tratado em
filtro biolégico e 83% para o efluente tratado pelo processo de lodos ativados. Para o 17 S-estradiol,
estas taxas foram de 92 e 99,9% para o efluente tratado em filtro bioldgico e para o efluente tratado
pelo processo de lodos ativados, respectivamente. Para o estrogénio contraceptivo /7 S-etinilestradiol,
as taxas de remocao na ETE foram de 64 e 78 % para o efluente do filtro biolégico e para o efluente
do tanque de lodo ativado. Os autores concluiram que esses estrogénios sio freqiientemente detectados

nos descartes de ETE e dguas naturais devido a sua remog¢ao incompleta na passagem pela ETE.
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AUGUSTINHO e FERREIRA (2004) realizaram um levantamento sobre os efluentes
hospitalares em Céceres/MT, onde foram avaliados os sistemas de tratamento convencional de quatro
hospitais, baseados no conjunto fossa séptica, filtro anaerdbio, cloracdo e caixa de saida em labirinto e
constataram deficiéncias de manutencao e inexisténcia de critérios de avaliacdo de seus efluentes, que
tém como corpo receptor final o rio Paraguai.

SILVEIRA (2004) adotou a tecnologia SBR (contadores bioldgicos rotatérios) em um efluente
hospitalar e constatou a redug@o de 88 % na DQO do efluente, sendo que o mesmo apresentou uma
diminui¢do significativa da carga microbioldgica para coliformes totais e Escherichia coli. Em
seguida, avaliou o pds-tratamento utilizando cloragio e ozonizagdo para verificagio da toxidade aguda
com Daphnia similis.

ORTOLAN (1999) constatou uma grande variacdo na composi¢do microbioldgica de um
efluente hospitalar e que as bactérias da familia Enterobacteriaceae, avaliadas quanto a sensibilidade a
antibidticos, em especial, as dos géneros Escherichia, Klebstella e Enterobacter, altamente envolvidas
em infecgdes hospitalares, apresentaram resisténcias multiplas aos antibidticos testados, o que
evidencia que os efluentes hospitalares podem ser considerados como fonte relevante de riscos
potenciais 4s comunidades aquéticas e a saide humana.

O estudo de GUEDES (2004), comparou um esgoto hospitalar e um esgoto doméstico, as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas, tradicionalmente pesquisadas em esgotos
sanitdrios, e concluiu que nao existem diferencas substanciais entre os dois esgotos, no entanto, ndo
descartou a necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre a questdo. Ja o trabalho de SANTOS et
al (2004), verificaram em amostras de esgoto de origem hospitalar uma alta ocorréncia de
Cryptosporidium spp e Giardia spp, indicando a necessidade de um tratamento do efluente pelo alto
indice de disseminagdo de microrganismos patogénicos.

A pesquisa de GHISELLI (2006) revelou a presenca de cafeina, bisfenol A, estradiol,
etiniletradiol, progesterona, dietilftalato e dibutilfalato na 4gua potdvel oriunda da sub bacia do rio
Atibaia (SP), principal manancial utilizado para o abastecimento puiblico da regido, indicado que as
dguas estavam bastante impactadas pelos despejos industriais e domésticos desta regido. As amostras
de esgoto, antes e apds o tratamento, apresentaram concentracdes de hormdnios sexuais muito
préximas, indicando a ineficiéncia do tratamento empregado na remog¢do dos mesmos.

FERNANDES et al (2005) demonstraram um modelo de gestdo para o Meio Ambiente de um
Servigo de Radiologia no Rio de Janeiro que reduz os impactos ambientais de seus efluentes.

VASCONCELOS (2006) investigou a presenga e a degradacdo do antimicrobial Ciprofloxacin
e seus metabdlitos através de processos avancados de oxidagdo (PAOs) em efluente do Pronto

Atendimento do Hospital Universitdrio da cidade de Santa Maria (PA-HUSM).
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3.4. Efluente Hospitalar: Drogas Antineopldsicas no Ambiente Aqudtico

As drogas citostdticas sdo geralmente usadas no tratamento antineoplasico. Os residuos destas
sdo quase que exclusivamente originados de aplicagdes dentro do ambiente hospitalar e podem estar
presente no esgoto do hospital em baixas concentragdes a nivel de pg/L. (STEGER-HATMANN et al,
1997).

Na Alemanha, a ciclofosfamida e a ifosfamida sdo os dois antineoplasicos mais utilizados na
terapia do cancer. Segundo KUMMERER et al (1998), no ano de 1996 foram utilizadas neste pais 250
kg de ciclofosfamida e 400 kg de ifosfamida. O volume de antineoplésicos anual é quantitativamente
inferior a outros grupos de firmacos, como por exemplo, os antibidticos ou analgésicos,
aproximadamente 400 T/ano, com propdsitos médicos. Entretanto, j4 se sabe que em funcio das suas
propriedades (mutagénica, carcinogénica e teratogé€nica) os antineopldsicos podem causar sérios danos
aos seres humanos e ao ambiente em geral.

Em plantas de tratamento municipal que recebem e tratam os efluentes hospitalares, foram
encontrados tracos de antineopldsicos em baixas concentragdes, principalmente ao nivel de ng.L™
(KUMMERER et al, 1996; STEGER-HATMANN et al, 1997; TERNES et al, 1999). STEGER-
HARTMANN (1996) detectaram ifosfamida e ciclofosfamida dentro de amostras de efluentes de um
hospital universitario em concentracdes de 24 ¢ 146 ng.L™", respectivamente.

KUMMERER e HELMERS (1997) encontraram concentracdes médias de ifosfamida de 109
ng.L" no efluente de um hospital oncolégico. O afluente e o efluente da planta de tratamento
municipal apresentaram concentragdes médias entre 6,2 ¢ 9,3 ng.L”!, ndo sendo observada qualquer
reducdo significante durante o tratamento do esgoto. TERNES (1998) coletou 16 (dezesseis) amostras
de efluentes de uma planta de tratamento de esgoto na Alemanha e em 4 (quatro) dessas foram
detectadas ciclofosfamida em concentracdes de, no maximo, 20 ng.L'l. Ja a Ifosfamida sé foi
detectada em duas amostras, sendo uma das amostras em uma concentracao de 2,9 ug.L'l.

Até agora, ndo existem relatos da detec¢do de drogas citostiticas em dguas superficiais, mas
KUMMERER e HELMERS (1997) calcularam a projecdo de concentragdo ambiental (PEC) de 0,8
ng.L"' para ifosfamida nas dguas superficiais da Alemanha. O estudo de ZUCATTO et al (2004) em
amostras de dgua coletadas do rio P6 (Itdlia) entre 1997 e 2001, ndo detectou por HPLC, presenca de
ciclofosfamida, apesar de ela ser considerada bastante estdvel no ambiente aquatico (KUMMERER et
al, 1996).

MACKAY (1996) apud KUMMERER (2004). simulou comportamento provdvel no meio
ambiente, de trés produtos farmacéuticos: ciclofosfamida (antineoplésico), diazepam (ansiolitico) e
ivermectina. (antiparasitdrio). Basicamente o programa representa uma situacdo ambiental em que
uma quantidade fixa de uma substincia quimica € introduzida em um sistema em equilibrio. Baseado

em informagdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da substincia o modelo calcula, a
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distribuicdo ou "afinidade" da mesma em seis diferentes compartimentos ambientais (4gua, solo, ar,
sedimento, sedimento em suspensao e peixe).

A ciclofosfamida ficou concentrada na dgua (>99 %), com percentuais despreziveis nos outros
compartimentos, enquanto o diazepam apresentou concentragdes semelhantes nos compartimentos
dgua (53 %) e solo (49,5 %) e o ivermectina alcancou o equilibrio com aproximadamente 97 % no
solo. Neste estudo, ndo foram avaliados os metabdlitos ou produtos de degradagcdo dos farmacos em
questdo.

O modelo de distribui¢do da CF em ambiente fechado simulado € ilustrado na FIG. 5.

Ar
1,40 x 104 kg
1,40 x 107 %

/

Massa total: 100.000 kg de CF
EqQUIilibrio: <y

\..'\.
- ‘ ~
Sedimento em suspensao
°

Solo » |» 0,569 kg
820 kg X 5,69 x 10 %
0,820 % ) ’
Agua
99,162 kg @%:;i
992 % eixes
’ 0,046 kg
Sedimento 4,63 x10°%
18,2 kg
0,018 %

FIGURA 5: Simulagﬁ(.). do modelo de distribui¢do da ciclofosfamida em ambiente fechado.
Fonte: Adaptado de KUMMERER (2004).

Apesar da baixa emissdo no ambiente, devido a sua acdo farmacoldgica, as drogas citotéxicas
freqlientemente exibem propriedades carcinogénicas, mutagénicas ou teratogénicas (SKOV et al,
1990). Desse modo, investigacdes adicionais sobre sua ocorréncia e destino podem fornecer
informagdes sobre o potencial de risco para os seres humanos e o meio ambiente (KUMMERER,

2001).
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3.5. Residuos de Antineoplasicos: Contaminacdo Ocupacional e Ambiental

O tratamento quimioterdpico corresponde a 70% dos tratamentos de escolha para os pacientes
oncolégicos. Estima-se que para cada 1000 individuos com cancer, 700 serdo submetidos a
quimioterapia como tratamento de escolha, sendo este neoadjuvante, adjuvante ou paliativo (INCA,
2006).

Em virtude da ampla e crescente utilizacdo de formacos antineopldsicos, trabalhadores da area
de saide atuando em laboratérios, hospitais e/ou outros locais, estio expostos a numerosos riscos
ocupacionais, quando ndo sdo observadas medidas apropriadas de seguranca. Esta situacdo concerne
principalmente a equipe envolvida no preparo e administracdo dessas substincias em pacientes com
cancer (MARTINS e DELLA ROSA, 2004).

Antineopldsicos, gases anestésicos e agentes esterilizantes sdo alguns dos principais
causadores de problemas relacionados a reprodug¢do, como abortos e malformacdes congénitas em
trabalhadoras expostas, confirmando a periculosidade da sua manipula¢do (SKOV et al, 1990). Do
mesmo modo setores de lavanderia, de limpeza e os familiares do paciente estdo sendo expostos ao
tratamento antineopldsico MUTTIL, 1999).

HIRST et al (1984) demonstraram que a manipulagdo inadequada permite que residuos do
antineopldsico ciclofosfamida sejam absorvidos através da pele integra. J4 o estudo de PYY et al
(1988) em uma clinica oncoldgica, constatou a presenga de ciclofosfamida na urina de enfermeiras que
manuseavam esse agente sem protecdo especial. O estudo de GOLONI-BERTOLLO et al (1990),
confirmou por meio de testes in vivo e in vitro, o efeito mutagénico dos antineoplasicos para as
células, em virtude deste fato, a equipe hospitalar envolvida com o tratamento oncolégico deve ser
considerada um grupo de risco para a ocorréncia de alteragdes cromossdmicas.

A literatura especializada (MUTTI, 1999; TURCI et al, 2002; HUITEMA et al, 2000;
SESSINK et al, 1992; 1994 a,b) atesta que os efeitos decorrentes do manuseio dos antineopldsicos sem
cuidados podem levar a indmeros efeitos téxicos. A maioria destes estudos utiliza a urina dos
trabalhadores como indicador do nivel de contaminacdo ambiental a que se expde e ressalta que apesar
do uso de equipamentos de protecdo, esta ainda ocorre. A concentra¢do de antineoplasico na urina de
um paciente em tratamento foi aproximadamente 7.000 vezes maior do que a encontrada na urina de
individuos sujeitos a exposi¢do ocupacional. Esta urina por sua vez segue o caminho usual, ou seja, a
rede coletora de esgotos.

A concentragdo de antineoplédsicos ¢ maior na urina, ¢ em fungdo deste fato, é prudente
presumir que a mesma apresenta um perigo potencial a equipe e por essa razdo a manipulacdo da
excreta de pacientes ndo é recomendada (KUMMERER, 2004).

A maior parte dos quimioterapicos sdo eliminados por via renal, na forma de metabdlito ativo

ou inalterado (TAB. 3), sendo assim, os maiores riscos para quem se expde a estes sdo de ma
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formacdo congénita (SKOV et al, 1990), infertilidade, aberracdes cromossdomicas (SESSINK et al,
1993; ENSSLIN et al, 1994).

TABELA 3: Metabolizacdo e excre¢do de farmacos antineopldsicos

FARMACOS EXCRECAO
Bleomicina 50% até 80% ¢ eliminada como droga ativa dentro de 24 hs.
Cisplatina 27% a 34% da dose é eliminada pelos rins
Ciclofosfamida 25% é eliminada pela urina inalterada
Dactinomicina 30% eliminada na urina e fezes
Daunorubicina 14% a 23% da droga é excretada na urina dentro de 72 hs.
Doxorrubicina Eliminada na urina em 24 hs.
Fluorouracil 15% da dose € eliminada na urina como droga intacta em 6 hs.
Ifosfamida 62% € eliminado na urina com +20% da droga metabolizada
Methotrexate 75% é eliminada na urina como droga, em 8 hs
Mitomicina 10% ¢é eliminada na urina como droga ativa

Fonte: CRISTOFOLINI e SCHULER SOBRINHO, 1998.

No Brasil, a legislacdo estd evoluindo ndo sé para diminuicdo dos riscos ocupacionais e
ambientais relacionados aos medicamentos antineopldsicos como para um sistema de gestdao da satde
do trabalhador. Nesse sentido, o treinamento dos funciondrios em todas as etapas de preparo da terapia
antineopldsica € essencial, assim como o registro dos treinamentos e do fornecimento dos
equipamentos de protecdo individual (EPIs) e coletiva (EPCs). Segundo a ANVISA RDC 220/2004,
“quando do manuseio dos fluidos corporais e excretas de pacientes que receberam tratamento
antineopldsico nas ultimas 48 horas, os funciondrios devem vestir aventais e luvas de procedimento”,
pois hd risco de contaminacdo, dado que tais fluidos contém drogas ativas ou seus metabdlitos.

No ambiente ocupacional, a monitoracio bioldgica em conjunto com a vigilancia da satde sdo
atividades necessdrias a prevengdo da intoxicacdo (WHO, 1996). Segundo DELLA ROSA et al
(2003), “esta monitoracdo consiste na determinacdo dos agentes presentes no ambiente de trabalho
e/ou de seus metabdlitos nos tecidos, nas secrecbées no ar expirado dos individuos expostos, para
avaliar a exposicdo e o risco a saiide, comparando-se os resultados obtidos com referéncias
apropriadas”. Isto confirma a necessidade de cumprir as normas de seguranca previstas para o
manuseio de tais drogas. Além do risco ocupacional, existem também os aspectos ambientais.

Todos os materiais residuais dos procedimentos de manipulacdo dos antineopldsicos devem
ser considerados residuo hospitalar especial (Classe B, segundo NBR 10.004 - ABNT/2004) e devem

ser descartados de acordo com os procedimentos do local, com rigorosa aten¢do quando da liberagdo
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para o meio ambiente. A determinacio do nivel de contaminagdo ambiental por agentes
antineopldsicos é um campo relativamente novo (OMS, 1999).

O estudo realizado pela Agence de 1’Environnent et de la Maitrise de 1’Energie (ADEME)
mostrou que quase todos os antineopldsicos sdo sensiveis ao processo de incineracdo utilizando
temperaturas acima de 1000°C, com intuito de reduzir o tempo de emissdo de vapores citotdéxicos na
atmosfera. Este processo destréi a molécula principal da substincia, mas pode dar origem a derivados
de combustdo que conservam a atividade mutagénica, sendo portanto, indicado efetuar um tratamento
de inativagdo quimica (hipoclorito a 10% por 24 horas) antes de enviar o material para o processo de
incineracao (MARTINS e DELLA ROSA, 2004).

O método de degradagdo quimica também € indicado para descontaminagdo de equipamentos,
coletores de urina, banheiros e vestimenta de prote¢do para manuseio com antineoplasicos. Entretanto,
nio € completamente satisfatério para o tratamento de fluidos corporais contaminados e efluentes
liquidos, devido a possibilidade de conter outras substincias quimicas com caracteristicas perigosas
que podem interagir entre si. MINOIA e PERBELLINI (2000) sugerem que a urina dos pacientes que
receberam tratamento antineopldsico deva ser inativada antes do descarte.

Ambos os métodos (incinera¢do e/ou degradacdo quimica) ndo podem ser considerados
definitivos, exigindo que os hospitais redobrem os cuidados com o despejo destes compostos (WHO,
1999). Isto demonstra a magnitude e alcance do problema, apontando a necessidade de estabelecer
novas regulamentacdes e métodos para avaliacdo dos riscos decorrentes do tratamento inadequado

desses compostos.

Apés a administragdo dos antineopldsicos, uma parte significativa destes € excretada na rede
de esgoto. Estudos tém demonstrado que muitas dessas substincias parecem ser persistentes no meio
ambiente e ndo sao completamente removidas pelas ETEs. A presenga desses farmacos residuais na
dgua pode causar efeitos adversos na saide dos seres vivos em varios niveis tréficos.

O monitoramento da eficiéncia de remog¢do desses farmacos pelos processos convencionais de
tratamento das ETEs € de grande importincia, pois, no futuro, poderao ser necessarias adaptagdes, ou
mesmo implantagdo de outros processos de tratamento que complementem a remocao adequada desses

farmacos.
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4. Tratamento de Efluentes e Processo Anaerobio

A adocdo de um maior rigor nos padroes de descarte de dguas residudrias tem motivado a
realizacdo de pesquisas, cujo objetivo € reduzir o impacto ambiental, especialmente em efluentes
contendo elevadas cargas téxicas, como 0s provenientes de estabelecimentos de servigos de satide.

A Resolucdo CONAMA 357/2005, concebe que o efluente de qualquer fonte poluidora
somente poderd ser lancado, direto ou indiretamente, nos corpos de dgua se ndo causar ou possuir

potencial para produzir efeitos toxicos aos organismos aquiticos no corpo receptor.

4.1. Tratamento de Efluentes

A investigagdo em anaerobiose de um modo geral tem vindo a aumentar nos ultimos anos
(ALVES et al, 2005).

Atualmente existe um ndmero significativo de alternativas para concepgao fisica de unidades
destinadas para conversdes bioldgicas anaerdbias. Estas unidades deixaram de ser consideradas como
simples tanques, para serem pesquisadas como reatores, onde ocorrem transformacdes complexas,
com participagdo de organismos vivos. Segundo CAMPOS (1999), o desenvolvimento da tecnologia
anaerdébia s6 foi possivel com o desenvolvimento e conhecimento dos aspectos microbioldgicos,
bioquimicos, termodindmicos e cinéticos dos processos anaerdbios € o mesmo tem sido reportado
como um método efetivo para o tratamento didrio dos efluentes (DEMIREL et al, 2005).

A composic¢do dos efluentes hospitalares apresenta flutuagdes mais ou menos evidentes em sua
descarga na rede de esgoto, em virtude da grande diversidade de substincias quimicas e materiais
bioldgicos eliminados no mesmo (LA ROSA, 2000). Tais riscos incluem os possiveis efeitos
patogénicos dos microrganismos e os efeitos toxicos e genotdxicos das substdncias quimicas
(farmacos, desinfetantes, entre outros) utilizadas pelos estabelecimentos de saide, que podem
ocasionar problemas como inibi¢cdo aos processos bioldgicos de tratamento, geracdo de lodo com
caracteristicas perigosas e toxicidade a vida aqudtica (SAPIA e MORITA, 2003).

A deteccio de produtos farmac€uticos no esgoto, 4gua superficial e na dgua potavel, indica o
potencial das substancias quimicas (estdveis e soliveis) em atingir o meio ambiente (WEBB et al,
2003).

ZWIENER e FRIMMEL (2003) estudaram a biodegradagdo de trés produtos farmacéuticos: o
dcido clofibrico, o ibuprofeno e o diclofenaclo, em uma estagdo de tratamento de esgoto piloto, com
reatores aerdbio e anaerébio, durante 50 horas. Ambos os processos foram considerados eficientes. O
anaerébio resultou na reducdo da concentracdo das trés substincias entre valores 60% - 80% da

concentracao inicial. A degradacdo do ibuprofeno foi observada imediatamente apds o inicio do teste,
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revelando a capacidade inerente do lodo para degradar o ibuprofeno sem necessidade de adaptagdo dos
microrganismos. Ja4 o processo aerébio os valores de reducdo foram na ordem de 95% apds trinta
horas.

A maior preocupagdo estd em estimar a eliminagdo eficiente dos residuos farmacéuticos
durante sua passagem pelas estacdes de tratamentos de esgotos municipais. Varios estudos reportam
taxas de eliminag¢do como valores de biodegradacdo que variam de quase nada a uma alta degradacio
para diversas substincias e diferentes tipos de estacdes de tratamento de esgotos (KUMMERER et al,
2000; STUMPEF et al, 1999; TERNES, 1998). A comparacgdo das taxas de eliminag¢do das diferentes
estagdes de tratamento municipal ndo gera nenhum resultado confidvel devido a variedade dos

efluentes, concentragao de formacos e parametros operacionais (ZWIENER e FRIMMEL, 2003).

4.2. Biodegradacao Anaerébia

A biodegradagdo é o mecanismo de degradacdo mais importante para os compostos organicos
na natureza, ao contrério de outros processos, a biodegradacao elimina os contaminantes sem dispersé-
los nos meios. Os produtos finais dessa degradacdo sdo didéxido de carbono, dgua e biomassa
microbiana. A velocidade e a eficiéncia da biodegradacdo depende da composi¢do quimica do produto
liberado, associado a fatores ambientais especificos (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Qualquer digestor anaerébio é um reator trifdsico (FIG. 6), onde interagem as diferentes fases
havendo trocas reciprocas de substratos e produtos, os microrganismos presentes na fase sélida,
produzem metabdlitos que se distribuem entre as fases liquida e gasosa, sendo estes produtos
reutilizados numa série de reacdes em cadeia até a obtenc¢do dos produtos finais, predominantemente

metano e gds carbonico (ALVES et al, 2005).

-
Fase Fase
liquida gasosa

FIGURA 6: Esquema das interagdes entre as varias fases num digestor anaerébio

A capacidade de uma bactéria anaerdbia decompor um determinado substrato € bastante
especifica, dependendo principalmente do seu sistema enzimdtico. As enzimas responsdveis pelas
reagdes do processo de decomposi¢do apresentam um alto grau de especificidade. A eficiéncia global

de conversdo da matéria organica em produtos estabilizados depende da eficiéncia de cada reagdo e do
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equilibrio entre as diversas espécies e entre os grupos de bactérias presentes no sistema anaerébio
(MENDES et al, 2005).

A digestdo anaerdbia é um processo bioquimico complexo, sendo composto por vérias reacoes
seqiienciais, cada uma com sua populacdo bacteriana especifica. O processo de conversdo envolve
quatro etapas: hidrdlise, acidogénese, acetogénese e a metagénese (FIG. 7).

As etapas de hidrélise e acidogénese consistem de um modo simplificado na hidrélise das
macromoléculas (carboidratos, proteinas e lipidios) nos correspondentes mondmeros que Ssao
posteriormente transformados em 4cidos graxos voldteis, dlcoois, diéxido de carbono, hidrogénio e
amoniaco. Estas transformacdes sdo asseguradas por um grupo variado de bactérias mesofilicas ou
termofilicas, anaerdbias estritas ou facultativas de crescimento relativamente rapido.

A etapa da acetogé€nese consiste na transformacgdo dos dcidos graxos voldteis em acetato e
hidrogénio sob acdo de dois grupos de bactérias homoacetogénicas e sintréficas, o papel dessas
bactérias no processo de degradacdo anaerdbia ndo estd atualmente completamente esclarecido.

A metanogénese € a etapa final do processo final e € responsdvel diretamente pela producio de
metano. As bactérias metanogé€nicas sdo extremamente sensiveis as variagdes das condigdes
ambientais, apresentam baixa velocidade de crescimento e ocupam um papel vital sobre o processo,

mantendo as concentragdes de hidrogénio no sistema a niveis adequados (ALVES et al, 2005).

Material organico complexo
Proteinas Carboidratos Lipidios
Hidrolise
Aminoacidos Mono e dissacarideos  Acidos graxos
Acidogénese ‘ ‘
Acetato Hidrogénio
Acetogénese }
Metanogénese Metano (Gas carbdnico

FIGURA 7: Seqiiéncia de processos na digestdo anaerdbia de macromoléculas complexas.
Fonte: adaptada de Van HAANDEL e LETTINGA, 1994.
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4.3. Fatores que Interferem na Biodegradabilidade Anaerobia

O processo anaerdbio possui uma baixa taxa de produgdo de biomassa, apenas 10% a 20% do
volume produzido no aerdbio, devido a reduzida taxa de crescimento dos microrganismos no
consdrcio anaerdbio. Para que os microrganismos convertam a matéria organica em produtos finais,
deve-se manter a biomassa de bactérias ativas e proporcionar contato desta com o material organico do
afluente. Por isso, o processo é mais suscetivel a desequilibrios, provocados principalmente por
substincias agressivas a esses organismos (CAMPOS, 1999).

Os principais elementos quimicos responsdveis pelo ataque as macromoléculas sdo as
enzimas, as quais agem como catalisadores no processo. Estas enzimas exigem para sua agdo
especifica, um ambiente adequado (VAZOLLER, 1999). O processo de digestdo anaerdbia requer uma
perfeita interacdo entre as bactérias fermentativas e as metanogénicas. Como o grupo de bactérias
metanogénicas € o mais sensivel as variacdes ambientais, deve-se visar a manutencdo das condi¢des
ideais para as mesmas. Além das condi¢Ges operacionais, os fatores ambientais que mais influem s3o:

temperatura, pH, e presenca de nutriente e auséncia de substdncias toxicas.

Temperatura: A temperatura é o fator ambiental de maior importancia na digestdo anaerdbia do
esgoto. Influencia diretamente o crescimento microbiano, ja que a atividade enzimdtica das
bactérias depende da temperatura que estdo expostos. A biodigestdo anaerdbia tem sido
observada para temperaturas entre 0°C a 97°C, no entanto, ha faixas de temperatura que sao
consideradas 6timas para o processo (CHERNICHARO, 1997). Ha aplicagdo do processo
anaerdbio em diferentes faixas de temperatura. Em temperaturas abaixo de 20°C, o processo de
digestdo pode ser limitado pela velocidade da primeira etapa: Hidrolise. Em altas temperaturas,
as taxas de reacfo se processam mais rapidamente resultando em uma operacdo mais eficiente e
menor tamanho dos reatores. Duas faixas de temperatura 6tima para o tratamento anaerébio tem
sido citada: uma mesofilica de 30 a 38°C e outra termofilica de 49 a 57°C, porém os digestores
anaerébios tem sido projetados para operarem na regido mesofilica. O estudo de ENRIGHT et
al (2005) verificou que, mesmo em baixa temperatura (15°C) as bactérias metanogénicas foram
eficientes no tratamento de efluentes contendo propanolol, metanol e acetona, com uma

remocao de DQO de 60 a 70%, apds 450 dias de ensaio.

Potencial hidrogenionico (pH): O valor e a estabilidade do pH do meio influenciam o
desempenho da degradacdo. O pH 6timo para a fermentacdo metanica estd entre 7,0 e 8,0, mas
as metanobactérias ndo sdo prejudicadas se o pH cair para 6,0. Em um meio 4cido, a atividade

enzimdtica das bactérias metanogénicas ¢ anulada, ou seja, sdo extremamente sensiveis as
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reducdes de pH. Ja as bactérias acidogénicas tem um crescimento 6timo na faixa de pH entre 5
e 6, tendo uma tolerdncia maior a valores baixo de pH. As alteracdes de pH podem afetar a
atividade das enzimas microbianas ou alterando o equilibrio quimico de certos compostos que
ocasionam o aumento ou a diminui¢do da toxicidade destes. Nos processos anaerdébios os dois
principais compostos que afetam o pH sdo o 4cido carbodnico e os 4cidos voldteis. Na faixa de
pH entre 6,0 e 7,5 a capacidade de tamponamento do sistema é quase completa, dependendo da
relacdo gds carbdnico/ alcalinidade, que em equilibrio com a dissociacdo do 4cido carbdnico,

tende a regular a concentrag¢do de fons H'.

Presenca de nutrientes e micronutrientes: Os microrganismos necessitam de nutrientes para a
formacdo do protoplasma (conteido no interior das células). O nitrogénio (N) e fésforo (P) sdo
os mais requeridos por serem essenciais para todos os processos bioldgicos. Geralmente, o
nitrogénio é o nutriente inorginico requisitado em maiores concentra¢des para o crescimento
dos microrganismos. Em condi¢des anaerébias, o nitrogénio nas formas de nitrato (NO3) e
nitrito (NO,") se encontra disponivel para o crescimento bacteriano, uma vez que este é
reduzido a gds nitrogénio e liberado na atmosfera. A incorporacdo microbiana de fésforo da
digestdo anaerdbia tem sido reportada como sendo de aproximadamente 1/5 a 1/7 daquela
estabelecida para o nitrogénio. A quantidade de N e P, em relagdo a matéria organica presente
(expressa em DQO) depende da eficiéncia dos microrganismos em obter energia para sintese, a
partir das reacdes bioquimicas de oxidacdo do substrato orgadnico. A baixa velocidade de
crescimento dos microrganismos anaerdbios, comparados aos aerdbios, resulta em menor
requerimento nutricional. Um grande nimero de outros elementos quimicos, denominados de
micronutrientes tem-se mostrado necessdrio ao crescimento dos microrganismos no processo
anaerdbio. Dentre os micronutrientes considerados essenciais, destacam-se o ferro (F) o cobalto
(Co), o niquel (Ni) e o zinzo (Zn). A exigéncia exata destes ¢ dificil de ser determinada na
pritica, mas parece existir uma relacdo entre a presenga micronutrientes € o aumento da

eficiéncia do processo anaerébio (CHERNICHARO, 1997; CAMPOS, 1999).

Presenca de substdncias toxicas: A adequada degradacio dos poluentes organicos por qualquer
processo biolégico depende da manutencao de um ambiente favoravel para os microrganismos,
incluindo o controle e a eliminag@o de constituintes toxicos. Segundo CHERNICHARO (1997),
a toxicidade é considerada um dos principais empecilhos para a aplicacio de processos
anaerébios. Vdrios compostos orgdnicos e inorginicos podem ser téxicos ou ter efeitos
inibitérios sobre o processo de digestdo anaerdbia. Os microrganismos usualmente t€ém uma
habilidade para se adaptar a altas concentracOes de muitos materiais inibidores. Uma mistura

N

complexa de microrganismos pode se adaptar a presenca de determinados xenobidticos, de
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forma a aproveitar ao miximo os metabdlitos produzidos entre as diferentes espécies,
aumentando a eficiéncia do processo de degradacdo (FERNICOLA e OLIVEIRA, 2002). A
extensdo da adaptacdo € relativa e em muitos casos a atividade apds a aclimatacdo pode
aproximar-se da obtida na auséncia do inibidor. A magnitude desse efeito depende da
concentracdo do material em digestdo, podendo ter em alguns casos, um efeito benéfico quando
ha baixa concentracdo. Materiais organicos sintéticos, como os detergentes, parecem ser t0xicos
em concentracdes de 15 mg.L"'. O mesmo pode ser dito para a presenca de metais pesados e
substincias organocloradas presentes no efluente a ser tratado, pois eles afetam os processos.
Mesmo em concentragdes muito baixas, podem ser toxicas para as bactérias (PINTO et al,
2000). A presenca de compostos ndo biodegraddveis ou a formagdo de compostos gerados da
degradacio parcial durante o processo anaerébio, pode aumentar a toxicidade do efluente ap6s
o tratamento anaerdbio. ALVES et al (2005) estudaram a inibi¢do do lodo anaerébio por
constituintes (s6dio, cromo, fenol e sulfato) de efluentes laboratoriais. O estudo de PAZ et al
(2004) concluiu que o efluente do Centro de Saude pesquisado apresentou caracteristicas
semelhantes ao efluente domiciliar, no entanto os autores consideram a necessidade de estudar a
presenca de compostos toxicos, como metais pesados, antineoplasicos e solventes. STEGER-
HARTMANN et al (1996), avaliaram em escala laboratorial a degradagdo do antineoplésico
ifosfamida. Os resultados indicaram que 50% da dose de ifosfamida, despejada em um vaso
sanitdrio foi diluida na 4gua e eliminada em condi¢des metanogénicas ap6s 120 dias. Algumas
substancias como estrégenos, presente em efluentes hospitalares é excretada na forma inativa
ou conjugada, como os: glicuronideos e sulfatos, podendo ser biotransformados por bactérias
comumente encontradas em dreas de despejo de efluentes, em compostos biologicamente ativos
e passiveis de desencadearem efeitos deletérios a0 meio ambiente aquéitico (SPEECE, 1996).
MASSE et al (2000), investigaram o efeito da presenga dos antibidticos penicilina e tetraciclina
no lodo de suinos, sobre a digestio anaerdbia. Ambos medicamentos causaram um efeito
inibitdrio na produgdo de metano de até 35%, no entanto, ndo foram observadas alteragdes na
estabilidade e na eficiéncia do tratamento anaerébio em relacdo pH, remocdo DQO e sdélidos

voldateis e total, quando comparado ao grupo controle.

A biodegradacdo anaerébia é um importante processo de tratamento na remocdo substancias
indesejaveis. Farmacos residuais, com destaque para os antineopldsicos, podem ser uma ameacga a
saude publica, que ainda ndo estd bem evidenciada, limitada a dados de detec¢do e remogdo de
farmacos existentes nas ETEs e a comparacio das taxas de eliminacio, que na sua maioria ndo geram
resultados confidveis, devido a variedade dos efluentes, concentracdo de firmacos e parametros

operacionais.
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5. FERRAMENTAS DE ANALISE

Um dos campos mais proeminentes da drea ambiental é o estudo de micropoluentes organicos
em ambientes aqudticos. Micropoluentes s@o usualmente detectados em concentragcdes abaixo de 1
parte por milhdo (1,0 mg.L") e compreende um universo de milhares de compostos (utilizados para
fins terapéuticos ou nio), que mesmo estando presentes em pequenas concentracdes, sdo capazes de
desencadear efeitos sobre os sistemas em que sdo introduzidos. Precisam ser detectados, quantificados
e avaliados quanto a sua periculosidade sobre a biota aquética e ETEs.

As ferramentas de andlise devem estar bem definidas e de preferéncia padronizadas, para que
se possa realizar o mesmo nivel de controle em diferentes corpos receptores e em efluentes com os

mais diversos poluentes.

5.1. Testes de Atividade Metanogénica Especifica e Biodegradabilidade

O teste de Atividade Metanogénica Especifica (AME) € uma ferramenta muito utilizada como
andlise de rotina, para quantificar a atividade metanogénica de lodos anaerébios ou ainda para avaliar
o comportamento da biomassa sob efeito de compostos potencialmente inibidores ou o potencial de
biodegradagcdo de um residuo ou de uma substincia quimica. No entanto, até o presente momento o
teste de AME ndo estd padronizado. Segundo AQUINO et al (2007) existem varias metodologias para
a determinagdo da atividade metanogénica, o que dificulta, em parte, a comparac¢do dos resultados
absolutos obtidas a partir de cada uma delas.

ALVES et al (2005) utilizaram o teste de AME para avaliar o grau de inibi¢cao do lodo por
constituintes de efluente de laboratdrio de controle de polui¢io. FURTADO et al (2002) investigaram
a atividade metanogénica no sedimento de trés lagoas na cidade de Macaé (RJ).

PINTO (2006) avaliou a eficiéncia da digestdo anaerdbia na bioestabilizacdo de sélidos
organicos de elevada concentracio, obtidos de sobras de feira livre (RSO), lodos de tanques sépticos,
dejetos suinos e lixiviado, procurando definir o tipo e a quantidade de indculo a ser usado, a
possibilidade de um processo de co-digestdo e qual seria a melhor proporcdo dejetos/RSO (em termos
de sélidos volateis) a ser adotado.

A AME pode ser definida como a capacidade maxima de producido de metano (CH4) por um
consoércio de microrganismo anaerdbio, realizadas em condi¢des controladas de laboratério, visando
viabilizar a atividade bioquimica mdxima de conversio de substratos orginicos a biogds. A

determinacdo da capacidade do lodo anaerébio em produzir metano € importante, porque a reducdo de



56

compostos causadores de demanda quimica de oxigénio (DQO), sé ocorrerd com a formagdo do
metano, que por ser praticamente insolivel em 4dgua, escapa facilmente da fase liquida (AQUINO, et
al, 2007).

Dessa forma, a partir de quantidades conhecidas de biomassa (gSVT) e de substrato (gDQO),
e sob condi¢Oes estabelecidas, pode-se avaliar a produ¢do de metano ao longo do periodo de teste. A
AME ¢ entdo calculada a partir das taxas de produtividade mdxima de metano (mLCH./gSVT.h ou
gDQOCH,/gSVT.d). O célculo da atividade metanogénica especifica midxima (AMEyax) € feita de
acordo com a equacao abaixo (VON SPERLING, 1996).

AME, 1y =d—V>< 24h/dia xLxl
dt 350mL/gDQO SV V

Onde:
AME\ax = atividade metanogénica especifica expressa em gDQOCH,/gSV .dia.
dV/dt = velocidade maxima da produg@o de metano expresso em ml/h.

SV= concentracio em sélidos volateis do indculo expresso em gSV/L

V= volume do meio de reagcdo expresso em litros

O valor de dV/dT € obtido através da equagdo da reta de inclinacdo maxima do gréfico da

producdo acumulada de metano (expresso em mLCH,) em funcio de tempo (expresso em horas).

5.2. Cromatografia para Amostras Ambientais — HPLC

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a cromatografia € um
método fisico de separacdo no qual os componentes a serem separados estdo distribuidos em duas
fases, sendo uma estaciondria e outra mével. O objetivo da cromatografia consiste em separar
individualmente os componentes de misturas seja para identificacdo, quantificacdo ou para obtencao
de substincias puras para os mais diversos fins.

Existem diversas técnicas que compdem o elenco de variedades de cromatografias, porém, a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC ou CLAE) € a técnica mais utilizada na atualidade.
O HPLC tem sido aplicado nas areas de quimica, bioquimica, farmacéutica, alimenticia, biotecnologia,
bioldgica e ambiental. Podendo detectar carboidratos, aminodcidos, 4cidos nucléicos, proteinas,
hormonios, farmacos, drogas de abuso, pesticidas, esterdides entre outras. Dada a sua especificidade,
esta técnica garante uma precisdo inquestiondvel para a deteccio de uma diversidade enorme de

substancias quimicas, acima de 14.000 substancias (MATTOS, 2005).
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A separacdo de uma mistura por cromatografia liquida € caracterizacdo por um gréifico,
denominado cromatograma, onde cada composto € representado por um pico e um tempo de retencio,
como demonstrado no GRAF. 2. O registro desta representacdo depende do detector utilizado na
metodologia, a qual deve estar conectado na saida da coluna para medir a variacdo da composi¢do da
fase mével, fornecendo um sinal elétrico (RIBANI et al, 2005).

Os sinais elétricos sdo processados a partir de um microcomputador, que define o tempo de
retengdo, a altura e a drea do composto separado da mistura.

Os picos serdo detectados de forma correta se o equipamento estiver preparado com uma
padronizacdo interna especifica para o composto que estd sendo analisado. No entanto € necessdria a
determinacdo das condigdes cromatogréficas: fase mével utilizado, tipo de coluna, fluxo de fase
mével, pressdo do fluxo, tipo de detector e comprimento de onda aplicado. Para isso, devem-se obter
solugdes padrao referentes ao composto estudado, pois, a partir destas serdo estabelecidas as condicdes

cromatogréficas (RIBANI et al, 2005).
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GRAFICO 2: Representacio cromatografica da ciclofosfamida (HPLC)

CARDOSO (2002) utilizou essa metodologia para verificar a bioequivaléncia do antibiético
amoxicilina, buscando o desenvolvimento de novos medicamentos. PAULINO, 2005 avaliou a
atividade antiinflamatéria do extrato de prépolis em amostras coletadas de modelos animais de
inflamacdo. HELM (2004) quantificou por HPLC, o perfil dos aminodcidos que compdem a cevada
nua, visando a caracterizacdo quimica dos graos.

GARG e ACKLAND (2000) relatam como técnica de identificacdo de CF em amostras de
urina, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa-massa, com prévia extragao liquido-
liquido com acetato de etila, sem derivagdo. TURCI et al (2002) também usou HPLC acoplado a duplo
espectrometro de massa, para determinacdo de ciclofosfamida, ifosfamida e metrotrexato em urina de

individuos expostos.
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Tanto o HPLC quanto a cromatografia gasosa (CG) sdo fundamentais para a determinagdo de
farmacos, em matrizes bioldgicas como sangue, urina e tecido, sendo que algumas modifica¢des nestes
métodos pode ser suficientes para amostras ambientais (BILA e DEZOTTI, 2003).

A cromatografia liquida tem vdrias vantagens para andlise de compostos organicos em agua.
Uma delas é que os compostos volateis representam uma pequena fracdo de compostos organicos
contidos em 4gua e esgotos. A maior parte do carbono estd presente como compostos ndo voldteis, que
podem ser diretamente analisados pela cromatografia liquida e ndo pela gasosa. Isto € especialmente
verdadeiro para esgotos, os quais contém muito material himico e compostos orgéanicos polares, tais
como carboidratos (REIS FILHO et al, 2006).

O HPLC ¢é uma ferramenta de andlise para os estudos de controle de contaminagdes
ambientais e ocupacionais realizados tanto no Brasil como no exterior, em virtude da sua capacidade
de determinagao multiresidual em baixos niveis de concentragdo em amostras ambientais.

BORTOLUZZI et al (2006) quantificou por HPLC-UV a presenca de moléculas de
agrotoxicos em dguas superficiais de uma microbacia hidrogréafica em Agudo no Rio Grande do Sul.

SACHER (2001) sugere que o método por cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser
utilizado para a determinagdo de antineopldsicos em amostras wipe test (este teste visa determinar a
presenca de quimioterdpicos sobre as superficies ou materiais), pois no estudo realizado por estes
autores, os resultados foram suficientes exatos e precisos nas dreas de manipulacido destes farmacos
em hospitais.

A literatura relata o uso do HPLC para a identificacdo do antineoplasico ciclofosfamida em
matrizes ambientais (PYY et al, 1988; SORSA et al, 1988 e MCDEVITT et al, 1993).

Nos ultimos anos, vérias metodologias usando o HPLC foram desenvolvidas para a detec¢do
de firmacos residuais na faixa de pg.L"' e ng.L"' em ambiente aquitico, como para: antineoplasicos
(HANSEL et al, 1997; STEGER-HARTMANN et al, 1996; KUMMERER e HELMERS, 1997),
antiinflamatérios (TERNES, 2001); antibidticos (HIRSCH et al, 1999; STUMPF et al , 1999);
estrogénios (REIS-FILHO et al, 2006).

Em virtude do aumento de consumo de medicamentos e da comprovada taxa de remocdo
incompleta dos farmacos pelas ETEs (STUMPF et al, 1999), o desenvolvimento e utilizacdo de
métodos analiticos suficientemente sensiveis, entre eles o HPLC, na determinag@o e monitoragao dos

farmacos residuais em ambiente aquéticos, justifica sua utilizagao.
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5.3. Ensaios Ecotoxicologicos e Mutagénicos

Os testes de toxicidade ambiental sdo procedimentos padronizados que consistem basicamente
na exposi¢do de organismos aquéticos representativos sob o ponto de vista ecoldgico, a concentragdes
conhecidas de uma ou mais substincias-teste, ou a fatores ambientais, por um periodo de tempo
determinado (CETESB, 1990). Representam uma importante ferramenta para avaliagdo da
sensibilidade de organismos aqudticos a poluentes e medicamentos, sendo os teste de toxicidade aguda
e cronica a base de estudos cientificos nesta complexa drea (FRELLO, 1998; FERREIRA, 2003).

Em geral, os testes de toxicidade s@o utilizados para se detectar e controlar poluentes toxicos
que estejam presentes nos efluentes industriais (CETESB, 1990). Os testes adotados devem ser bem
definidos e padronizados, para que se possa realizar o mesmo nivel de controle de toxicidade, em
diferentes corpos receptores e em efluentes com os mais diversos poluentes (BERTOLETTI, 1989).

A magnitude da resposta desses organismos ao agente toxico é avaliada através de algum
efeito sobre os organismos que tenham também significado ecoldgico. Os efeitos téxicos podem
incluir tanto a letalidade (mortalidade) e efeitos sub-letais, como alteracdes no crescimento,
desenvolvimento, reproducdo, respostas farmacocinéticas, patoldgicas, bioquimicas, fisiolégicas e
comportamentais. Podendo ser expressos através de critérios mensurdveis como o nimero de
organismos mortos, alteracdes no tamanho e peso, porcentagem de inibicdo de enzima, incidéncia de
tumor, dentre outros (RAND e PETROCELLI, 1985).

Umas variedades de protocolos de testes t€ém sido desenvolvidas para a geracdo e interpretagdo
de dados na avaliacdo de risco, impacto e monitoramento de substincias potencialmente txicas sobre
a biota aquatica e em efluentes (FERREIRA, 2003), desde que esses dados reinam propriedades
toxicoldgicas e estatisticas que lhe confiram validade. A resolugdo do CONAMA 357/2005 que dispde
sobre a classificacio de corpos de &dgua preconiza a utilizagdo de testes toxicoldgicos para

classificacdo, avaliacdo e monitoramento dos corpos da dgua e efluentes.

5.3.1. Teste de Toxicidade Aguda e Cronica

As duas respostas mensurdveis associadas aos efeitos que os agentes quimicos promovem nos
organismos aqudticos sdo: as de natureza aguda e as de natureza cronica.

Para AZEVEDO e CHASIN (2003) os estudos de toxicidade aguda visam demonstrar a
ocorréncia de efeito adverso num curto periodo de tempo, de acordo com procedimentos protocolares.
O objetivo deste teste é determinar a concentracdo do material (substancia quimica ou efluente) que
produz um efeito deletério na populagcdo exposta durante um curto periodo de tempo (24-48 h) sob

condic¢des controladas (RAND, 1995).
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Geralmente, os efeitos agudos sdo severos, sendo que um dos mais comumente medidos € a
mortalidade, perda de motilidade em invertebrados e inibi¢do de crescimento em algas. Esses estudos
freqiientemente envolvem a determinacdo de uma dose letal média (DLsp) ou uma concentragdo letal
média (CLsp) para o ambiente aquatico.

O principal teste de ecotoxicidade aguda é a determinag¢do da CLsy. Quando outros efeitos sdo
medidos, € ndo a mortalidade, a expressdo usada é a CEsy, que € definida como a concentracio
estimada do agente téxico que produz um efeito especifico (comportamental ou fisiolégico) a 50% da
populagdo apds um periodo de tempo pré-estabelecido (CETESB, 1992).

Usualmente, o teste inicial a ser aplicado é com Daphnia similis ou Daphnia magna, sendo
este um organismo que apresenta grande sensibilidade a uma elevada diversidade de poluentes, este
teste pode ser efetuado com rapidez e avalia a toxicidade aguda (CETESB, 1990).

A Daphnia magna tem sido amplamente utilizada como bioindicador nos testes de toxicidade,
por ser de facil manutencdo em laboratérios e sensiveis a diferentes grupos de agentes quimicos. A
CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental utiliza, a Daphnia similis em testes
de toxicidade. J4, o microcrusticeo utilizado pelo Instituto Ambiental do Parand — IAP é a Daphnia
magna. Para realizacdo de testes agudos com Daphnia magna, dentre a normatizagdo internacional,
cita-se a existéncia de duas normas: a americana estabelecida pela "International Standard
Organization" - ISO 6341 (ISO, 1996) e a alema desenvolvida pelo "Deutsches Institut fiir Normung" -
DIN 38412 (DIN, 1989). No Brasil, a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT normatizou
o uso da espécie através da NBR 12.713 (ABNT, 2003).

No estado de Santa Catarina, os ensaios de toxicidade aguda sdo regulamentados pela
Fundacdo do Meio Ambiente — FATMA, pela portaria n° 017/02, que estabelece os Limites Méaximos
de Toxicidade Aguda para Efluentes de Diferentes Origens.

O teste cronico é importante e complementar ao teste agudo, pois a auséncia de efeito agudo
ndo caracteriza auséncia de efeito sobre a biota. Segundo TERRA e FEIDEN (2003) a expressao de
muitos agressores ambientais somente torna-se visivel quando estdo presentes em altas doses.
Entretanto, quando eles existem em porcdes menores seus efeitos na bagagem genética dos individuos,
interferem nas suas fungdes fisioldgicas, altera a freqiiéncia reprodutiva e/ou a qualidade e quantidade
de organismos gerados.

Os efeitos cronicos podem surgir quando os organismos sdo submetidos, por um longo
periodo, a baixas concentracdes de poluentes téxicos que se encontram em efluentes liquidos, sendo
estes tratados ou nao (ZAGATTO et al, 1988).

Os testes cronicos permitem avaliar os possiveis efeitos adversos de uma amostra sob
condi¢des de longo tempo de exposi¢do a concentragdes sub-letais (RAND, 1995). Em um teste de
toxicidade crbonica completo o organismo-teste é exposto a varias concentragdes da solucdo-teste

durante seu ciclo reprodutivo completo. Os teste em que estiagios de vida iniciais sdo expostos a varias
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concentracdes do agente quimico incluem a exposi¢do de ovos, embrides, larvas ou alevinos de peixes
durante 1-2 meses. O resultado é expresso em Concentracdo de Efeito Nao Observado - CENO, sendo
esta a mais alta concentracdo do agente testada que ndo provoca efeito quando comparada com o
controle; e em Concentracdo de Efeito Observado - CEO, a mais baixa concentracdo que causa efeito
significativo sobre a populacido quando comparada ao controle.

Apesar de que estes testes ndo proporcionam dados sobre o ciclo de vida total de exposi¢do, os
resultados t€m sido utilizados para predizer, os valores de pardmetros de seguranca em
estabelecimento de concentra¢des miximas permissiveis em corpos de dgua.

Segundo BRENTANO (2006), ndao existem protocolos definidos e publicados para a
realizacdo de testes cronicos com Daphnia magna. Atualmente, no Brasil, os testes cronicos sao
contemplados na Resolugao CONAMA n° 357/2005 e exigidos para realizacdo do enquadramento dos
corpos hidricos. Para fins de interpretacdo da resolucio, efeito téxico cronico € definido como efeito
deletério aos organismos vivos causados por agentes fisicos ou quimicos que afetam uma ou vdrias
funcdes bioldgicas dos organismos, tais como a reprodugdo, o crescimento e 0 comportamento, em um
periodo de exposi¢do que pode abranger a totalidade de seu ciclo de vida ou parte dele. A mesma
resolucdo descreve em seu artigo 8°, inciso 4° que possiveis interacOes entre as substancias e a
presenca de contaminantes ndo listados na resolugdo, passiveis de causar danos aos seres vivos,
deverdo ser investigadas utilizando-se ensaios ecotoxicoldgicos, toxicoldgicos, ou outros métodos

cientificamente reconhecidos.

5.3.2. Ensaio de Mutagenicidade

J4 existem inumeras evidéncias experimentais, sobre os efeitos mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos de muitas substancias no meio ambiente, sob forma de poluentes industriais, fAirmacos,
defensivos agricolas, cosméticos, produtos de combustio, aditivos alimentares, entre outros (ZEIGER
et al, 1992; MORENO e GALLEGO, 2002).

Compostos organicos com atividade mutagé€nica podem acelerar ou aumentar o aparecimento
de mutacdes que podem estar associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Em geral sio capazes de
produzir lesdes nas moléculas de DNA, podendo acarretar em alteragdes genéticas e este pode ser o
estdgio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcinégenos quimico inicia a formagdo do tumor
(RIBEIRO et al, 2003). No entanto, a identificagdo destes compostos quimicos com atividade
genotdxica na dgua potavel, no esgoto ou nos efluentes industriais € dificil uma vez que nado estdao
presentes em altas concentragdes (STAHL, 1991).

Segundo AMES e GOLD (2000), a proporcdo de cancer causada por agentes quimicos

ambientais é baixa quando comparada com a propor¢do dos canceres associados ao estilo de vida
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(cigarro, dieta), as infec¢Oes ou carcindgenos naturais. No entanto, apesar de ser uma fonte menor de
mutagénese, esta exposicdo adicional representa um aumento na carga mutagénica, onde o risco em
excesso necessita ser avaliado e, se possivel, minimizado.

O desenvolvimento de ferramentas que permitam precisar quali-quantitativamente a avaliacio
dos riscos quimicos, fisicos e biolégicos tornou-se prioridade internacional. A geracdo de riscos
globais com multiefeitos, contaminagdo e poluicdo de varios meios (ar, d4gua, solo) e a exposi¢cdo de
vérias espécies da fauna e flora em diferentes escalas temporais e espaciais, conscientizou as Agencias
Internacionais de pesquisa a promover discussdes sobre a avaliacdo do risco ecoldgico e da satide
humana (WHO, 2002).

Em 19609, foi criada E.M.S. (Environmental Mutagen Society), junto com ela veio o Centro de
Informagdes de Mutdgenos Ambientais, o E.M.I.C. (Environmental Mutagen Information Center) para
facilitar o acesso dos pesquisadores a dispersa informagdo bibliografica. Mais tarde, outras
Organizagdes propuseram normas para o controle das substancias mutagénicas como: o C.E.E.
(Comunidade Econdmica Européia, 1979; Comunidade Econdmica Européia, 1984), a O.C.D.E.
(Organizacao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmicos 1981), a I.C.P.E.M.C. (International
Commission for Protection against Environmental Mutagens and Carcinogens, 1982, 1983a e 1983b),
a L.A.R.C. (International Agency for Research on Cancer, 1982) e o I.P.C.S. (International Programme
on Chemical Safety, 1985) entre outros (MORENO e GALLEGO, 2002).

A Fundagdo Americana de Saide, mediante o estudo de WEISBURGER (2001) realizou um
percurso sobre a resposta antimutagénica e anticarcinogénica desde o passado até a atualidade, e
concluiram que uma bateria de testes para detectar a reatividade no DNA de um organismo
procaridtico (como o Teste de Ames), e para ver a reparacdo no DNA de um sistema eucariético
(como o Teste do Cometa), juntas possuem uma sensibilidade acima do 90%.

RAAT et al (1985) defendem a importancia do teste ecotoxicoldgicos para avaliar a descarga
industrial no ambiente aqudtico, pois gera dados cientificos que auxiliam as agéncias governamentais
na tomada de decisdes. J4 STAHL (1991) reforca a necessidade de teste genotéxicos de rotina também
para monitorar a qualidade das dguas utilizadas para recreacio e para consumo.

Hoje em dia, existem varias metodologias validadas para o monitoramento de mutagénese e a
escolha depende das condigdes do laboratério e/ou dos objetivos do trabalho. Dentre estas
metodologias, ha os teste que utilizam microrganismos, entre eles podemos citar, Teste de Ames,
Cromoteste SOS e Induteste e os testes com células de organismos eucariotos, como por exemplo o

Teste do Cometa, Teste SMART e o Teste do Microniicleo.

Teste de Ames: Também conhecido como teste de Salmonella/Microssoma mede a indugdo de
mutagdo reversa em linhagens bacterianas de Salmonella typhimurium auxotréficas (His-) para

o aminodcido histidina que revertem as mesmas a prototrofia (His+). O teste é realizado na
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presenca e auséncia de um sistema de metabolizacdo exdgeno, o que permite determinar
substancias com ac¢do direta sobre o material genético da célula, monitorar a atividade positiva
ou negativa dos metabdlitos gerados pela biotransformacdo. O teste tem sido utilizado
rotineiramente no mundo todo. Existe um extenso banco de dados de substancias quimicas ja

testadas (AMES et al, 1973; RIBEIRO et al, 2003).

SOS Cromoteste: E um teste quantitativo/colorimétrico baseado na avaliagdo das fungdes SOS
através do monitoramento dos niveis da enzima B-galactosidade, em linhagens da bactéria
Escherichia coli. Este teste fornece uma estimativa do grau de indugdo SOS (caracteriza pela
ativacdo de um grande nimero de genes em resposta a situagdes de estresse) provocada pela
substincia em estudo. O cromoteste SOS é um dos testes de mutagénese mais utilizados para

detecgdo de genotoxinas (SILVA et al, 2003).

Induteste: O teste de indugdo lisogénica baseia-se na clivagem do repressor do profago em
células lisogénicas de E. coli mediada pela protease RecA. O DNA de um fago temperado pode
ser incorporar-se a0 cromossomo bacteriano sob forma de profago, mantendo-se em equilibrio
pela atuacdo de um repressor de natureza protéica codificado pelo profago. Este equilibrio pode
ser rompido pela clivagem do repressor levando a inducdo lisogénica. O processo pode ser

desencadeado por agentes fisicos e quimicos e, portanto, serve de indicador de lesdes no DNA e

inibicd@o da replicagdo semiconservativa (SILVA et al, 2003).

Teste do Cometa: Ou SCGE (Simgle Cell Gel Eletrophoreses Assay) é uma técnica que se
aplica para descobrir a genotoxicidade em animais experimentais ou plantas; a vantagem mais
importante € que as lesdes no DNA podem ser medidas em qualquer 6rgao. Pode ser usado em
estudos de reparo do DNA, fornecendo informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de
lesdo reparada. Apresenta grande sensibilidade e rapidez de resultados em estudos de
genotoxicidade e pode ser utilizado para avaliagdo de produtos quimicos em larga escala

(SILVA et al, 2003).

Teste SMART: O teste SMART (teste para detec¢do de mutagdo e recombinacéio somatica) em
asa de Drosiphila melanogaster, fundamenta-se na premissa de que durante o desenvolvimento
embriondrio, grupos de células proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam,
durante a metamorfose, em estruturas que origina, as asas das moscas adultas. Este teste
permite a deteccdo de genotoxinas de acdo direta bem como daquelas que somente quando
metabolizadas exercem sua atividade genotéxica (RIBEIRO et al, 2003). Cerca de 300

compostos quimicos ja foram avaliados no teste SMART de asa, tem sido aplicado para estudos
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qualitativos e quantitativos ou para estabelecer relagdes entre estrutura e efeito de uma série de
compostos quimicos (SILVA et al, 2003). O SMART também foi utilizado por AMARAL

(2001) para deteccdo da contaminacdo aqudtica por dejetos de origem urbana.

Teste do Microniicleo: O teste ¢ utilizado para avaliar os efeitos de agentes mutagénicos nos
cromossomos. O efeito da substancia a ser testada € verificado em esfregacos de células, onde o
biomarcador é o microndcleo. E considerado um ensaio tecnicamente simples, sendo usado
rotineiramente, para uma avaliacdo toxicoldgica inicial (avaliacio do perigo) no
desenvolvimento de agentes quimicos e medicamentos (FENECH, 1997; RIBEIRO et al, 2003).

Maiores detalhes estdo descritos a seguir.

Teste do Micronucleo

O estudo de microntcleos se constitui em um dos métodos para a medida de danos
cromossOmicos espontdneos ou induzidos, ou ainda de erros de segregacdo, uma vez que O
micronucleo resulta da producio de fragmentos acéntricos, ou de cromossomos inteiros que se atrasam
em relacdo aos demais em sua migracio para os polos da célula em andfase. Quando a célula entra em
telofase, tanto fragmentos acéntricos como cromossomos com quebras cromossomicas ou
cromatidicas, ou ainda, cromossomos inteiros perdidos por problemas no fuso mitético, sdo incluidas
nas células filhas, podendo se fundir com o nidcleo principal ou formar um ou mais nicleos
secundarios: os microntucleos (HEDLLE et al, 1983; FENECH, 1997).

A presenga de micronicleos pode ser considerada como uma indicacio de ocorréncia prévia
de aberracdes cromossdmicas estruturais ou numéricas em algum momento do ciclo de vida das
células (GRISOLIA e STARLING, 2001). Segundo HEDDLE et al (1983), este teste é potencialmente
sensivel para quantificar a freqiiéncia de anormalidades cromossdmicas surgidas nos cromossomos
humanos.

Os microndcleos sdo facilmente detectados em células interfasicas como corpiisculo
intracitoplasmdticos livres. Estes corpuisculos sdo pequenos, arredondados a ovais, encontrados no
citoplasma normalmente ao lado do nucleo principal. A sua semelhanca com o nicleo principal em
forma, textura, coloracdo e contetido de DNA ¢ que facilita sua deteccdo (GRISOLIA e CORDEIRO,
2000).

Uma vez que os teledsteos apresentam eritrécitos nucleados, a presenca de microntcleos pode
ser usada como medida da atividade clastogénica ou aneugénica de uma substidncia em ambiente
aqudtico (AL-SABTI e METCALFE, 1995). HOSE et al (1987) observaram a presenca de anomalias

adicionais, como a perda da forma eliptica de nicleos e o aparecimento de estruturas Feulgen-positivo
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no citoplasma. Embora o aparecimento de fragmentos nucleares ndo se adapte a defini¢do classica de
micronucleos, sdo manifestagdes quantificiveis de genotoxicidade em vertebrados inferiores.

Como a formagdo dos micronucleos s6 pode ser observada apds a ocorréncia da divisdo
celular, as freqiiéncias desses em um conjunto de células é dependente do tempo que a célula leva para
entrar em divisdo, do tipo de tecido, da espécie que estd sendo usada para o teste e de condigdes
ambientais (AL-SABTI e METCALFE, 1995). Em todos os ensaios com microntcleos deve-se levar
em consideragdo a sua ocorréncia espontinea.

O teste do microndcleo (MNs) constitui-se, entdo, em um teste de curto prazo, que pode ser
realizado tanto em células nucleadas de mamiferos quanto de peixes, com boa sensibilidade para
detectar danos nos cromossomos ou no aparelho mitético originados por xenobidticos, além de ser
bem aceito por vdrias autoridades regulamentatérias, incluindo o Guia de Substincias Quimicas
Testadas para Mutagenicidade - Gra -Bretanha (1981) e € indicado pelos membros do Mercado
Comum FEuropeu para a andlise de substincias quimicas e controle de qualidade (DIRETIVA
92/69/CEE, METODO B12).

PINTO-SILVA (2000) detectou a atividade genotéxica do dcido ocaddico, pelo teste do
micronucleo em hemdcitos de mexilhdes Perna-perna e concluiu que este organismo e este teste sejam
utilizados para a deteccdo precoce desta toxina no ambiente marinho, principalmente em locais de
cultivo de mexilhdes.

O Teste do MNs Pisceo € um ensaio muito utilizado para investigacdo de efeitos genotoxicos
causados por poluentes ambientais, tanto em condicdes laboratoriais como no campo. Segundo
SANCHEZ-GALAN et al (1998), os peixes sdo considerados bons indicadores para a detecgio de
contaminacao de recursos hidricos por substincias genotéxicas.

Sdo diversos os trabalhos utilizando a técnica do micronticleo para avaliacio de
mutagenicidade e/ou antimutagenicidade de diversos compostos aos quais os seres humanos estdo
€Xpostos.

GRISOLIA e CORDEIRO (2000) testaram diferencas de respostas entre trés espécies de
peixes (Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio) a quatro compostos clastogénicos:
bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluorouracil e mitomicina C e verificaram que, em geral, a CF
apresentou maior potencial clastogénico que os demais compostos; a espécie T.rendalli foi a mais
sensivel e C. carpio a mais resistente.

GRISOLIA e STARLING (2001) adotaram o teste de MNs para avaliar dano genético em
vérias espécies de peixes causado pelo efluente de duas ETEs municipal que despejam seus efluentes
no lago Paranod (Brasil) em outro estudo GRISOLIA et al (2005) avaliaram a genotoxicidade do
efluente final antes de ser liberado no lago Paranod de uma ETE municipal.

DELMANTO et al (2001) relataram que o chéd do cogumelo Agaricus blazei, conhecido como

“cogumelo do sol” apresentou efeito protetor contra a mutagenicidade da CF em camundongos Swiss,
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também através da andlise de microntcleos, tanto em eritrécitos policromdticos da medula dssea
quanto em reticuldcitos do sangue periférico.

PEREIRA et al (2005), avaliaram a capacidade do extrato alcodlico da Punica granatum
como agente quimioprotetor e adjuvante no tratamento do cédncer, em roedores em animais antes-
tratados com CF na dose de 200 mg.Kg™', para inducio de danos no DNA. FAGUNDES et al (2005),
utilizaram a CF, como controle positivo para avaliar o efeito mutagénico da amona coricea em
camundongos.

Os trabalhos acima exemplificam bem a potencialidade do teste do microntdcleo nos ensaios
de avaliacdo de mutagenicidade, bem como, a utilidade do antineoplasico CF, como controle positivo

do teste de genotoxicidade em fungdo da sua propriedade mutagénica.

A complexibilidade natural do ambiente aquitico impede de predizer exatamente o que
ocorrerd com um agente quimico quando este for liberado e se sua presenca ¢ um fator de risco para o
ser humano e para o meio ambiente. Esta constatacdo tem instigado o aumento do interesse por parte
dos pesquisadores e agéncias regulamentadoras em desenvolver e testar metodologias que permitam a
deteccdo e a avaliacdo quimica, bioldgica e toxicolégica de micropoluentes organicos em ambientes
aqudticos e seus possiveis impactos ambientais.

Essas ferramentas metodoldgicas sdo fundamentais para o processo de gestdo dos residuos de

saide e permite a elaboracdo de acdes com relacdo a descarga desses efluentes no meio ambiente.
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6. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Neste capitulo, estdo descritos os procedimentos metodoldgicos para a aquisicdo das metas
dessa pesquisa, sendo dividido em cinco etapas:

Etapa preliminar: Delimitacdo da Abrangéncia do Estudo

Etapa 1: Levantamento de Dados

Etapa 2: Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por Processo Anaerobio

Etapa 3: Avaliacdo Cromatogrdfica

Etapa 4: Testes de Toxicidade e Mutagenicidade

6.1. Etapa Preliminar: Delimitacdo da Abrangéncia do Estudo

Este estudo abrange os estabelecimentos de satide publicos e particulares, envolvidos
diretamente com quimioterapia antineopldsica, atuantes no estado de Santa Catarina e na cidade de
Florian6polis/SC. O estudo foi centralizado no fidrmaco antineopldsico mais utilizado nos tratamentos

de cancer em Floriandpolis.

Procedimento Metodologico

Coleta de informacdes, junto a Secretaria de Saide do Governo do Estado de Santa Catarina,
bem como a Cooperativa de Médicos de Santa Catarina — UNIMED/SC, sobre:
1. Os estabelecimentos publicos e privados cadastrados envolvidos com o tratamento
antineoplasico no Estado de SC, no ano de 2002.
2. Alocalizacio geografica dos mesmos, em Floriandpolis e,

3. O destino dos efluentes gerados por esses estabelecimentos,

Esses resultados permitiram a realizagao da Etapa 1 (Levantamento de Dados) sobre o consumo

de antineoplasicos nos estabelecimentos de satide em Florianépolis/SC.
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6.2. Etapa 1: Levantamento de Dados

A importincia do levantamento dos dados nos estabelecimentos de sadde (publicos e
privados) atuantes na cidade de Florianépolis/SC consistiu no conhecimento dos antineopldsicos mais
utilizados, como também a quantificacdo do uso mensal/anual dos mesmos. A avaliagdo destes dados
permitiu:

1° A selecdo do antineoplasico referéncia a ser utilizado no presente estudo;
2° A verificagdo da dose média administrada aos pacientes tratados com o antineopldsico

selecionado.

Procedimento Metodologico

Por meio de oficios (ANEXO 10.1), foi solicitado aos estabelecimentos de saude de
Florianépolis permissao para efetuar a compilagdo do “Livro de Registros de Preparo e Consumo de
Quimioterdpicos”. Dessa consulta foram extraidas informacdes quantitativas referentes aos
antineoplasicos utilizados em cada um dos estabelecimentos. Os dados foram analisados mensalmente,

com auxilio de uma planilha de célculo (programa Microsoft Excel -XP).

Aspectos Bioéticos

A coleta de dados foi realizada respeitando-se o sigilo da informacao e a confidencialidade dos
individuos cadastrados. Todas as etapas foram realizadas com restricdo de acesso e cuidados de
seguranca e armazenagem da informagdo, conforme normas para realizagao de Pesquisas em Seres
Humanos preconizadas na resolu¢do 196/96 do Conselho Nacional de Saide (CNS).

Esses resultados serviram de subsidios para etapa 2.

6.3. Etapa 2: Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por Processo Anaerobio

Nesta etapa verificou-se a degrada¢do da CF por meio de um processo bioldgico anaerébio,
bem como a eventual interferéncia no referido processo. As andlises fisico-quimicas foram realizadas
no Laboratério Integrado de Meio Ambiente (LIMA) e os ensaios experimentais aconteceram nho
Laboratério Experimental de Residuos Soélidos (LARESO) pertencente ao Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS) da UFSC.

Para avaliacdo do potencial de degradabilidade da CF, primeiramente foi selecionada a
biomassa anaerdbia a ser utilizada como indculo. Para tanto, foi realizado o ensaio para Avaliacdo da
Atividade de Metanogénica Especifica (AME), visando verificar a capacidade do lodo de transformar

acetato, hidrogénio e gis carbdnico em metano. Na seqii€ncia foi realizado o teste para Avaliacdo da
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Biodegradabilidade da CF em diferentes concentracées, com intuito de estabelecer o grau de
degradabilidade do farmaco e verificar a possibilidade de interferéncia do mesmo sobre o processo

anaerobio.

Inéculo (Lodo Anaerébio)

Coleta e armazenamento
A biomassa utilizada como inéculo para os frascos reatores, foi proveniente de um reator
anaerobio de fluxo ascendente (UASB) industrial, utilizado no tratamento de efluentes oriundo da
fabricacdo de cerveja, por se tratar de um lodo potencialmente ativo. O lodo (FIG. 8) foi armazenado
em bombonas de 20 litros e mantido em temperatura controlada em uma estufa de DBO a 35°C,

(Marca DIST).

Andlises fisico-quimicas — Caracterizagcdo
Os métodos adotados para a realizacdo das analises de sélidos totais (ST), sélidos volateis
(SV), potencial hidrogenionico (pH), demanda quimica de oxigénio (DQO) seguiram os padrdes

estabelecidos pelo Standard Methods (APHA-AWWA-WPCEF, 2002).

FIGURA 8: Estufa DBO utilizada para armazenar o lodo anaerébio a 35°C
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Substancia-teste (Ciclofosfamida)

A ciclofosfamida (Asta Medica Oncology) utilizada neste estudo, foi preparada a partir de um
frasco ampola de 200,0 mg (pd), diluido em 10,0 mL de solugdo de cloreto de sédio (NaCl) 0,9%,

perfazendo uma concentracio final de 20,0 mg.mL™".

Solucoes estoques

As solucdes de nutrientes e de 4cidos volateis utilizadas nos ensaios de AME e
Biodegradabilidade foram previamente preparadas e estocadas em geladeira a 5°C. A composic¢do das

mesmas esta descrita na TAB 4.

TABELA 4: Composi¢do das Solugdes Estoques

Solucao Estoque Solucao Quantidade

Solugiio 1 NH,CL 170,0 gL
KH,PO, 37,0gL"

Macronutrientes MgSO,.7H,0 11,5 g-Li
CaCl,.2H,0 8,0 gL’

Solucdo 2 FeCl;.6H,O 2000,0 mg.L'l
CoCl,.6H,0 1088,0 mg.L"!

Micronutrientes MnCl,.4H,0 500,0 mg.L'1
CuS0,.5H,0 38,0 mg.L"
ZnS0,.7H,0 106,0 mg.L"!
H;B; 50,0 mg.L"!
(NH,)¢Mo,0,.4H,0 90,0 mg.L"!
Na,SeOs5 100,0 mg.L"!
NICl,.6H,0 50,0 mg.L"!
EDTA 1000,0 mg.L"!
HCI concentrado 1,0 mL.L"

Solucdo 3 Na,S.9H,0 100,0 mg.L"!

Meio redutor

Solugio 4 Acido Acético 28,0 gL

Acidos Organicos Acido Propidnico 28,0 gL

(substrato) Acido Butirico 28,0 g.L'1

Metodologia analitica
A metodologia adotada para os ensaios de Atividade Metanogénica (AME) e

Biodegradabilidade seguiram o protocolo desenvolvido por SOARES e HIRATA (1997) e adaptado
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por PINTO, 2006. Trabalhou-se com uma relacio de indculo/substrato de 5,0 g SV/L de concentracio

celular para 5,0 g DQO.L" de 4cidos organicos, ou seja, uma relagio 1:1.

A montagem do processo € descrita a seguir e a FIG 9, ilustra o sistema utilizado.

10.

Determinar a quantidade de sélidos volateis presentes no lodo (indculo) a ser analisado (gSV/L);
Colocar a quantidade pré-estabelecida de in6culo em cada digestor anaerébio (FRASCO I), a fim de se
obter uma concentragéo final de indculo correspondente a 5,0 gSV/L;

Adicionar aos FRASCOS I, quantidades determinadas da solugdo 1, solug@o 2, solugdo 3, solugdo 4,
solucdo tampdo (correcdo do pH) e completar com dgua destilada. O volume final da mistura devera
ocupar entre 70 e 90% do volume do frasco reator;

Fazer a purga do oxigénio presente nos FRASCOS 1, através de borbulhamento com nitrogénio gasoso
(pressdo de 5 psi durante 5 minutos);

Fechar os FRASCOS 1, com rolhas de silicone (adaptadas com orificios para a saida do gis) e vedar
com cola de silicone;

Conectar FRASCO I ao FRASCO 1I (frasco de seguranga), para que permite o deslocamento do gas
metano para o FRASCO III (o frasco invertido estd preenchido com uma solucdo alcalina de NaOH
5%, que favorece a retengdo de CO, produzido);

Incubar os FRASCOS I, em um banho-maria a temperatura controlada de 35 °C;

Registrar os volumes de gds metano produzido, em cada intervalo de tempo, ao longo do periodo do
teste (mL/h). O volume de liquido expulso do FRASCO III, deve corresponder ao volume de gis
produzido no frasco IV;

Corrigir o volume de gdas metano para as condi¢des normais de temperatura e pressio (CNTP) e,

Calcular atividade metanogénica médxima, considerando que 1g de DQO degradada produz 350 mL de

Frasco Il m
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FIGURA 9: Sistema utilizado para nos teste de AME e Biodegradabilidade
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Registro do gas metano

O volume de metano desprendido do gasdometro foi registrado na planilha apresentada no
ANEXO 10. A medicao foi realizada ap6s 15 minutos do inicio do teste. Nas primeiras oito horas as
leituras foram feitas a cada 2 horas, apds esse periodo as leituras foram feitas somente uma vez ao dia,

até o término do experimento.

1° experimento: Avaliacdo da Atividade de Metanogénica Especifica (AME)

Objetivo: Avaliar a atividade metanogénica especifica (AME) do lodo, em termos da quantidade
de metano produzido por dia, por grama de SV, verificando assim as condic¢des reais da atividade

microbiana do referido lodo.

Inicialmente fez-se a caracterizac¢do do lodo selecionado como indculo em termos de potencial
hidrogenidnico (pH), Sdlidos Totais (ST) e Sélidos Volateis (SV) e Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO).

O ensaio de AME foi conduzido utilizando digestores de 200 mL, sendo 180 mL de volume
dtil para a mistura (in6culo + nutriente + substrato + dgua). A composicdo das solucdes estoques
encontra-se na TAB. 4.

O ensaio foi realizado em triplicata, a montagem do processo estd descrita no item 6.3.1
(Metodologia analitica). Foram montados seis (6) digestores anaerdbios, subdivididos em dois grupos:
o primeiro grupo foi denominado controle e o outro de dcidos orgdnicos, a TAB 5. apresenta a
composi¢do de cada grupo.

O experimento teve a dura¢do de dez dias (240 horas).

TABELA 5: Composi¢do dos digestores anaerébios (FRASCO I) - AME

Composicao Grupo (controle) Grupo (dc. Organicos)
Inoculo (lodo) 158¢ 158¢
Solugao 1 2,4 mL 2,4 mL
Solugao 2 0,4 mL 0,4 mL
Solugao 3 2 gotas 2 gotas
Solucao 4 -- 7,3 mL
Solucao Tampdo * -- 20,0 mL
Agua destilada g.s.p 180,0 mL g.s.p 180,0 mL

*: quando necessario
g.s.p.: quantidade suficiente para
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2° experimento: Avaliacdo da biodegradabilidade da CF

Objetivo: Submeter diferentes concentragdes de ciclofosfamida (CF) a degradacdo por uma
biomassa conhecidamente ativa, e assim verificar o potencial de aplicabilidade do processo de

digestdo anaerdbia ao tratamento desse residuo.

O indéculo previamente estabilizado e caracterizado pelo teste de AME, mais os nutrientes e
substratos foram colocados nos digestores anaerébios juntamente com diferentes doses de
ciclofosfamida (2,0; 20,0; 200,0 e 500,0 mg.L'l).

Uma vez adicionadas todas as solucdes necessdrias, lacrados os frascos e realizado a troca
atmosférica por nitrogénio gasoso, os digestores anaerébios foram levados ao banho-maria (35°C) e
iniciou-se a contagem do tempo. A avaliacdo do processo se deu através do volume de biogds
produzido. As leituras de volume de gis foram feitas apds 15 minutos do inicio do teste. Nos
primeiros dois dias foram feitas medidas do volume de biogés trés (3) vezes ao dia. Apds esse periodo
as medidas foram tomadas uma vez ao dia, durante trinta dias. Os ensaios foram montados e
acompanhados, seguindo o mesmo procedimento adotado para o teste de atividade metanogénica
(AME). Ambos os ensaios foram realizados em triplicata.

Neste experimento, foram montadas duas baterias:

1° bateria: Biodegradabilidade da (CF) nas concentragdes (2,0; 20,0 e 200,0 mg.L'l).
2° bateria: Biodegradabilidade da (CF) nas concentracgdes (20,0; 200,0 e 500,0 mg.L’l).

1° bateria: Biodegradabilidade da (CF) nas concentracdes (2,0; 20,0 e 200,0 mg.L™").

Os ensaios foram realizados em triplicata, a montagem do processo foi feita conforme ja
descrito. Ao todo foram montados quinze (15) digestores anaerdbios, subdivididos em cinco (5)
grupos denominados: amostra 1 (Branco - controle), amostra 2 (icidos organicos - controle), amostra
3(CF2,0 mg.L'l), amostra 4 (CF 20,0 mg.L'l) e amostra 5 (CF 200,0 mg.L'l). A TAB. 6 apresenta a

composi¢do dos digestores para cada grupo.

TABELA 6: Composig¢do dos digestores anaerébios (FRASCO 1) - 1° bateria

Composicao  Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3~ Amostra 4 Amostra 5
Inoculo (lodo) 158 ¢ 158 ¢ 158¢g 158 ¢ 158¢g
Solugdo 1 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL 2.4 mL 2,4 mL
Solugdo 2 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL
Solugao 3 2 gotas 2 gotas 2 gotas 2 gotas 2 gotas
Solucao 4 - 7,3 mL 7,3 mL 7,3 mL 7,3 mL
Ciclofosfamida - - 2,0 mg.L" 20,0 mg.L" 200,0 mg.L™!
Sol. Tampdo * -- 20,0 mL 20,0 mL 20,0 mL 20,0 mL

Agua destilada q.s.p 0,18L q.s.p 0,18L q.s.p 0,18L q.s.p 0,18L q.s.p 0,18L

*: quando necessario
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2° bateria: Biodegradabilidade da (CF) nas concentragoes (20,0; 200,0 e 500,0 mg.L-1).

Os ensaios foram realizados em triplicata, a montagem do processo € idéntica & 1° bateria, a
excecdo estd na substituicio do digestor amostra 3 (CF 2,0 mg.L"' de) pelo digestor amostra 6 (CF
500,0 mg.L"' de). Este ensaio consistiu de quinze (15) digestores anaerébios, subdivididos em 5 grupos
denominados: amostra 1 (Branco - controle), amostra 2 (dcidos organicos - controle), amostra 4 (CF
20,0 mg.L'l), amostra 5 (CF 200,0 mg.L'l) e amostra 6 (CF 500,0 mg.L'l). A TAB. 7 apresenta a

composi¢do dos digestores anaerdbios para cada grupo.

TABELA 7: Composi¢ao dos digestores anaerdbios (FRASCO 1) - 2° bateria

Composicao Amostra 1 Amostra 2 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
Inéoculo (lodo) 158 ¢ 158 ¢ 158¢g 158 ¢ 158¢g
Solugdo 1 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL
Solugdo 2 0,36 mL 0,36 mL 0,36 mL 0,36 mL 0,36 mL
Solugdo 3 2 gotas 2 gotas 2 gotas 2 gotas 2 gotas
Solucdo 4 -- 7,3 mL 7,3 mL 7,3 mL 7,3 mL
Ciclofosfamida - 20,0 mg.L"! 200,0mg.L"  500,0 mg.L"

Sol. Tampao * -- 20,0 mL 20,0 mL 20,0 mL 20,0 mL
Agua destilada q.s.p 0,18L q.s.p 0,18L q.s.p 0,18L g.s.p 0,18L q.s.p 0,18L

*: quando necessario

Ao término de cada bateria foram feitas as andlises de DQO, para o cdlculo da taxa de
biodegradabilidade. A biodegradabilidade € a porcentagem de DQO biodegradada calculada pela
relacdo entre a DQO soluvel final (DQOy) e a DQO soluvel inicial (DQO;). A DQO biodegradada
(DQO-BD) é€ a diferenca entre a DQO soltvel inicial e final.

(DQO,- B DQOf) %
DQO;

1

100

onde:

DQOgp = % de DQO biodegradada;
DQO; = concentragio de DQO no inicio do teste (mg.L ™)
DQOy = concentragio de DQO no final do teste (mg.L h
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6.4. Etapa 3: Avaliacdo Cromatogrdfica

Visando confirmar a biodegradacdo anaerdbia da CF realizada na etapa anterior. Os efluentes
dos digestores anaerébios foram quantificados por cromatografia liquida de alta performance acoplada
ao detector de ultravioleta (HPLC-UV). Para investigacdo de metabdlitos formados da biodegradacdo
da CF foram utilizados HPLC-PDA e o cromatégrafo gasoso (CG-MS).

As andlises foram executadas no Laboratério Analitico Instrumental - Cromatografia do
SENALI - CIC/SETSAM e no Instituto Ambiental do Parand (IAP), ambos localizados em Curitiba.

Nesta etapa foram executados dois procedimentos e uma anélise complementar:

v’ 1° procedimento: Deteccdo e quantificagdo da concentra¢do de CF por HPLC-UV, nas
amostras dos efluentes antes e apos o tratamento.

v’ Andlise complementar: Anélise por HPLC - Detector de PDA com varredura na faixa de
195 a 600nm, para a verificacdo de intermedidrios da CF.

v’ 2° procedimento: Determinagdo de metabdlitos da degradacdo da CF apés o tratamento

anaerébio por meio de cromatografia gasosa (CG-MS).

1° procedimento: Deteccgdo e quantificacdo da concentragdo de CF por HPLC-UV, nas amostras antes

e apos o tratamento. Este foi o principal procedimento, visto que foi empregado para determinar a

eficiéncia do tratamento anaerdbio na biodegradagao da CF.

Amostras: Efluentes dos reatores (amostra 1, 2; 3; 4; 5 e 6), antes e apds o tratamento, oriunda da
etapa-2 (Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por Processo Anaerdbio), totalizando doze (12)

amostras (06 antes e 06 apos o tratamento).

Condicoes cromatograficas

v" O equipamento utilizado foi um HPLC (Hitachi Lachrom Elite) com auto sampler, bomba
quaterndria, forno para colunas e detector de UV;

Fase mével: dgua / acetonitrila (60:40) com fluxo de 1,0 mL/min;

Temperatura do forno: 35°C

Detector UV: 205 nm;

Injecdo de 20 pL de amostra;

Tempo de retengdo (Tgr) da ciclofosfamida: 2,09 min.

Tempo total de analise: 5 min e 45 min.

Coluna LiChrispher 100 — RP 18 (5 pL) com 125 mm de comprimento (Marca Merck).

S N N N RN



76

Validacao da metodologia

A metodologia adotada foi baseada no estudo de HANSEL et al (1997). Visando melhorar o
sistema de deteccdo, foi feito um enriquecimento das amostras e dos padrdes utilizando o método de
extracdo de fase s6lida (SPE) com cartuchos de C18. Abaixo o procedimento executado:

Inicialmente foi realizada a ativacdo das colunas C18 (300 mg). As colunas foram ativadas
com 5 mL de metanol grau HPLC e lavadas com 5 mL de dgua ultrapura. Através da coluna,
utilizando uma bomba peristaltica, foram passados 50 mL do padrdao e da amostra (uma coluna para
cada), onde a CF ficou retida na coluna. Apds a passagem do padrdo e das amostras, as colunas foram
secas a vacuo com fluxo de nitrogénio para a retirada de umidade por aproximadamente 1 h. Ao
término deste intervalo, foi realizada a eluicdo da CF com 2,0 mL de metanol e o extrato obtido foi

injetado no equipamento HPLC-UV.

Curva-padrdo de ciclofosfamida

A solucdo padrao foi injetada no cromatégrafo liquido impreterivelmente no dia da injecdo das
amostras, com o objetivo de estabelecer uma curva-padrdo do antineopldsico CF e possibilitar a

detec¢do deste nas amostras de efluente antes e apds-tratamento.

Porcentagem de remocdo de Ciclofosfamida no efluente apos-tratamento

Depois de detectada a concentracido de CF, presente no efluente (antes e apos-tratamento) foi
calculada a porcentagem de remocao de CF no efluente pelo processo anaerdbio, utilizando a férmula

abaixo.

CF,-CFy
YDoreducdo =| ———— |x100
CF,

i

CF;: concentragdo de CF inicial (efluente antes-tratamento)

CFy: concentragio de CF final (efluente apés-tratamento)
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Andlise complementar: Anélise por HPLC - Detector de PDA com varredura na faixa de 195 a

600nm, para a verificacdo de intermedidrios da ciclofosfamida.

Amostra: Para realizacdo desta andlise, foi selecionada a amostra 5 (apds o tratamento), que

corresponde ao reator n°5 (CF: 200,0 mg.L™"), cuja composicio foi descrita na TAB. 7, do item 6.3.2.

Condicoes cromatograficas

v" O equipamento utilizado foi um HPLC (Waters)com bomba quaternéria, forno para colunas e
detector de PDA (Diode Array Detector);

Fase Movel: Agua/Acetonitrila (60:40) com fluxo de 1,0 mL/min;

Temperatura do Forno: 35°C;

Detector de PDA com varredura na faixa de 195 a 600nm;

Injecdo de 20 pL. de amostra;

Tempo de retengdo da ciclofosfamida: 3,364 min.;

Tempo Total de andlise: 40 min;

N N N N RN

Coluna Gemini Phenomenex C18 (S5um) com 250mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro.

Validacao da metodologia

A conduta adotada para validacdo da metodologia foi a mesma descrita para o [°

procedimento.

2° procedimento: Determinacio de metabdlitos da degradag¢do da CF apds o tratamento anaerdbio por

meio de cromatografia gasosa (CG-MS).

Amostra: Foi selecionada a amostra 5 (apds o tratamento), que corresponde ao reator n°S (CF:

200mg.L™"), cuja composicio foi descrita na TAB. 7.

Condicoes cromatograficas:

v" Cromatégrafo Gasoso (Varian modelo CP3900) com detector de espectrometria de massas
(Varian modelo Saturn 2100T) e injetor automético (Varian CP-8410);
v" Fase Mével: hélio com fluxo de 1,0 mL/min;

v Injetor: 280°C, modo de injec@o split/splitless;
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v Temperatura do Forno: 110°C por 1 min, aquecimento até 290°C a 10°C/min, permanecendo
em 290°C por 7 min;

v' Detector: Mass Range (EI) 120-400 u; Séc/Scan: 1; Multiplier Delay: 5,8min; RF Level:
79,4amu; fon Trap Temp: 230°C; Target: 25000;

v Inje¢do de 2uL de extrato;

<\

Tempo de retengdo da ciclofosfamida: 14,05min. Tempo Total de anélise: 26min;
v" Coluna: Coluna Capilar Factor Four Varian modelo VF-5MS (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano) (0,25um de espessura de filme) com 30 m de comprimento e didmetro

interno de 0,25mm (Marca Varian).

Validacao da metodologia

Para a andlise por CG/MS, foi feita uma extracdo e uma derivatizagdo da amostra e do padrio
utilizando o método SPE com cartuchos C18, conforme descrito por TERNES (2001). Segue abaixo
do procedimento adotado:

Inicialmente foi feita a ativagdo das colunas C18 (300mg). As colunas foram ativadas com
SmL de metanol grau HPLC e lavadas com SmL de 4gua ultrapura. Através da coluna, utilizando uma
bomba peristaltica, passou-se 50 mL do padrao e da amostra (uma coluna para padrdo e uma para cada
amostra), a CF ficou retida na coluna. Apds a passagem do padrdo e da amostra, as colunas foram
secas sob vacuo com fluxo de nitrogénio visando a retirada de umidade por aproximadamente 1h.
Apds este intervalo, foi realizada a eluicdo da CF com 2mL de metanol. O extrato obtido foi
concentrado sob nitrogénio até aproximadamente 100uL, em seguida foi adicionado ao extrato S0uL.
de 4cido trifluoracético (TFAA) para a derivatizagdo. O extrato final foi analisado por CG/MS nas

condi¢des cromatograficas descritas acima.
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6.5. Etapa 4: Teste de Toxicidade e Mutagenicidade

Nesta etapa foram avaliados os efeitos agudos e cronicos causados no microcrusticeo Daphnia
magna e o potencial mutagénico “Ensaio de Micronicleo” em peixes da espécie Geophagus
brasilienses e Oreochromis sp, das amostras do efluente antes e apds-tratamento anaerébio.

As andlises toxicoldgicas e mutagénicas foram realizadas no Laboratério de Toxicologia

Ambiental (LABTOX) — Departamento de Engenharia Sanitdria e Ambiental — ENS/UFSC.

6.5.1 Teste de Toxicidade Aguda e Cronica com Daphnia magna.

De acordo com a ABNT (2004), os testes em laboratdrio sdo realizados utilizando amostras
que, através de dilui¢des, apresentam vérias concentragdes de poluentes onde os organismos sdo
submetidos. Os testes de toxicidade com Daphnia magna Starus, 1820 foram realizados em amostras
do lodo, na solugdo de 4cidos organicos e de efluente antes e apds o tratamento anaerébio (Etapa 2).

Nesta etapa foram realizados dois experimentos:

v 1° Experimento: Avaliacdo da toxicidade aguda em amostra de efluente antes e apds o
tratamento anaerobio, lodo e solugdo de dcidos orgadnicos.
v 2° Experimento: Avaliacdo da toxicidade cronica do efluente antes e apds o tratamento

anaerobio

Os procedimentos metodoldgicos adotados para cada experimento estio descritos a seguir:

Organismo-teste (Daphnia magna)

Os microcrusticeos, Daphnia magna, foram cultivados no Laboratério de Toxicologia

(LABTOX)- ENS/UFSC, segundo normas ISO 6341 (1996) e DIN 38412 (1989).

Coleta das Amostras

Avaliacdo do lodo e da solucdo de dcidos orgdnicos

Com intuito de determinar a toxicidade inicial do lodo e da solu¢do de dcidos orgénicos,
aliquotas de ambos foram coletadas e avaliadas pelo teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Starus, 1820.
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Amostragem do efluente

As amostras do efluente (antes e apds o tratamento) foram coletadas e acondicionadas em
frascos de polipropileno. Cada bateria de teste foi composta por amostras de efluente de cinco
digestores anaerébios (amostra 1; 2; 3; 4 e 5) totalizando 10 amostras (FIG 10). A composicdo de
cada digestor estd descrita na Etapa 2 (TAB. 6).

Os frascos foram etiquetados e transportados protegidos de luz e sob refrigeragdo para o
LABTOX/ENS/UFSC.

FIGURA 10: Amostra de efluente dos digestores (amostra 1-5)

Analises Fisico-quimicas

As amostras do efluente (antes e apos o tratamento) foram analisadas quanto ao potencial
hidrogeniénico (pH), utilizando o potencidmetro modelo Orion 250 A, e em relacdo ao oxigé€nio
dissolvido (OD) foi usado um multianalisador modelo Orion 385. As metodologias foram baseadas no
APHA-AWWA-WPCEF, 2002. Estas informagdes serviram de subsidios para confirmar a validade do

teste.

Metodologia de teste toxicidade aguda

A metodologia de teste agudo com Daphnia magna seguiu o descrito na NBR 12.713 (ABNT,
2003).

As amostras coletadas foram testadas baseando-se na exposi¢do de neonatos de Daphnia
magna, de 2 a 26 horas de idade, em dilui¢des das amostras, por um periodo de 48 horas. Para o teste
foram utilizadas nove concentra¢des, sendo feitas a partir da amostra (100%) de cada reator (100; 50;

25;12,5; 8,33; 6,25; 4,16; 3,25 e 2,09 %) e um controle,.
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O teste foi feito em béqueres de 25 mL, com uma réplica para cada concentracio, além do
controle com 4gua de diluicdo ou também denominada de meio ISO, descrito na norma ISO 6341
(ISO, 1996). Foram testados 20 organismos-teste por diluicdo, sendo expostos 10 em cada béquer.
Este esquema pode ser observado na FIG. 11. A FIG. 12, ilustra o Teste de toxicidade aguda com
Daphnia magna realizado no LABTOX .

Os organismos-teste foram adicionados aos béqueres, que em seguida foram cobertos com
filme de PVC e levados para a germinadora de teste, mantidos a temperatura de 20+2°C, sem
alimentacdo ou iluminagdo, por um periodo de 48 horas (duragdo do teste de toxicidade aguda). Foram
medidos o pH e o OD das dilui¢des preparadas, antes e no final do teste.

Ao término do teste (48 horas) observou-se o nimero de individuos imdveis por concentragdo

e a partir desses dados calculou-se a porcentagem de imobilidade para cada concentragao.
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FIGURA 11: Esquema do teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

FIGURA 12: Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna realizado no LABTOX
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Tratamento dos Dados

Cdlculo para CEs,

O resultado do teste é expresso em Concentracdo Efetiva Mediana (CEs5, 48h), que
corresponde a concentragdo da amostra capaz de causar efeito agudo em 50% dos organismos
expostos em 48 horas, nas condi¢des de teste.

A CEsy 48h foi calculada utilizando-se o métodos estatistico Trimmed Spearman-Karber

Method (HAMILTON et al, 1977) para dados ndo paramétricos.

Porcentagem de redugdo de toxicidade

Para os testes com os efluentes, depois de obtido os valores de CEsy 48h, foi calculada a

porcentagem de redugdo de toxicidade através da férmula proposta por ISIDORI et al, 2003.

CEsobruto

Yoreducdo = (1—
CEsotratado

jxlOO

Metodologia de teste toxicidade cronica

Para a realizag@o do teste cronico com Daphnia magna, foram utilizados organismos jovens,
com 2 a 26 horas de idade, obtidos a partir da quarta postura de fémeas cultivadas, expostos as varias
dilui¢des da amostra, por um periodo de 21 dias.

Cada ensaio foi realizado com duas diluicdes da amostra, € um controle negativo (somente
dgua reconstituida — M4). Para a amostra A/ as dilui¢des (solugdes-teste) utilizadas foram 6,25 e
8,38%; as demais amostras A2, A3, A4 e A5 foram utilizadas as dilui¢des 2,08 e 3,12 % de solugdo-
teste, sendo todas preparadas com precisdo volumétrica, em progressdao geométrica da razdo 1,33 e
1,50 respectivamente.

Para cada diluicdo, utilizou-se 10 réplicas, os organismos-teste foram dispostos
individualmente em béqueres de 50 mL. com aproximadamente 25 ml de solucdo-teste em cada e em
seguida foram cobertos com filme de PVC com intuito de evitar a evapora¢do e contaminacao do teste
por possiveis residuos suspensos no ar (FIG. 13).

O ensaio foi mantido a temperatura de 20+£2°C, com alimentacdo (alga cloroficea Scenedesmus

subspicatus) e iluminagdo (foto periodo de 16 horas de luz).
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Os organismos foram acompanhados trés vezes por semana, em dias intercalados, onde foi
contado o nimero de jovens gerados por fémea. Em seguida, era feita a substituicdo da solugdo-teste,

caracterizando assim um teste semi-estatico.

A1 A2, A3, A4 e A5
Controle , | ,25 3 12 2,08 /
Concentragées

N D D D D O Y D A A
= = == = = = = = = =
~

10 réplicas por diluigdo
FIGURA 13: Esquema do teste de toxicidade cronica com Daphnia magna.

6.5.2 Teste de mutagenicidade

O teste de mutagenicidade “ensaio de microntcleo” foi realizado em amostras de 4gua

contendo ciclofosfamida e de efluentes provenientes da Etapa 2.
Organismo-teste (Geophagus brasilienses e Oreochromis sp)

O material bioldgico utilizado neste estudo foi o peixe Geophagus brasilienses (card)
proveniente de uma propriedade particular e o Oreochromis sp, conhecido como Tildpia vermelha ou
Saint Peter, cultivado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD) -
Departamento de Aqiiicultura — AQI/UFSC (FIG. 14 A e B).

A B

FIGURA 14: A e B - Coleta de peixes Oreochromis sp no LAPAD/AQI/UFSC
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Amostragem do efluente

As amostras do efluente foram coletadas e acondicionadas em frascos de polipropileno. Cada
bateria de teste foi composta por amostras de efluente dos cinco digestores anaerébios (A-1, A-2, A-3,
A-4 e A-5) e um controle, totalizando 6 amostras. A composicdo de cada reator estd descrita na Etapa

2. Os frascos foram etiquetados encaminhados para o LABTOX/ENS/UFSC.

Metodologia do ensaio de microniicleo

Os ensaios foram realizados em aqudrios com capacidade unitiria de 2,0 L com
aproximadamente 1,5 L de solugdo-teste, cada aqudrio recebeu um organismo-teste. Os aqudrios foram
mantidos a uma temperatura controlada de 25+°C.

Os ensaios foram realizados durante um periodo de exposi¢do de 48 horas. Para formar o
grupo controle, foram utilizados os organismos testes submetidos as mesmas condi¢cdes dos ensaios,
porém sem a presenca da solugdo teste. Os aqudrios foram mantidos com aeragdo por 48 horas e
monitorados os pardmetros pH e OD nos intervalos de tempo 0:30, 24:00 e 48:00, apés o inicio do
teste.

A coleta do sangue foi realizada utilizando uma seringa de trés mL, previamente

heparinizada. A agulha foi inserida através da regido anal até a regido medular, a fim de

perfurar uma veia ou artéria (FIG. 15 A e B).

FIGURA 15: A) Coleta de sangue para o Teste de Microniicleo e B) Preparacdo da ldmina.

Em laminas previamente limpas, utilizou-se uma gota de sangue total recém obtido, onde
foram feitos trés esfregacos por animal, que em seguida permaneceram secando a temperatura
ambiente (FIG. 15B). As laminas foram fixadas em metanol (p.a.) por 10 minutos e secas, novamente,
em temperatura ambiente. Apds 24 horas de secagem, foi realizada a coloracdo pelo método Feulgen-
Fast-Green. Para a determinagdo da freqiiéncia de micronicleos foram analisados, em teste cego, 2000

eritrécitos por animal.
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Para este teste foram realizados dois experimentos, ambos seguiram o procedimento

metodoldgico descrito para o ensaio de microntcleo.

I°Experimento: Avaliacdo da mutagenicidade em peixes expostos a CF (200 mg.L™)

2°Experimento: Avaliacdo do potencial mutagénico das amostras da Etapa Biodegradabilidade
1°Experimento: Avaliacdo da mutagenicidade em peixes expostos a CF (200 mg.L™)

Para realiza¢do do experimento, foram utilizados quatro aquarios, em cada um foi adicionado
1,5 litro de 4gua e colocado um peixe (Card). Apés o periodo de adaptagdo de cinco dias, os
organismos foram divididos em dois grupos, o primeiro denominado de controle os demais de
experimental: Ciclo 1, Ciclo 2, e Ciclo 3 (FIG. 16). Cada aquério experimental recebeu 300 mg de

ciclofosfamida, correspondendo a 200 mg.L™".

FIGURA 16: Teste de Micronticleo -Aqudrios controle e Ciclo 1, Ciclo 2, e Ciclo 3.
2°Experimento: Avaliacdo do potencial mutagénico das amostras da Etapa Biodegradabilidade
Para este experimento foram montados seis aquérios denominados de controle, A-1, A-2, A-3,

A-4 e A-5. O aquadrio controle do teste foi preenchido com 1,5L de dgua e os demais foram preenchido

com 1,5L de efluente correspondente aos digestores avaliados na Etapa 2 (FIG.17).

FIGURA 17: Teste de Microntcleo realizado no LABTOX.
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7. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, estdo apresentados os resultados encontrados em cada uma das etapas

metodoldgicas, definidas no capitulo anterior.

7.1. Etapa Preliminar: Delimitacao da Abrangéncia do Estudo

Atualmente, o Estado de Santa Catarina conta com vinte e um (21) estabelecimentos ptblicos
e privados credenciados para o tratamento antineopldsico distribuidos em cinco macrorregides
(TAB.8). A localizacdo de cada um deles é mostrada na FIG.18. (Secretaria de Saide/SC, 2007),
sendo que a cidade de Floriandpolis concentra 60% dos estabelecimentos ptblicos e 54,5% dos

privados envolvidos diretamente com quimioterapia antineoplésica no estado de Santa Catarina.

TABELA 8: Estabelecimentos de Satde envolvidos no tratamento do cancer em SC, por regido.

Macrorregioes Cidade Carater Publico Carater Privado Total
Extremo Qeste Chapecé 01 01 02
Grande Florianépolis Florianépolis 06 06 12
Nordeste Joinville 01 01 02
Sul Cricitima 01 01 02
Vale do Itajai Blumenau 01 02 03

Total 10 11 21

FIGURA 18: Localizacdo geografica dos prestadores de servico oncoldgico em Santa Catarina.

No ano de 2002, em Floriandpolis, periodo em que foi realizada esta etapa existiam seis

hospitais ptblicos e trés clinicas privadas envolvidos com o tratamento de pacientes oncoldgicos.
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Com relacdo a rede publica de tratamento oncoldgico na regido da Grande Floriandpolis, em
Fevereiro de 2005 foi inaugurado o Hospital Vilson Kleiniibing para o tratamento do cincer que conta
com o Complexo Oncolégico do Centro de Pesquisas Oncoldgicas (CEPON). Construido no Bairro
Itacorubi, em Florianépolis. E o primeiro hospital de Florian6polis a tratar os esgotos emitidos. Depois
de passar pela estacdo de tratamento de efluentes, a dgua é reaproveitada para atividades como
jardinagem e limpeza externa. J4 no sistema privado, em Florianpolis, o numero de clinicas
especializadas em oncologia dobrou.

Os resultados encontrados evidenciaram que a capital de SC € a cidade que concentra o maior
nimero de estabelecimentos de atendimento oncolégico e em funcdo disso, este estudo foi delimitado

em Floriandpolis. O estudo pretendeu ainda contemplar o firmaco antineopldsico mais utilizado nos

tratamentos de cincer nesses estabelecimentos (ptblico e privado).

7.2. Etapa 1: Levantamento de Dados

As informacdes coletadas na Etapa preliminar serviram de subsidios para a realiza¢do desta
etapa. A coleta dos dados sobre o consumo de quimioterdpicos antineopldsicos foi autorizada em seis
dos nove estabelecimentos consultados em Floriandpolis (SC), totalizando trés hospitais (publicos) e
trés clinicas (privados).

Os estabelecimentos selecionados estdo localizados na regido central de Floriandpolis, como
ilustra a FIG. 19, todos possuem ligacdo com a rede coletora de esgotos da cidade e seus efluentes sdo
direcionados para Estacdo de Tratamento de Esgoto Insular de Florianépolis, sem nenhum tratamento
prévio.

A Resolugdo RDC ANVISA n°. 306/2004 permite que o descarte dos efluentes sanitdrios
hospitalares seja feito através da rede de esgoto desde que haja ETE na regido onde se encontra o
servico, mesmo que estes contenham excretas de pacientes tratados com quimioterdpicos
antineopldsicos.

De acordo com o Ministério da Satde, 65% das internagdes hospitalares acontecem por causa
da m4 qualidade ou inexisténcia dos servigcos de saneamento e, hospitais e clinicas podem estar,
paradoxalmente, contribuindo para o avanco do problema e comprometendo ainda o meio ambiente,
quando esses efluentes vao para a rede de esgoto sem qualquer tratamento, uma vez que contém
materiais bioldgicos, radioativos e até bactérias resistentes aos tratamentos sanitdrios convencionais.

Em 1993 a Organizacdo Pan Americana de Saide (OPAS), ja alertava para o perigo das dguas
residudrias de estabelecimentos hospitalares por conter compostos capazes de lesar o DNA, entre eles
estdo os desinfetantes, drogas antineoplasicas e alguns antibiéticos com atividade genotdxica (OPAS,

1993).
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Em contra partida, algum estudos relatam que o esgoto dos hospitais e de outros
estabelecimentos similares quando langcados em sistemas de rede de esgoto de elevada vazdo, em redes
que contribuam para estacdes de tratamento de esgotos ou para emissdrios submarinos, ou em
qualquer corpo receptor de elevada capacidade de diluicdo, oferece os mesmos riscos de um efluente
doméstico nas mesmas condi¢des, ou seja, ndo é mais contaminado do que o restante do esgoto de
uma cidade. E que, de modo geral, as doencas que se pode adquirir pelo contato com o esgoto
hospitalar sdo as mesmas que se adquire em contato com o esgoto comum.

A dilui¢do do esgoto hospitalar em grande volume de dgua, j4 que o consumo de dgua nas
instituicdes de satide € significativamente mais alto (mais de 500 L/hab. dia) e a presenca de
desinfetantes contribuem para explicar um nivel de contaminagdo do esgoto hospitalar mais baixo do
que no esgoto domiciliar. Justificando assim a ndo obrigatoriedade, por parte dos estabelecimentos de
saude, da instalagdao de um sistema de tratamento de esgoto hospitalar.

No entanto, o estudo de PAZ et al (2004) alertou que apesar dos efluentes hospitalares
apresentarem caracteristicas similares as encontradas usualmente nos efluentes domiciliares, se fazem
necessarios estudos criteriosos com relagdo a presenga de compostos quimicos, metais pesados e

microrganismos resistentes a antibiéticos e desinfetantes.

FIGURA 19: Localizagio dos Estabelecimentos de Satde (+) utilizados nesta pesquisa.
Fonte: www.spg.sc.gov.br. Acesso em maio de 2007.
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7.2.1. Sele¢do do antineopldsico adotado no estudo

Os resultados obtidos sobre o consumo de antineoplédsicos durante o ano de 2002 nos
estabelecimentos pesquisados estdo apresentados na TAB. 9 (clinicas) e na TAB. 10 (hospitais).
Atendendo a solicitagdo das clinicas privadas, quanto ao sigilo das informacdes, as clinicas foram

denominadas de: Clinica A, B e C e os hospitais de Hospital 1, 2 e 3.

TABELA 9: Quantificagcdo dos antineopldsicos mais prescritos nas Clinicas de Florianépolis ( 2002)

Clinica A Clinica B Clinica C

Antineoplasico N° % N° Y% N° Y%
Azatioprina - - - - - -
Carboplatina - - 75 21,3 23 10,1
Ciclofosfamida 60 124 95 27,0 38 16,7
Cisplatina 40 8,3 56 15,9 63 27,6
Docetaxel 43 9,0 - - - -
Doxorrubicina - - 32 9,1 - -
Etoposideo - - - - 36 15,8
Fluoracilal 69 14,3 - - - -
Metotrexato - - - - - -
Vincristina - - - - - -
Outros 271 56 95 26,9 68 29,8
Total 483 100% 353 100% 228 100%

A Clinica A, indicou em primeiro lugar o antineopldsico Fluoracilal (FL), com 69
preparagdes, e como segundo mais utilizado a ciclofosfamida (CF), com 60 preparag¢des. O total de
preparagdes durante o ano de 2002 foi de 483. Os resultados encontrados na farméacia da Clinica B,
aonde foram preparadas 353 antineopldsicos, sendo que destes, 95 foram do antineopldsico
ciclofosfamida (CF) e 75 do farmaco carboplatina (CB) foram os dois antineoplasicos mais utilizados.
Os dados coletados na Clinica C revelaram que a ciclofosfamida (CF) e a cisplatina (CP) foram os

mais prescritos neste ano.

TABELA 10:Quantificacdo dos antineopldsicos mais prescritos nos Hospitais em Florianépolis (2002)

Hospital 1 Hospital 2 Hospital 3

Antineoplasico N° % N° % N° %
Azatioprina 327 10,87 - - - -
Carboplatina - - 35 15,56 54 11,27
Ciclofosfamida 813 27,02 39 17,33 67 13,90
Cisplatina - - 56 24,89 51 10,53
Docetaxel - - - - - -
Doxorrubicina - - - - 40 8,30
Etoposideo - - - - - -
Fluoracilal - - 38 16,89 - -
Metotrexato 808 26,85 - - - -
Vincristina 261 8,67 - - - -
Outros 800 26,59 57 25,33 271 56

Total 3.009 100% 225 100% 483 100%
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O levantamento realizado sobre o consumo de quimioterdpicos antineopldsicos no Hospital 1
mostrou que a ciclofosfamida (CF) e metotrexato (MT) foram os mais empregados. No Hospital 2 das
225 preparacdes quimioterdpicas realizadas 56 (24,9%) destas, corresponderam ao antineoplésico
cisplatina (CP) e 39 (17,3 %) a ciclofosfamida (CF). A farmécia do Hospital 3 realizou 483
preparagdes, sendo que a ciclofosfamida (CF) e a carboplatina (CB) foram os farmacos mais
administrados durante o ano de 2002.

Os dados coletados nos estabelecimentos de saide estdo dispostos na TAB. 11. Pode-se
observar que dentre os mais empregados estdo: Carboplatina, Ciclofosfamida, Cisplatina,
Doxorubicina, Epirubicina, Etoposido, Fluortacil, Ifosfamida, Metotrexato, Mitoxantrona, Sulfato de
bleomicina, Vimblastina e Vincristina. Dessa pesquisa, foi possivel constatar que os quatro primeiros
farmacos antineopldsicos mais prescritos em cada um dos estabelecimentos, representam entre 52% e
74 % do consumo anual. Com excecdo do Hospital 3 e da Clinica A, onde os quatros primeiros
antineoplasicos utilizados somam 44%, do total utilizado em ambos estabelecimentos.

E importante ressaltar que a CF é o tnico agente classificado que estd presente em todos os
estabelecimentos pesquisados, além de ser comprovadamente carcindgeno para o ser humano, segundo

o IARC, justificando assim, sua escolha para realizag¢do desta pesquisa.

TABELA 11: Antineoplasicos mais prescritos nos Estabelecimentos de Satide pesquisados (2002)

Antineoplasico Hosp. 1 Hosp. 2 Hosp. 3 Clin. A Clin. B Clin. C
Azatioprina 3° - - - - -
Carboplatina - 4° 20 - 20 4°
Ciclofosfamida 1° 20 1° 20 1° 20
Cisplatina - 1° 30 4° 30 1°
Docetaxel - - - 30 - -
Doxorrubicina - - 4° - 4° -
Etoposideo - - - - - 30
Fluoracilal - 3° - 1° - -
Metotrexato 20 - - - - _
Vincristina 4° - - - - R

7.2.2. Dose média administrada de ciclofosfamida

Uma vez definido o antineopldasico referéncia para este estudo, foi quantificado o consumo de
CF no hospital 3, considerando os anos de 2001, 2002 e 2003. Os resultados mostraram que a dose
média administrada aos pacientes tratados com CF foi de 835,0 + 6,75 mg/dia de tratamento.

Cerca de 25 % da dose de CF administrada é excretada na forma inalterada, sendo que 90 %
da dose € eliminada nas primeiras 24 horas. Um estudo observatério realizado neste mesmo
estabelecimento constatou que o volume de excrecdo urindria de um paciente tratado com CF foi em
torno de 1,0 L/dia de tratamento. Para realizacdo deste estudo, padronizou-se uma dose de 800,0
mg/dia de tratamento e 200,0 mg.L" (correspondendo a 25 % da dose excretada por litro). A dose de

200,0 mg. L™ de CF foi adotada como dose referéncia para as demais etapas metodolégicas.
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7.3. Etapa 2: Biodegradabilidade da Ciclofosfamida por Processo Anaerobio

1° experimento: Avaliacdo da Atividade de Metanogénica Especifica (AME)

O in6culo (lodo) proveniente de um reator UASB que trata efluentes de uma industria
cervejeira, foi caracterizado conforme descrito no Capitulo 6, com relacdo a Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), sélidos totais (ST), s6lidos voldteis (SV) e potencial hidrogeniénico (pH), fatores
esses, que podem comprometer a atividade metanogénica especifica (AME) do lodo, em termos da
quantidade de metano produzido por dia. A utilizagdo de indculo favorece a digestdo anaerdbia de
residuos, entretanto, a baixa eficiéncia do inéculo pode influir negativamente na producdo de biogds e
no processo como um todo (CAMPOS, 1999).

O in6culo foi mantido em uma estufa DBO (35°C) e monitorado (pH e DQO) durante 160 dias
(periodo em que foram realizados os experimentos referentes a esta etapa). Um controle periédico da
atividade do lodo permite detectar antecipadamente a deterioragdo do mesmo devido a toxicidade,
deficiéncia de nutrientes e acumulacdo de sdlidos suspensos (ROCHA et al, 2003). O ANEXO 10.2
(GRAF. 19 e 20) apresenta os resultado deste monitoramento.

Na TAB. 12 se encontram os resultado da caracterizagao do inéculo. A andlise DQO foi
realizada visando quantificar a matéria orginica presente na biomassa anaerdbia do lodo passivel de
degradacdo. O valor encontrado de 4,07 % de massa orgénica é compativel com o valor esperado para
um lodo anaerdébio de cervejaria.

O valor de pH encontrado de 7,3 conferiu ao indculo um carater de neutro, sendo ideal a para
o processo. Alteracdes de pH poderiam comprometer a viabilidade das bactérias anaerdbias.

O pH tem um significado muito importante no processo anaerdébio, sua queda revela um
acimulo de intermedidrios 4cidos num nivel superior ao tolerado pela capacidade tamponante do
meio, ocasionado por um desequilibro entre a produgdo e o consumo dessas substancias.

A avaliagdo da biomassa em termos de sélidos totais (ST) e s6lidos voldteis (SV) foi realizada
com intuito de determinar a composi¢do gravimétrica do efluente nos digestores. A relacdo SV/ST de

0,67 € um indicativo de um inéculo com uma boa biomassa presente.

TABELA 12: Caracterizagio do in6culo (lodo)

Parametros DQO pH ST Sv SV/ST
(gkg" (mg.g") (mg.g")
Inéeulo 40,74 73 85,00 57,00 0,67
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Os parametros analisados viabilizaram caracterizar o indculo e também fornecer dados
essenciais (relacio de inéculo/substrato de 5,0 g SV.L" de concentragio celular para 5,0 g DQO L™
de 4cidos organicos) para o adequado funcionamento do ensaio AME e biodegradabilidade. Na TAB.
13 estd apresentado o valor encontrado para AME do grupo (4c. orginicos) expresso em

mLCH4/gSSV.dia e gDQOCH./gSSV .dia.

TABELA 13: Resultados do teste de AME para o grupo (ac. organicos)
mLCH4/gSV.dia 14,77
gDQOCH,/gSV. dia 0,04

Obs: 1 g DQO degradada equivale a 0,35 L de metano produzido

No GRAF. 3 ¢ apresentada a curva de volume de metano produzido em CNTP em relagdo ao
tempo (horas) do grupo dc. Orgdnicos, ji descontada a produgcdo de metano enddgena (grupo
controle). Com base na curva obtida ao longo do experimento (teste de AME), pode se constatar que a
velocidade de produgdo de metano esta associada com a disponibilidade e com o tipo de substrato
presente. Considerando que a producdo de metano pode ser facilmente determinada em um digestor
anaerébio, estd constitui-se numa medida rdpida e direta do grau de conversdo do despejo e da
eficiéncia do sistema no grau de conversio e da eficiéncia do sistema de tratamento
(CHERNICHARO, 1997).

O referido teste teve a durag@o de 240 horas, sendo que o trecho de maior produ¢do de metano
ocorreu em até 200 horas. Os materiais de mais f4cil biodegradagdo (presenca de acidos orginicos)
foram convertidos rapidamente nas primeiras horas, sendo consumidos pelas bactérias, demonstrando
0s maiores valores para este parametro nas primeiras horas, apds isso ocorreu uma diminui¢do da
velocidade de producdo, pois os compostos foram sendo degradados ao longo do tempo, tornando,
finalmente a biomassa quase inerte ao final do teste. O fator de producdo de metano depende da
quantidade total a ser degradada, independentemente de ser de facil ou de dificil degradagdo.

Outra forma de se avaliar a producdo de metano é a partir da estimativa de degradagdo de
DQO no digestor. Nas condi¢des normais de temperatura e pressdo isso corresponde a 350,0 mL de
CH, para cada grama de DQO degradada. Neste experimento, foi utilizada a relagdo 5gSV.L"' em um
digestor com capacidade de 180,0 mL, ou seja o volume tedrico de metano é de 315,0 mL (100% de
eficiéncia na remog¢ao de DQO). Os resultados revelaram que em 240 horas de teste foram acumulados
216,0 ml de metano, que correponde a cerca de 70% da capacidade tedrica de conversdo da matéria
organica, sendo assim, o lodo anaerébio oriundo da industria cervejeira foi considerado adequado para

avalia¢@o da biodegradabilidade da CF.
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GRAFICO 3: Volume de metano produzido em CNTP em relaciio ao tempo (horas)

Ap0s a caracterizacdo da biomassa e a realizacdo do teste de AME, foi avaliado o potencial de
biodegradacdo da CF em condi¢des anaerdbias. O ensaio de biodegradabilidade do efluente permite
avaliar que fracdo de DQO passivel de ser degradada em condi¢Oes anaerdbias e verificar o potencial

de aplicabilidade do processo na reducio desse compostos.

2° experimento: Avaliagdo da biodegradabilidade da CF

1° bateria: Biodegradabilidade da (CF) nas concentracdes (2,0; 20,0 e 200,0 mg/L).

O ensaio aqui apresentado teve a duragdo de 30 dias, onde foram realizadas as medicdes do
volume de gés (mL) produzido diariamente pelos grupos avaliados (em triplicata): amostra 1 (Branco
- controle negativo); amostra 2 (4cidos orgénicos - controle positivo); amostra 3 (CF 2,0 mg.L'l);
amostra 4 (CF 20,0 mg.L") e amostra 5 (CF 200,0 mg.L™"). Os dados brutos se encontram no ANEXO
10.3 (TAB. 24).

No GRAF. 4 estdo ilustradas as curvas médias da produ¢do biogds didria (mL) de cada grupo.
Todos os grupos apresentaram oscilacdes no volume de biogéds produzido ao longo do experimento,
variando de 0,0 até 56,33 mL. O grupo amostra 1 (Branco), apresentou valores de producio de gis
(mL) quase sempre abaixo dos demais grupos. Este grupo é considerado controle negativo e foi
realizado para descontar eventuais interferéncias, pois permite conhecer a contribuicdo da producgdo de
gds do préprio lodo (AQUINO et al, 2007). O maior registro de biogds ocorreu nos primeiros dias de

experimento, principalmente pelo grupo amostra 4 (CF 20,0 mg.L™).
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Na TAB 14 estdao registrados os volumes de biogds acumulados durante o processo de
tratamento anaerdbio para cada grupo: amostra 1 (Branco): 198,67 + 13,31 mL, amostra 2 (icidos
organicos): 376,00 * 7,54 mL, amostra 3 (CF 2,0 mg.L'l): 397,66 = 5,50 mL, amostra 4 (CF 20,0
mg.L™"): 401,00 + 9,53 mL e amostra 5 (CF 200,0 mg.L™"): 403,00 + 12,76 mL.

Estdao apresentados no GRAF. 5, as curvas de producdo de biogds acumulado. Nas primeiras
12 horas, a produgdo de gds foi muito pequena para todos os grupos. O grupo amostra 1 (Branco),
praticamente teve a sua produgdo cessada apds 25 dias de experimento, ao passo que nos demais
grupos se estenderam até 28 dias. Como era esperado o reator (branco) obteve uma curva de produgao
de gis metano abaixo dos demais, esta producdo ocorreu em fungdo da atividade metanogé€nica
endégena e permite avaliar atividade dos microrganismos sintréficos, para boa operacdo dos
digestores anaerdbios (AQUINO et al, 2007).

Nao foram observadas diferencas significativas no volume de biogds acumulado entre os
grupos que receberam adi¢do de CF (amostra 3; 4 e 5) e nem em relacdo ao grupo amostra 2 (ac.
organicos). Este fato sugere que a CF presente, nas concentragdes utilizadas, ndo foi capaz de inibir a
atividade das bactérias anaerdbias. No estudo de STERGER-HARTMANN et al (1996), em uma ETE
aerébia (em escala laboratorial) a CF (160 mg.L'l), mesmo sem ter sido degradada, ndo causou
nenhum choque negativo na capacidade de degradagdo das bactérias no lodo ativado.

A avaliacdo da eficiéncia dos sistemas de tratamento de esgoto é normalmente feita com base
no potencial de deplecdo de oxigé€nio causado pela matéria organica presente no efluente em andlise.
Esta avaliacdo fornecer informacdes préticas sobre a eficiéncia do tratamento em relagdo a compostos
refratdrios (aqueles que apresentam lenta biodegradabilidade) e esse método permite conhecer, a carga
organica que é lancada no ambiente, ou seja, de forma simplificada prevé o potencial poluidor do
efluente (AQUINO, 2003). Estudos revelam que a CF € considerada refrataria, ou seja, possui baixa

biodegradabilidade no sistema de tratamento aerébico (HANSEL, et al, 1997; KUMMERER, 2004).

TABELA 14: Producdo acumulada de metano (mL) - 1° bateria

Grupo Reator N Média LC-95% LC+95 % SD
amostra 1 Branco 3 198,7 165,6 231,7 13,3
amostra 2 Ac. organicos 3 376,0 357,2 394,7 7,5
amostra 3 CF2,0 mg.L‘1 3 397,6 383,9 411,3 5,5
amostra 4 CF 20,0 mg.L'l 3 401,0 3773 4247 9,5
amostra 5 CF 200,0 mg.L'1 3 403,0 371,3 434,7 12,7

SD: Desvio Padriao
LC: Limite de confianca
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GRAFICO 5: Produgdo acumulada de biogés nos digestores em fun¢io do tempo do teste (dias)- I °bateria.

Na TAB. 15 estdo os resultados das andlises de DQOy,4ve para cada grupo (antes € apos o
tratamento). Nao foram constatadas diferencas significativas entre os grupos, com relacdo a % de
DQOpiodegradada apOs tratamento anaerobio (eficiéncia de remogdo). Estes resultados indicam que as
diferentes concentragdes de CF (2,0; 20,0 e 200,0 mg.L'l) utilizadas, ndo foram capaz de interferir no
processo de remogdo bioldgica de DQO. O valor de DQOgsvel (mg.L'l) de cada grupo antes e apds o

tratamento, esté representado no GRAF.6.

TABELA 15: Eficiéncia de remog¢do DQO apés tratamento anaerdbio (I © bateria)

Grupo Reator DQO,ues(mg.L ")  DQO,, (mg. L")  Eficiéncia %
amostra 1 Branco 1727,1 141,3 91,8 %
amostra 2 Ac. organicos 2720,5 4227 84.4 %
amostra 3 CF 2,0 mg.L'1 3001,6 395,6 86,8 %
amostra 4 CF 20,0 mg.L‘1 28933 375,7 87,0 %
amostra 5 CF 200,0 mg.L"! 3153,5 497,1 84,2 %
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GRAFICO 6: Variacdo da DQO soluvel antes e apds o tratamento anaerébio — 1° bateria

2° bateria: Biodegradabilidade da (CF) nas concentragées (20,0; 200,0 e 500,0 mg.L'l).

Esta bateria teve como propdsito verificar a possibilidade de reproduzir e comparar os
resultados encontrados na 1° bateria, para os grupos amostra 1; 2; 4 e 5, bem como testar a
interferéncia da CF (500,0 mg.L™") este grupo foi denominado de amostra 6. No ANEXO 10.4 (TAB.
25), estdo os dados brutos da medicao do volume de gis produzido diariamente pelos digestores.

No GRAF. 7 estdo ilustradas as curvas médias da producdo biogds didria (mL) para cada
grupo. Todos os grupos apresentaram oscilagdes no volume de biogds produzido ao longo do
experimento, variando de 0,0 até 38,33 mL. A partir do 8°dia, o grupo amostra 1 (Branco), apresentou
valores de producdo de gis (mL) sempre abaixo dos demais grupos, cessando a sua produgdo de
biogds no 27°dia, este resultado foi semelhante ao encontrado na /° bateria. O maior registro de
biogds ocorreu nos primeiros dias de experimento, principalmente pelo grupo amostra 5 (CF 200,0
mg.L™").

O biogéds acumulado (mL) foi: amostra 1 (Branco): 228,00 + 24,26 mL, amostra 2 (4cidos
organicos): 390,66 + 8,08 mL, amostra 4 (CF 20,0 mg.L-1): 386,00+ 56,66 mL, amostra 5 (CF 200,0
mg.L-1): 389,33+ 7,09 mL e amostra 6 (CF 500,0 mg.L-1): 444,33+ 22,05 mL (TAB. 16).

No GRAF. 8 € possivel comparar a produc¢do de biogés do grupo amostra I (branco — controle
negativo) com os demais grupos e verificar que a maior producdo de biogds ocorreu nos grupos
adicionados com a solucdo de 4cidos organicos. Nesta bateria, também ndo foram constatadas
diferencas significativas no volume de biogds acumulado dos grupos que receberam a adi¢cdo de CF
(amostra 4;, 5 e 6) e nem em relacdo ao grupo amostra 2 (4cidos organicos), confirmando os
resultados anteriores que a CF, nas concentragdes utilizadas, ndo foi capaz de inibir a atividade das

bactérias anaerdbias.



97

TABELA 16: Produ¢do acumulada de metano (mL) - 2° bateria

Grupo Reator
amostra 1 Branco
amostra 2 Ac. organicos

amostra 4 CF 20,0 mg.L"!
amostra 5 CF 200,0 mg.L"
amostra 6 CF 500,0 mg.L"

N Média
228,0
390,6
386,0
389,3
4443

W W W W W

LC-95%
167,7
370,6
245,2
371,7
389,5

LC+95 % SD
288,2 242
410,7 8,0
526,7 56,6
406.,9 7,0
499,1 22,0

SD: Desvio Padrao
LC: Limite de confianca

Produgao de biogas diaria (mL)

Tempo (dias)

—e— branco
—e—24ac. Org
——CF 20,0
—e—CF 200,0
—+—CF 500,0

GRAFICO 7: Produgio didria de biogds nos digestores em fungdo do tempo do teste (dias) - 2°bateria.
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GRAFICO 8: Produgio acumulada de biogds nos digestores em fungdo do tempo do teste (dias) - 2°bateria.

Os resultados das andlises de DQO,4ve1 desta bateria estdo dispostos na TAB. 17. O percentual

de remocdo de DQO foi de acima de 86%. Nao foram constatadas diferencas significativas entre os

grupos, com relagdo a % de DQOviodegradada (@pds 0 tratamento anaerobio). As concentragdes de CF

(20,0; 200,0 e 500,0 mg.L'l) ndo inibiram a capacidade das bactérias anaerdbias em degradar matéria
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orgdnica. No GRAF. 9 estdo os valores de DQOgogyel (mg.L’l) antes e apos o tratamento, de cada
grupo estudado.

Com relagdo a reprodutibilidade dos resultados, nesta bateria foram repetidas duas
concentracdes de CF (20,0 e 200,0 mg.L'l), alem do controle negativo (branco) e positivo (ac.
organicos) utilizados na /° bateria. Os resultados da % de DQOpjogegradada Para cada um destes grupos
foram considerados similares (GRAF. 10). Através destes resultados pode-se verificar que o
percentual médio de remocao de DQO foi maior que 80% para todos os grupos (/° e 2° bateria), estes
valores de remocdo sdo semelhantes aos encontrados por ROCHA et al (2003) no lodo de cervejaria
(75 a 86%).

TABELA 17: Eficiéncia de remo¢do DQO apés tratamento anaerébio (2° bateria)

Grupo Reator DQO,ues(mg.L ")  DQO,,4 (mg. L")  Eficiéncia %
amostra 1 Branco 1510,74 182,47 87,9
amostra 2 Ac. organicos 2654,12 325,69 87,7
amostra 4 CF 20,0 mg.L"! 2789,32 321,45 88,4
amostra 5 CF 200,0 mg.L" 2815,35 367,48 86,9
amostra 6 CF 500,0 mg.L™" 2879,58 343,22 88.0
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GRAFICO 9: Concentra¢do de DQO soluvel antes e apds o tratamento anaerébio — 2° bateria
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7.4. Etapa 3: Avaliagdo Cromatogrdfica

Nesta etapa foram executados dois procedimentos experimentais e uma andlise complementar
visando detectar e quantificar a CF e seus possiveis metabdlitos. Para tal, sdo usadas amostras de
efluente oriundas dos digestores antes e apds o tratamento anaerdébio, procedentes da etapa anterior.

Os resultados encontrados em cada um deles sdo descritos a seguir:

1° procedimento: Deteccio e quantificagdo da concentracdo de CF por HPLC-UV nas amostras dos

efluentes antes e apds o tratamento anaerdbio.

Para cada dia de andlise, utilizando o equipamento de HPLC-UV foi determinada uma curva
de calibragdo externa da CF (curva padrdo), contendo sete niveis de concentracdo pré-determinados.
Assim, essa curva permitiu a comparacdo da area da CF das amostras antes e apos o tratamento com a
drea da curva padrdo. A correlagdo entre o sinal medido (4rea ou altura do pico) e a massa ou a
concentracao da espécie a ser quantificada, pode ser expressa como uma equacio de reta denominada
de curva analitica. Para tragar essa curva sao necessarios, no minimo, de cinco pontos (sem considerar
0 ponto zero) para minimizar os erros associados (RIBANI et al, 2005). Na TAB. 18 sdo listados os

dados da curva de calibracio externa da CF.

TABELA 18: Dados da curva de calibracéo externa da ciclofosfamida — HPLC-UV

Nivel Nivel1 Nivel2 Nivel3 Nivel4 Nivel5 Nivel6  Nivel 7
Faixa linear (mg.L'l) 0,5 1,0 2,0 5,0 10,0 50,0 100,0

Area 5625 8224 15957 43151 89370 484850 986075
RF 0,00000  0,00012  0,00012  0,00011 0,00011 0,00010  0,00010

RF: Fator de Resposta

As curvas de calibragdo obtidas apresentaram bons coeficientes de linearidade em torno do
valor 1’ 0,999891. Isso demonstra um alto grau de confiabilidade na preparacio das concentragdes e
nas doses injetadas no equipamento (GRAF. 11). E importante colocar que a resolugio da ANVISA
899/2003 recomenda um coeficiente de linearidade igual a 0,99. De outro modo, um erro
metodoldgico ndo seria percebido.

O limite minimo de quantificacdo da CF foi estipulado em 0,5 mg.L"', esse valor representa a
concentracdo minima necessdria do composto para produzir um pico com razdo sinal-ruido 3:1

(MAGDIC et al, 1996). Assim, baseado nesse limite, concentracdes obtidas com valores menores que
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0,5 mg.L"' nio foram validadas para esta etapa (ndo apresentam uma resposta linear a curva de

calibracdo externa).

Peak: Ciclofosfamida -- ESTD -- UV

100

% Equacao da Reta

E

Es0 ¥: 0,0001011234x + 0,451318
g r’: 0,999891

™ T

T
600000
Area

GRAFICO 11: Curva de calibracio externa da ciclofosfamida — HPLC-UV
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Na realizacdo da Etapa Biodegradabilidade (2°etapa) foi adicionada CF em diferentes
concentracdes ao efluente dos digestores dos grupos: amostra 3 (CF 2,0 mg.L'l); amostra 4 (CF 20,0
mg.L"); amostra 5 (200,0 CF mg.L"") e amostra 6 (CF 500,0 mg.L™").

Na TAB 19 sdo apresentados os valores de CF tedricos esperados, bem como aqueles
quantificados através da andlise cromatografica (HPLC-UV) para cada amostra antes € apos o
tratamento anaerébio. O ANEXO 10.5 apresenta os laudos das andlises das amostras, realizadas pelo
Laboratdrio Analitico Instrumental - Cromatografia do SENAI - CIC/SETSAM.

A CF foi quantificada nas amostras de efluente dos grupos amostras 3; 5 e 6 (antes do
tratamento), em concentracdes semelhantes aquelas estabelecidas para cada grupo, ji no grupo
amostras 4 foi quantificado uma concentragio de CF (27,6 mg.L") acima do valor tedrico esperado
(20,0 mg.L™") este resultado indica que houve falha na manipulacio (preparacio ou administracio) da
dose de CF a ser adicionada ao referido digestor (amostra 4).

A metodologia adotada permitiu detectar e quantificar a CF nos efluentes dos grupos amostra
5 e 6 (apos o tratamento). Nao foi possivel quantificar a CF nos grupos amostra 3 e 4 (apds o
tratamento), pois os valores encontrados estavam abaixo do limite de quantificagdo pré-estabelecido
(0,5 mg.L™"). Como j4 era esperado, a CF nio foi detectada nas amostras antes e apds-tratamento dos
grupos amostra 1 (branco) e amostra 2 (dc. orgdnicos), pois ndo houve adicdo de CF nos digestores.
Esses grupos correspondem aos grupos de controle negativo e positivo do processo de tratamento
anaerdébio.

No GRAF. 12 estao os valores de CF quantificados para cada grupo (antes e apds o
tratamento), indicando que em todos os grupos (amostras 3; 4; 5 e 6) ocorreu redugdo da
concentracio da CF no efluente em virtude do tratamento anaerébio durante 30 dias.

A partir da quantificacdo realizada, se observou que taxa de remog¢do da CF para cada grupo

foi elevada. Assim, foram obtidos valores de 93,5% e 98,17% para os grupos amostra 5 e 6,
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respectivamente. Para os grupos amostra 3 e 4 (CF 2,0 e 20,0 mg.L") ndo foi possivel calcular a
porcentagem de biodegradacdo da CF em virtude dos valores de concentracdo de CF estarem abaixo
do limite de quantificacio (TAB. 19). No entanto, com base nos resultados encontrados, pode-se
afirmar que o processo de tratamento anaerdbio durante trinta dias foi capaz de biodegradar a CF

presente no efluente em mais de 70%.

TABELA 19: Concentragio de CF (mg.L") das amostra dos digestores, antes e apds-tratamento anaerébio.

Reator [CF] esperada* Antes-tratamento**  Apos-tratamento*** % Remocao CF
Amostra 1 -- <05 <05 0%
Amostra 2 -- <05 <05 0%
Amostra 3 2,0 1,7 <05 nc
Amostra 4 20,0 27,6 <0,5 nc
Amostra 5 200,0 198.,6 12,9 93,50%
Amostra 6 500,0 486,4 8,9 98,17%

*: Concentracdo de CF tedrica adicionada em cada reator
*#%: Concentragdo de CF quantificada por HPLC-UV antes do tratamento anaerébio
##%: Concentragdo de CF quantificada por HPLC-UV apds o tratamento anaerébio
nc: nao calculado — valor abaixo do limite de quantificag@o.
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GRAFICO 12: Quantifica¢io da CF (mg.L™) nos digestores antes e apds o tratamento anaerébio.

Os cromatogramas das amostras de efluentes antes e apds o tratamento (no tempo de retengdo
caracteristico da CF) s@o apresentados nas FIGS. 20 e 21, respectivamente. A partir dos resultados
ilustrados, se observa que o tratamento anaerébio foi eficaz para biodegradar o antineoplésico CF nas
concentracdes adotadas; enquanto a literatura considera a CF com baixa biodegradabilidade em
sistemas de tratamento aerébio (KUMMERER, 2004).

Outra questdo a ser considerada € a possibilidade de que o antineoplasico CF gere

intermedidrios téxicos, que também possam comprometer o ambiente aquatico (HUITEMA et al,
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2000). Analisando os cromatogramas apds o tratamento (FIG. 21), ndo se observou formacdo de
metabdlitos na faixa de deteccdo de 205 nm (UV) (para 5 minutos de corrida) para os grupos amostra
3;4;5¢6 (ver TAB. 19).

Também, foi realizada uma outra andlise da amostra 5 (CF 200,0 mg.L'l), alterando agora o
tempo de corrida no HPLC-UV de 5 para 45 minutos e sob as mesmas condi¢des. Esta dose foi
selecionada por ter sido definida como dose referéncia na Etapa 1. Dessa andlise se observou o
aparecimento de um outro pico mais largo em 6,0 min, além do pico oriundo da CF em 2,1min.,
sugerindo a existéncia de metabdlitos (ver ANEXO 10.6). Para elucidar essa questdo foi realizada uma

analise complementar usando HPLC - Detector de PDA".

Andlise complementar: Anilise por HPLC - Detector de PDA com varredura na faixa de 195-600 nm,

para verificar a existéncia de metabdlitos da CF no efluente da amostra 5.

O resultado desta andlise revelou a presenga de um pico em 4,975 min., além daquele da CF
em 3,364 min. (ANEXO 10.7). Em ambos os picos a médxima absorcdo ocorreu para 205 nm,
confirmando a faixa de detec¢do da CF no efluente reportada nos estudos apresentados em HANSEL
et al, 1997.

Ampliando a busca pelos possiveis metabdlitos toxicos da CF, foi utilizado um cromatdgrafo
gasoso acoplado a um espectrofotdmetro de massa (CG/MS), os resultados obtidos sdo descritos na

seguinte se¢ao.

' Um dos detectores mais empregados para HPLC é o UV, sensivel para moléculas organicas que absorvem luz dentro do
espectro de comprimento de onda visivel. O UV permite a realizacdo da medida de apenas um comprimento de onda,
selecionado em qualquer ponto do cromatograma. J4, o através do detector PDA se pode medir a absorbancia através de um
espectro largo de comprimentos de onda simultaneamente.
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FIGURA 20: Cromatogramas dos digestores antes do tratamento, no tempo de retengdo caracteristico da CF.
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Amostra 1 (Branca) — apés o rrafamenio
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FIGURA 21: Cromatogramas dos digestores apds o tratamento, no tempo de retencdo caracteristico da CF.
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2° procedimento: Determinacdo de metabdlitos da degradacdo da CF apds o tratamento anaerobio por

meio de cromatografia gasosa (CG-MS).

A amostra do efluente gerado no grupo amostra 5 (CF 200,0 mg.L") foi avaliada no aparelho
de CG-MS com intuito de rastrear e identificar os possiveis metabdlitos formados da biodegradagio da
CF por processo anaerébio, durante 30 dias.

No GRAF 13 apresenta um comparativo do cromatograma do padrdao de CF (em vermelho)
com o cromatograma da amostra 5 (em verde). Observa-se que na amostra do efluente além do pico
da CF aos 13,11 min, aparecem outros dois picos cromatograficos diferentes, sendo aqui denominados

de pico A em 17,21 min [GRAF. 14(a)] e o outro de pico B em 18,33 min [GRAF. 15(a)].
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GRAFICO 13: Cromatograma do padrdo CF (vermelho) e do efluente do digestor amostra 5 (verde)



Fil: o earmmsmict’ citiclodianidatiss iiivs DS79_5-5-7007 12-58-40 pr g

Samize AMCHTE T8

Dizarwr Awoandng

Scar Hangs. 1 - 1383 Trve Rangs. 0 00 - 25 83 mn
] T

T

2

am—

T T
AL :
W lefw \]|||_.' -4 | | ||l|hhfl|| 1 |I

o 1

BB 12 AT P

' il

wlill \
I M' \' W 'n | 'ﬁ it

T

L2V 1T g GRS G i e A

it

g
KL

R R s

O iy

(a)

106

GRAFICO 14: Espectro de massa CG-MS do pico A
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No procedimento anterior, foi detectado e quantificado por HPLC-UV, a presen¢a de CF no
efluente do grupo amostra 5 (CF 200,0 mg.L") ap6s o término do tratamento anaerdbio (duragdo de
30 dias) na concentracio de 12,9 mg.L"', que pode ser confirmada pela detecgio do pico de CF, na
amostra do efluente, no mesmo tempo de retencao do cromatograma padrdo de CF.

O GRAF. 14 ilustra o resultado do cromatograma do pico A. O GRAF. 14(a) apresenta esse
pico, localizado a 17,21min, e o GRAF. 14(b) ilustra um detalhe dos compostos (com suas respectivas
massas) localizados dentro do pico A. No ANEXO 10.8 estdo listados os possiveis compostos
(metabdlitos da CF) contidos nesse pico, identificados a partir da pesquisa no banco de dados do
software (NIST) do CG-MS.

O GRAF. 15 segue o mesmo padrio de apresentacdo do GRAF. 14, agora para o pico B. No
ANEXO 10.9 sao listados os possiveis compostos desse pico.

O espectro de massa de ambos os picos A e B diferem quando comparados com o espectro de
massa da CF. Nenhum dos compostos propostos pelo banco de dados (NIST), estdo descritos na
literatura como metabdlitos da CF, indicando que os picos detectados ndo foram indentificados como
metabodlitos da CF. A auséncia (ou ndo deteccdo) de metabdlitos ao longo do processo de
biodegradagdo gera indicios que os mesmos tenham sido usados como fonte de energia pelas bactérias
anaerdbias. Neste contexto, serdo necessarios novos e mais detalhados estudos no que diz respeito a
estrutura dos metabdlitos e suas possiveis rotas operacionais. Assim, esta etapa apresenta uma

abordagem primdria para futuras investigacOes a respeito da biodegradacio da CF.
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7.5. Etapa 4: Teste de Toxicidade e Mutagenicidade
7.5.2. Teste de Toxicidade
Nesta etapa foram realizados dois experimentos com o propdsito principal de avaliar a
qualidade das amostras de efluente geradas apds o processo anaerdbio, para tanto foram coletadas

amostras dos grupos antes e apds-tratamento para realizacio do teste de toxicidade.

1° Experimento: Avaliacdo da toxicidade aguda em amostra de efluente antes e apds-tratamento

anaerobio, lodo e solugdo de dcidos orgadnicos.

As amostras do efluente foram testadas baseando-se na exposi¢do do organismo-teste Daphnia
magna a varias dilui¢des do efluente, por um periodo de 48 horas. Foram utilizadas nove (9)
concentracdes, ja descritas no capitulo 6.

No ANEXO 10.10 (TAB. 26 e 27) estdo apresentados os dados brutos observados com relacao
ao numero de individuos imdveis, para cada concentracdo de amostra do efluente. Na TAB. 20, os
resultados foram dispostos com relacio ao valor médio obtido da CE5; 48h e o pH para a cada uma das
amostras testadas. As amostras dos grupos I; 2; 3; 4 e 5 (antes do tratamento) apresentaram um
elevado potencial téxico, sendo que os valores de CE5, 48h oscilaram entre 3,88 até 8,83. A toxicidade
encontrada no grupo amostra 1 (branco), pode ser atribuida a presenca do lodo de cervejaria, utilizado
como inoculo para a montagem dos reatores. Valores baixos de CEs, 48h, também foram constatados

nas amostras dos grupos (apds o tratamento), variando entre 8,43 até 39,22.

TABELA 20: Resultados do teste de toxicidade aguda (antes e apds o tratamento).

Grupos Reator CEs) 48 h (%) pH
amostra 1 - (antes) Branco* 8,83 +0,44 7,00
amostra 2 - (antes) Ac. Organicos** 6,27 £0,31 7,13
amostra 3 - (antes) CF 2,0 mg.L’1 7,21+ 0,36 7,18
amostra 4 - (antes) CF 20,0 mg.L'1 4,83 +0,24 6,80
amostra 5 - (antes) CF 200,0 mg.L'1 3,88 £0,19 7,30
amostra 1 - (apos) Branco* 39,22 + 1,96 6,95
amostra 2 - (apos) Ac. Organicos** 12,07 £ 0,60 7,19
amostra 3 - (apos) CF 2,0 mg.L’1 9,16 £ 0,45 7,43
amostra 4 - (apos) CF 20,0 mg.L"l 8,43 +0,42 6,62
amostra 5 - (apos) CF 200,0 mg.L"l 10,20 + 0,51 7,29

*: controle negativo, composicao: lodo, solu¢@o de nutrientes e dgua.

**%: controle positivo, composic¢do: lodo, solu¢do de nutrientes, solu¢do de dcidos organicos e dgua.
CEs( 48 h (%): concentragdo efetiva média em 48 h de exposicao.

pH: potencial hidrogenidnico
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Estudos de toxicidade do efluente sdo tteis para se estimar o potencial de risco de introdugdo
de compostos téxicos no ambiente, ainda que as substincias causadoras nido tenham sido identificadas
(AQUINO, 2003). O GRAF. 16 mostra que o teste de toxicidade aguda com D. magna foi capaz de
diferenciar a toxicidade do efluente antes do apos-tratamento. Dentre os efluentes avaliados, as
amostras de antes-tratamento, apresentaram maior toxicidade.

Os resultados CEsy 48h (TAB. 20) encontrados para cada uma das amostras de apds-
tratamento, revelaram que os grupos amostra I e 5 apresentaram uma melhora significativa na
qualidade dos seus efluentes quando comparado aos seus respectivos antes-tratamento. Nos demais
grupos amostra 2; 3; e 4 foi possivel observar uma discreta reducio da toxicidade quando comparado
aos seus efluentes antes do tratamento anaerdbio. Quanto menor o valor de CEsy, que exprime a
toxicidade aguda, maior € a toxicidade do meio, sendo estes valores numéricos de toxicidade aguda e
crOnica expressos por uma relagdo inversa (CETESB, 1990).

Quando comparados os valores de CEsy 48h, nos efluentes gerados apds o tratamento

anaerébio (GRAF. 16) foi possivel constatar diferengas significativas com relacdo a redugdo de

toxicidade entre os grupos amostra 2; 3; 4 e 5 (ac organicos e CF) e o reator amostra I (Branco).
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GRAFICO 16: CEs,48h dos digestores para o teste de toxicidade aguda (antes e apds-tratamento)

O pH das amostras de efluentes ndo foi corrigido. A faixa de pH dos efluentes (antes-
tratamento) variou de 6,80-7,30. Nao foram constatadas alteragdes de pH significativas nos efluentes
gerados apds o tratamento, os valores encontrados variaram de 6,80 até 7,30. O valor de pH, dentro da
faixa estabelecida pela norma adotada é um dos critérios de validade para os testes de toxicidade
aguda com Daphnias magna.

Para se conhecer a efici€ncia da remocao de toxicidade através de um sistema de tratamento

de efluentes, € necessdrio ter os resultados da toxicidade antes e apds o tratamento (METCALF e
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EDDY, 2003). A porcentagem de reducdo de toxicidade pelo processo de tratamento anaerdbio
realizado durante 30 dias, estd apresentado na TAB. 21 e no GRAF. 16.

Para um tempo de exposi¢do de 48 h, a % de remoc¢do média de toxicidade dos efluentes
variou de 21,28 até 77,5 %, sendo que, o grupo amostra 1 (branco) apresentou a melhor taxa de
remocio, seguido do grupo amostra 5; 2 e 4 e por tltimo o grupo amostra 3 (CF 2,0 mg.L"), com
uma taxa de remog¢do bem abaixo dos demais. Os valores de reducdo de toxicidade obtidos neste
trabalho estao abaixo do encontrado por NIETO (2000), que em seus experimentos, observou que
industrias que utilizam digestores anaerébios como tratamento primdrio ou secunddrio conseguem

reduzir de 92,7% a 97,6%.

TABELA 21: Porcentagem de remogao de toxicidade aguda obtida nos digestores em funcio do tratamento

Grupo Reator Reducio da toxicidade (%)
amostra 1 Branco 77,50
amostra 2 Ac. organicos 48,05
amostra 3 2,0 mg.L’1 21,28
amostra 4 20,0 mg.L" 42,70
amostra 5 200,0 mg.L"! 61,96
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GRAFICO 17: Porcentagem de remocdo de toxicidade aguda obtida nos efluentes apds-tratamento.

Constataram-se diferentes niveis de remog¢do de toxicidade durante o tratamento bioldgico,
entretanto, em nenhuma amostra de efluente foi observado o aumento da toxicidade em virtude do
tratamento ou da sua composi¢do. A permanéncia de alta toxicidade em todas as amostras analisadas

aparentemente nao estd atribuida a presencga de CF no efluente, j4 que foi constatado através de andlise
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cromatografica (HPLC) a biodegradacdo significativa do composto apds o tratamento anaerdbio.
Outro ponto relevante foi o fato do grupo amostra 2 (ac. orgdnicos) ndo receber CF e também
apresentar uma reducdo da toxicidade inferior ao grupo amostra 1 (branco). A presenca do lodo
anaerébio e da solugdo de dcidos organicos, fundamentais para a realizacio do Teste de
biodegradabilidade (2°Etapa) provavelmente estd interferindo negativamente na reducdo da
toxicidade.

O trabalho realizado por CUNHA et al (2004) avaliou a toxicidade aguda (D. magna ) da CF
presente em amostras contendo urina e constatou que concentragdes de CF acima de 50 mg.L™”
apresentaram toxicidade aguda. Esse resultado corrobora com a hipétese que os dcidos organicos ou a
biomassa podem estar interferindo no processo. Em fungdo disso foi avaliada a toxicidade desses
compostos.

No ANEXO 10.11 (TAB. 28) estdo apresentados os dados brutos observados com relagdo ao
nimero de individuos imdveis, para cada concentracio do lodo anaerébio e da solugdo de acidos
organicos. Os valores médios obtidos CEs, 48h neste experimento revelaram que a CE5, 48h do lodo
foi de 15,09 com limites de confianga (LC) entre 13,83 ¢ 16,47 e o pH de 7,8.

A solugdo de 4cidos orgénicos foi considerada com alta toxicidade aguda, ndo sendo possivel
calcular CEs 48h. O baixo valor de pH da amostra (4,36) foi considerado um fator determinante para
os efeitos de imobilidade observados (TAB. 28). O principal problema causado pelos 4cidos parece
estar relacionado, ndo com suas concentracdes, mas sim na acidez causada por eles. Este fato foi
verificado por McCARTY (1964) apud PINTO (2006) que mostrou que concentracdes de 4cidos
voliteis de 6 a 8 g.L”! ndo tem efeito téxico sobre a digestio anaerdbia, desde que o pH seja mantido
préximo da neutralidade.

A deficiente bibliografia disponivel evidencia a necessidade de mais estudos com relacdo as
técnicas utilizadas para avaliacdo da toxicidade por dcidos organicos, pois, a maior parte dos trabalhos
¢ antiga e foram desenvolvidos com tecnologias que ndo refletem as atuais condi¢des experimentais
utilizadas em estudos visando o aproveitamento do lodo anaerdbio para agricultura.

Segundo BOHNEN et al (2005), durante a decomposi¢do anaerdbia, formam-se produtos
intermedidrios, resultantes principalmente da fermentacdo, dentre os quais destacam-se os &4cidos
organicos alifiticos de baixo peso molecular (acético, propidnico e butirico), que podem ser toxicos
para as plantas (KOPP et al, 2007).

A importancia desse resultado € a indicacdo de que o processo anaerdbio realizado durante
trinta dias, se mostrou efetivo em relagdo a reducdo da toxicidade do efluente se comprado ao seu
efluente inicial, mesmo com a presenca de CF, muito embora seja considerado que todos os digestores

apresentaram toxicidade aguda alta.
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2° Experimento: Avaliacdo da toxicidade cronica do efluente antes e apds-tratamento anaerobio

Este experimento, ndo foi possivel concluir, em virtude da permanéncia da toxicidade aguda
dos efluentes, que resultou na morte dos organismos-teste (Daphnia magna) a partir do 6°dia, apds o
inicio do teste.

O teste de toxicidade cronica depende diretamente dos resultados do teste de toxicidade aguda,
uma vez que as concentracdes sub-letais sdo calculadas a partir de CEsy 48h (BARROS e DAVINO,
1996), sendo recomendada a utilizacio de valores baixos de CE5, no maior tempo, pois a exposicdo de
organismos (bioindicadores) a baixas concentragdes de um determinado composto quimico, por um
longo periodo de tempo, pode resultar em um mesmo efeito da exposicao da alta concentragio, por um
curto periodo de tempo (FERREIRA, 2003).

Os materiais toxicos podem acumular-se chegando a concentragdes inaceitaveis para peixes e
outros organismos aqudticos. A legislacdo ambiental ndo € abrangente o suficiente para incorporar os
milhares de agentes toxicos e, para tal, € necessario se conhecer o efeito dos mesmos sobre os

organismos aqudticos e sobre os ecossistemas, para se poder definir os padrdes de qualidade, tanto

para o corpo receptor quanto para os lancamentos.
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7.5.2. Teste de Mutagenicidade

O Teste do Microntcleo Pisceo foi utilizado nesta etapa visando a investigagdo dos efeitos
genotdxicos causados pela presenca da CF na 4gua (/°Experimento) e nas amostras de efluente

oriundas da Etapa Biodegradabilidade (2° Experimento).

1° Experimento: Avaliacdo da mutagenicidade em peixes expostos a CF (200 mg.L’")

Neste experimento, foi avaliada a freqiiéncia de eritrdcitos micronucleados em Geophagus
brasilienses expostos a CF. Como grupo controle negativo foram utilizados peixes mantidos em dgua
desclorada.

A concentragio de CF (200 mg.L™") utilizada nesta etapa foi baseada em pesquisa levantada na
1° etapa deste trabalho onde a dose média de CF administrada nos pacientes em tratamento do
Hospital 3, foi de 835,0 £ 6,75 mg/dia. Segundo a literatura 25% da dose administrada de CF, &
excretada na forma inalterada, sendo assim, o volume médio de excre¢do de CF corresponderia a
208,75 mg.L™".

O resultado deste teste estd apresentado na TAB. 22 e ilustrado na FIG. 22.

TABELA 22: Resultados do teste de mutagenicidade em amostra de dgua contendo CF

Aqudrio Eritrécito Normal Eritrécito Micronucleado pH O.D.
(grupo) (n® células) (n°® células) (mgOz.L'l)

Controle 2000 02 (SM) 6,95 6,2

Ciclofosfamida 2000 24,33+ E.P.M.5,81 6,7 6,6

E.P.M. - Erro padrdo da média
pH - potencial hidrogeniénico
0O.D. — Oxigénio dissolvido

FIGURA 22: A) Hemécitos Normais ¢ B) Hemdcitos micronucleados (HMN)
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Os resultados das andlises microscOpicas revelaram que o grupo controle apresentou 2
eritrocitos micronucleados num total de 2000 células analisadas, sendo assim, considerado normal
para a validade do teste. J4 a exposicdo a CF (200 mg.L™") provocou alta incidéncia de eritrécitos
micronucleados, em todos os organismos testados (Ciclo 1, 2 e 3). A média de microntcleos media foi
de 24,33+ E.P.M.5,92 a cada 2000 células contadas. Comentar mmais

Na andlise de qualidade de 4dgua, os valores de pH e O.D. de ambos os aqudrios estdo de
acordo com as normas do CONAMA 357/2004. As varidveis de qualidade de dgua nao foram
limitantes para avaliagdo da mutagenicidade da CF.

O resultado apresentado para o Teste do MNs com Geophagus brasilienses em exposi¢do a
CF por 48 horas constatou um aumento na freqiiéncia de MNs, indicando a capacidade do teste do
MNs em detectar a agdo genotdxica da CF. Segundo CARRANO (1997), a presenca de micronticleos
pode ser considerada como uma indicacdo de ocorréncia prévia de aberracdes cromossdmicas
estruturais ou numéricas em algum momento do ciclo de vida das células.

A literatura revela que a CF tem sido bem utilizada como controle positivo para Teste MNs
para amostras ambientais, produtos farmacéuticos e em seres humanos. ERGENE et al (2007), usaram
5 mg.L"' de CF como controle positivo para avaliar a genotoxicidade (teste MN — Oreochromis
niloticus) de amostras de dgua coletadas ao longo do rio Berdan (Turquia) que recebe descargas de

efluentes industriais € municipais.

2°Experimento: Avaliacdo do potencial mutagénico das amostras dos efluentes antes do tratamento

anaerobio

Este teste foi utilizado neste experimento, como ferramenta de andlise xenobidtica da CF,
postulando uma avaliacdo da qualidade do efluente gerado apds o tratamento anaerébio através da
utilizacdo de peixes da espécie Oreochromis sp, como bioindicadores de efeito.

Os resultados constataram que todas as amostras dos grupos antes do tratamento: amostra 1;
2; 3; 4 e 5 apresentaram alta toxicidade aguda, causando a morte dos peixes num periodo inferior a 24
horas (TAB. 23) o que impossibilitou a realizacdo do ensaio do MNs, pois 0s organismos necessitam
serem expostos por um periodo de 48 horas para passarem pelo menos por uma divisdo mitética. O
referido ensaio, ndo foi realizado com as amostras de efluente apds-tratamento, em virtude da
permanéncia da toxicidade aguda confirmada no subitem 7.5.1. ({°experimento), inviabilizando assim
estabelecer uma relacio entre concentragdo de CF no efluente e a freqiiéncia de micronicleos.

Solugdes de CF na concentracio de até 1g.L"' ndo causaram aumento da enzima p-
galactosidassde, indicando que apesar da ocorréncia da CF ser confirmada analiticamente (CG) ndo
houve constatacido do seu efeito genotdxico pelo SOS cromoteste, ou seja, a CF ndo contribui para a

genotoxicidade do efluente (STERGER-HARTMANN et al, 1997).



115

O estudo de MONARCA et al (2000) avaliou a influéncia de diferentes desinfetantes na
mutagenicidade e toxicidade de esgotos domésticos usando o teste de AMES, constatou que presenga
da toxicidade pode interferir nos resultados da mutagenicidade por impedir o crescimento das
bactérias usadas no teste de AMES.

Os valores de pH encontrados nos aqudrios, ndo foram limitantes para avaliacdo da

mutagenicidade dos efluentes, pois estdo de acordo com a norma do CONAMA 357/2004.

TABELA 23: Resultados do teste de mutagenicidade do efluente antes do tratamento anaerébio

Grupo Reator Resultado pH
amostra 1 Branco 0 (SM) 7,15
amostra 2 Ac. organicos Téxico (Morreu em menos de 24 horas) 7,00
amostra 3 2,0 mg.L'1 Toéxico (Morreu em menos de 24 horas) 7,13
amostra 4 20,0 mg.L'1 Toéxico (Morreu em menos de 24 horas) 7,18
amostra 5 200,0 mg.L’1 Toéxico (Morreu em menos de 24 horas) 6,80

SM - Sem efeito mutagénico para a espécie e periodo de tempo testado
pH - potencial hidrogenidnico
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8. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O Capitulo 1 expds quatro questionamentos que guiam o desenvolvimento deste trabalho.
Assim, a partir dos resultados encontrados em cada uma das etapas, sdo elaboradas as seguintes

conclusoes:

1. Qual o antineopldsico mais utilizado no tratamento do cancer em Floriandpolis (SC)?

v A cidade de Floriandpolis concentra cerca 60% dos estabelecimentos publicos e privados do

estado de Santa Catarina, envolvidos diretamente com quimioterapia antineoplasica.

v" No ano de 2002, existiam seis hospitais publicos e trés clinicas privadas envolvidos com o
tratamento de pacientes oncolégicos em Florianépolis. Esses estabelecimentos estdo
localizados na regido central, verificando-se que até hoje despejam seus efluentes na rede
coletora de esgotos da cidade sem nenhum tipo de tratamento prévio. Apenas a partir do ano

de 2006, o novo hospital CEPON implantou um sistema de tratamento de efluentes.

v" A CF foi selecionada como objeto de estudo, por estar presente em todos os estabelecimentos

pesquisados e, principalmente, por apresentar caracteristicas carcinégenas comprovadas.

v' A partir das pesquisas realizadas no hospital 3, foi encontrado que a dose média administrada
aos pacientes tratados com CF ¢é de 835,00 mg/dia, com um E.P.M. de 6,75. Também, foi
determinado um volume de aproximadamente 1 litro por dia de excre¢do urindria nos

pacientes tratados com CF.

2. Qual é o efeito da ciclofosfamida sobre o processo anaerébio?

Considerando o fato que o indculo utilizado manteve suas caracteristicas ativas ao longo dos

experimentos, garantindo assim a reprodutibilidade dos resultados, conclui-se:

v' Nio foram constatadas alteracdes significativas no volume de biogds produzido pelos
digestores adicionados com CF quando comparados ao volume de biogds produzido pelo

controle positivo (amostra 2 — 4c. organicos).
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As concentracdes de CF utilizadas neste estudo (2,0; 20,0; 200,0 e 500,0 mg.L'l), nao
interferiram negativamente na atividade dos microrganismos anaerdbios, considerados

essenciais para o sistema.

3. Como verificar a eficdcia do tratamento anaerébio na degradacdo da ciclofosfamida?

v

A efetividade do processo anaerdbio foi avaliada pela quantificacdo da concentragdo de

ciclofosfamida por HPLC em amostras do efluente antes e apds o tratamento;

A CF foi identificada por HPLC-UV nas amostras de efluente antes do tratamento, resultando

em concentracdes semelhantes daquelas definidas na composi¢do de cada reator.

A reducgdo da concentragdo de CF nas amostras de efluente apds o tratamento de todos os
grupos indicou que a mesma pode ser biodegradada por processo anaerébio em um tempo de

trinta dias.

A CG-MS nao detectou a formagdo de metabdlitos da CF como resultado do tratamento

anaerébio. Isso permite supor que os mesmos também tenham sido degradados.

4. Como avaliar a qualidade do efluente gerado pelo tratamento anaerébio?

v

A avaliagdo da toxicidade aguda das amostras de efluente antes e apds o tratamento
anaerébio, utilizando D. magna, permitiu diferenciar a toxicidade entre os grupos analisados.
O resultado do teste nas amostras dos digestores antes do tratamento indicou toxicidade.
Contudo, apés trinta dias de tratamento anaerdbio, conseguiu se reverter em parte essa
toxicidade, quando comparado ao seu efluente antes do tratamento correspondente (variando
de 21,28 até 77,5 %). No entanto, todos os grupos apresentaram uma toxicidade aguda elevada

(valores baixos de CEs, 48h) para as D. magna.

Os digestores estdo compostos por lodo e uma solugdo de 4cidos orgénicos. Da andlise
individual desses componentes se determinou que eles apresentaram uma toxicidade aguda
alta, interferindo na redugdo da toxicidade do efluente. A solu¢do de 4cidos organicos € a
principal responsdvel pela toxicidade aguda alta, ndo permitindo determinar o valor de CEs,

48h.
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v A permanéncia da toxicidade no efluente apds-tratamento, ndo esta aparentemente atribuida a
presenca de CF, uma vez que foi constatada por andlise cromatogrifica (HPLC) a

biodegradagdo do composto apds o tratamento anaerdbio.

v O Teste do Micronticleo com Geophagus brasilienses em exposi¢io a CF (200 mg.L™") na
dgua por 48 horas, constatou um aumento na freqii€éncia de MNs, indicando a capacidade do

teste do MNs em detectar a acdo genotdxica da CF.

v' Alta toxicidade aguda das amostras dos efluentes (antes e apds-tratamento) impediu a
conclusdo do teste toxicidade cronica, bem como inviabilizou estabelecer uma relacdo entre
concentracdo de CF utilizada nas amostras de efluente e a freqiiéncia de aparecimento de

micronucleos.

Conclui-se que as vdrias ferramentas de andlise utilizadas neste trabalho permitiram verificar a
eficiéncia do tratamento anaerdbio na remocdo da CF (> 70%) presente nas amostras avaliadas durante
o periodo pré-determinado de trinta dias. Nas condi¢cdes ambientais testadas, as concentracdes de CF,
2,0 até 500 mg.L"' ndo interferiram na capacidade das bactérias anaerébias em degradar o material
organico presente no inoculo, visto que em todos os biodisgestores a eficiéncia de remocao de DQO
foi acima de 80%. Entretanto, mesmo com a constatacdo da reducdo da toxicidade nos grupos amostra
3-5 (adicionados com CF), ndo se pode comprovar que esta redugdo esteja atribuida somente a
biodegradagcdao da CF, uma vez que a andlise individual do lodo e da solucdo de 4cidos organicos

apontou que ambos também contribuiram para a toxicidade nas amostras (antes do tratamento).

Assim, este trabalho fornece uma base inicial para futuros estudos que acrescentem
informacdes sobre outros farmacos antineopldsicos utilizados. Com um mais amplo conhecimento,
novas metodologias que subsidiem modificacdes nas resolucdes de protecdo ambiental (como
atualmente em vigor a CONAMA 357/2005, dispondo de condi¢cdes e padrdes para lancamento de

efluentes) podem ser propostas.
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Recomendagdes para trabalhos futuros:

v Estender o estudo realizado utilizando outros lodos anaerdbios para a biodegradagio

da CF;

v Incluir o teste de toxicidade aguda, além da caracterizagdo tradicional do lodo
anaerébio (DQO, ST, SV, pH e AME), visando garantir a capacidade do lodo na

degradacdo da matéria organica e na reducdo da toxicidade;

v Monitorar o processo de tratamento anaerébio semanalmente, através de andlises
cromatogréfica, buscando avaliar a cinética de biodegradacdo da CF e relacionando a

influéncia dos metabdlitos na degradacdo do composto;

v' Efetuar um planejamento experimental variando a quantidade de lodo (indculo) e a
composi¢do dos substratos nos digestores, de forma a formular um modelo cinético

completo para a CF.
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10. ANEXOS

10.1. Solicitaciao para coleta de dados

Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC fa
Departamento de Engenharia Sanitdria e Ambiental-ENS ——-‘
Laboratdrio de Pesquisas em Residuos Sdlidos - LARESO  |iratrio e Pesqises emiesicios Sdicks

Florianopolis, de fevereiro de 2003.

Para
Diretor do

De : Patricia Sobierajski Barreto
Doutoranda do Curso de Pés-graduagéao em Engenharia Ambiental

Referente: Autorizagao para consulta de material
Prezado Diretor,

Solicito autorizacéo para consulta e compilagcdao dados do “Livro de Registro de Preparos
de Quimioterdpicos”, da farmacia desta institui¢ao.

Estas informagbes auxiliardo na selecdo dos quimioterapicos mais utilizados na terapia
antineoplasica para avaliagdo futura do risco de contaminagéo dos recursos hidricos
(Tema da Tese de Doutorado).

Atenciosamente,

Patricia Sobierajski Barreto

Campus Universitario — Bairro Trindade CP 476 CEP 88.040-970 Florianépolis SC
Fone (48) 331 9717 ramal 222 e-mail patricia@ens.ufsc.br
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10.2. Monitoramento do lodo anaerébio ( pH e DQO)
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GRAFICO 18: Variagio da pH do lodo anaerébio ao longo do tempo
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GRAFICO 19: Variagio da DQO (g/Kg) do lodo anaerébio ao longo do tempo



10.3. Dados brutos do teste de biodegradabilidade - 1 °bateria

TABELA 24: Dados brutos do Teste de Biodegradabilidade - 1° bateria
Dia “°C) Branco Ac. orgéinicos Ciclo 2,0 mg
Bl B2 B3 X Al A2 A3 X C1 C2 C3 X
0 23 0 0 0 0,0 4 10 9 7,67 10 5 11 8,67
1 22 20 19 19 19,3 34 29 37 33,33 40 36 32 36,00
2 27 14 8 12 11,3 19 10 14 14,33 19 21 10 16,67
3 20 9 12 12 11,0 15 14 13 14,00 14 17 13 14,67
4 21 10 13 14 12,3 16 14 17 15,67 15 14 18 15,67
5 20 10 13 12 11,6 14 16 15 15,00 12 10 16 12,67
6 25 10 7 7 8,0 17 10 16 14,33 15 12 16 14,33
7 25 2 10 6 6,0 13 16 15 14,67 15 15 16 15,33
8 26 0 0 0 0,0 10 9 11 10,00 10 8 14 10,67
9 22 5 8 8 7,0 10 8 13 10,33 10 15 15 13,33
10 21 8 10 12 10,0 15 13 10 12,67 14 18 16 16,00
11 24 5 8 4 5,6 14 10 10 11,33 25 20 24 23,00
12 23 5 10 9 8,0 10 12 11 11,00 14 10 13 12,33
13 22 15 9 13 12,3 12 18 15 15,00 25 20 21 22,00
14 22 5 0 7 4,0 15 18 19 17,33 16 8 7 10,33
15 22 5 12 8 8,3 20 15 15 16,67 18 15 11 14,67
16 22 7 6 7 6,6 17 15 10 14,00 10 12 11 11,00
17 20 9 10 14 11,0 12 17 15 14,67 9 12 16 12,33
18 22 0 3 5 2,6 10 5 6 7,00 10 15 8 11,00
19 26 10 5 6 7,0 8 10 10 9,33 16 9 10 11,67
20 22 7 0 9 53 10 10 10 10,00 12 10 15 12,33
21 21 11 13 5 9,6 10 14 16 13,33 12 15 14 13,67
22 23 10 7 2 6,3 11 15 15 13,67 15 12 9 12,00
23 22 8 8 5 7,0 11 15 10 12,00 10 12 10 10,67
24 23 8 5 9 7,3 15 11 8 11,33 9 10 12 10,33
25 22 0 2 0 0,6 8 11 15 11,33 8 10 15 11,00
26 23 0 0 0 0,0 13 10 10 11,00 5 10 5 6,67
27 24 0 0 0 0,0 0 6 10 5,33 0 10 6 5,33
28 22 0 0 0 0,0 7 8 9 8,00 10 5 9 8,00
29 25 0 0 0 0,0 5 0 0 1,67 0 6 10 5,33
30 23 0 0 0 0,0 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
TOTAL 192 190 214 198,67 375 369 384 376,00 398 392 403 397,67
MEDIA 622 | 638 | 6,61 6,40 12,09 | 11,90 | 12,38 | 12,12 | 12,83 | 12,64 | 130 | 1287
D.padrio | 523 | 524 | 525 4,85 6,30 5,50 6,29 5,60 7,76 6,40 | 623 6,22
Dia °C) Ciclo 20,0 mg Ciclo 200,0 mg
D1 D2 D3 X E1l E2 E3 X
0 23 10 8 10 9,33 10 12 13 11,67
1 22 40 72 57 56,33 41 43 40 41,33
2 27 20 35 25 26,67 20 28 21 23,00
3 20 28 18 24 23,33 14 20 18 17,33
4 21 21 16 19 18,67 19 10 15 14,67
5 20 15 18 12 15,00 18 19 14 17,00
6 25 16 10 10 12,00 10 15 13 12,67
7 25 12 10 10 10,67 10 17 16 14,33
8 26 10 19 17 15,33 7 19 14 13,33
9 22 10 7 13 10,00 13 15 14 14,00
10 21 12 12 10 11,33 14 10 15 13,00
11 24 22 23 18 21,00 14 14 13 13,67
12 23 16 8 14 12,67 10 8 9 9,00
13 22 24 20 21 21,67 18 15 17 16,67
14 22 17 0 16 11,00 13 10 15 12,67
15 22 18 10 20 16,00 23 14 20 19,00
16 22 9 16 10 11,67 22 20 12 18,00
17 20 10 15 18 14,33 18 10 10 12,67
18 22 7 10 12 9,67 16 10 10 12,00
19 26 10 0 10 6,67 10 10 17 12,33
20 22 10 0 10 6,67 10 17 13 13,33
21 21 14 10 0 8,00 15 11 15 13,67
22 23 10 10 13 11,00 4 12 10 8,67
23 22 10 10 7 9,00 7 13 11 10,33
24 23 9 14 10 11,00 12 12 0 8,00
25 22 5 5 7 5,67 9 5 10 8,00
26 23 10 10 5 8,33 5 8 4 5,67
27 24 0 10 9 6,33 5 10 10 8,33
28 22 0 0 5 1,67 5 5 11 7,00
29 25 0 0 0 0,00 0 5 0 1,67
30 23 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
TOTAL 395 396 412 401,00 392 417 400 403,00
MEDIA 12,74 12,77 13,30 12,93 12,64 13,45 12,96 13,0
D. padrio 8,60 | 13,50 | 10,36 | 10,20 7,93 7,78 727 7,12
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10.4. Dados brutos do Teste de Biodegradabilidade - 2° bateria

TABELA 25: Dados brutos do Teste de Biodegradabilidade - 2° bateria

Dia °C) Branco Ac. orginicos Ciclo 2,0 mg
B1 B2 B3 X Al A2 A3 X C1 C2 C3 X
0 25 0 0 0 0,00 5 6 0 3,67 0 0 5 1,67
1 25 15 20 17 17,33 25 30 33 29,33 24 29 33 28,67
2 27 10 8 8 8,67 10 10 7 9,00 10 10 14 11,33
3 20 9 10 10 9,67 15 10 10 11,67 15 14 13 14,00
4 21 15 12 15 14,00 14 6 11 10,33 10 16 17 14,33
5 20 15 11 12 12,67 12 20 18 16,67 20 25 28 24,33
6 25 12 8 10 10,00 14 10 16 13,33 15 10 16 13,67
7 25 12 10 15 12,33 15 15 14 14,67 13 16 18 15,67
8 26 7 14 10 10,33 17 9 12 12,67 11 9 12 10,67
9 28 12 8 10 10,00 10 9 11 10,00 10 9 11 10,00
10 21 0 0 0 0,00 15 15 17 15,67 15 15 20 16,67
11 24 17 12 13 14,00 30 25 29 28,00 25 20 28 24,33
12 23 5 10 9 8,00 12 10 10 10,67 14 12 11 12,33
13 22 9 9 15 11,00 14 13 20 15,67 12 23 21 18,67
14 22 4 11 7 7,33 18 16 20 18,00 17 18 19 18,00
15 22 5 12 10 9,00 11 21 20 17,33 20 22 20 20,67
16 22 13 6 9 9,33 14 20 20 18,00 10 15 14 13,00
17 20 11 10 5 8,67 10 17 10 12,33 5 17 14 12,00
18 22 5 3 5 4,33 10 8 10 9,33 10 7 9 8,67
19 26 5 5 6 5,33 10 10 10 10,00 5 10 10 8,33
20 22 0 10 9 6,33 10 15 10 11,67 10 14 10 11,33
21 21 0 13 14 9,00 10 10 15 11,67 10 11 14 11,67
22 23 5 15 7 9,00 11 19 16 15,33 11 15 7 11,00
23 22 6 10 6 7,33 10 10 11 10,33 11 10 12 11,00
24 23 8 10 9 9,00 15 14 15 14,67 0 11 17 9,33
25 22 0 2 3 1,67 10 20 10 13,33 9 12 14 11,67
26 23 0 2 7 3,00 10 10 10 10,00 5 11 10 8,67
27 24 0 2 0 0,67 19 13 7 13,00 0 5 11 5,33
28 22 0 0 0 0,00 6 7 0 4,33 8 10 9 9,00
29 25 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
30 23 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
TOTAL 200 243 241 228,00 382 398 392 390,67 325 396 437 386,00
MEDIA 571 | 694 | 6,88 6,51 10,91 11,37 11,20 11,16 9,28 11,31 12,48 11,02
D. padrio 541 | 4,87 | 496 4,63 5,95 6,18 6,84 5,80 6,37 6,45 6,80 6,14
Dia °C) Ciclo 20,0 mg Ciclo 200,0 mg
D1 D2 D3 X E1 E2 E3 X
0 23 10 8 10 9,33 10 12 13 11,67
1 22 30 47 38 38,33 27 35 28 30,00
2 27 16 15 19 16,67 20 15 21 18,67
3 20 20 19 15 18,00 14 20 11 15,00
4 21 16 16 10 14,00 19 10 15 14,67
5 20 10 8 12 10,00 18 9 14 13,67
6 25 16 10 10 12,00 19 22 24 21,67
7 25 12 10 10 10,67 10 17 16 14,33
8 26 10 19 17 15,33 7 19 14 13,33
9 22 10 7 3 6,67 13 15 14 14,00
10 20 12 12 10 11,33 14 10 15 13,00
11 24 23 20 28 23,67 27 22 29 26,00
12 23 16 18 14 16,00 6 8 9 7,67
13 22 24 20 21 21,67 13 17 12 14,00
14 26 17 10 16 14,33 21 20 15 18,67
15 22 18 10 15 14,33 15 22 18 18,33
16 22 9 12 10 10,33 15 17 16 16,00
17 20 10 15 18 14,33 15 20 20 18,33
18 22 7 10 12 9,67 15 18 10 14,33
19 26 10 0 10 6,67 10 16 17 14,33
20 22 10 5 10 8,33 10 17 15 14,00
21 21 14 11 14 13,00 15 10 18 14,33
22 23 10 21 13 14,67 14 17 20 17,00
23 22 10 10 17 12,33 10 12 16 12,67
24 23 9 14 5 9,33 10 10 10 10,00
25 22 8 0 7 5,00 10 13 8 10,33
26 23 10 10 10 10,00 10 15 12 12,33
27 24 10 10 3 7,67 5 10 10 8,33
28 25 6 11 20 12,33 10 5 5 6,67
29 25 5 5 0 3,33 8 10 5 7,67
30 25 0 0 0 0,00 10 0 0 3,33
TOTAL 388 383 397 389,33 420 463 450 444,33
MEDIA 11,08 10,94 11,34 11,12 12 13,22 12,85 12,69
D. padrio 5,60 6,60 6,82 5,63 5,60 6,01 6,23 5,35
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10.5. Laudos do Laboratério de Analises Ambientais - SENAI/CETSAM-PR

Grupo - Reator

amostra 1 (Branco)

amostra 2 (Ac. organicos)

amostra 3 (CF 2,0 mg.L'l)

amostra 4 (CF 20,0 mg.L™")

amostra 5 (CF 200,0 mg.L’l)

amostra 6 (CF 500,0 mg.L™)

Amostra

antes do tratamento
apos o tratamento

antes do tratamento
apos o tratamento

antes do tratamento
apos o tratamento

antes do tratamento
apos o tratamento

antes do tratamento
apos o tratamento

antes do tratamento
apos o tratamento

Laudo

n° 4711
n° 5493

n° 4712
n° 5494

n° 4713
n°® 5495

n° 4714
n° 5496

n° 0077
n°® 5497

n° 0078
n° 0580
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i -
%t‘m%i,: SENAI - CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCACAO
| TSESL PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA
gd%{— CETSAM - Centro de Tecnologia em Saneamento e Meio Ambiente
RS- Laboratérios de Andlises Ambientais

PAG. 1/1

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 4711/2006

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Endereco: Rua Joado Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abréo - Floriané

Identificagdo da amostra: Amostra 1
Tipo de amostra: Efluente Industrial
Coleta: tipo Simples responsavel Requisitante data 30/10/06 hora 15h0
Entrada no laboratorio: data 31/10/06 hora 10h13min

«@g‘% , mﬁz

Ensaio i Resultado Unidade Metodologia

Ensaios Instrumentais — Organicos

Ciclofosfamida <2,0 mg/L omatografia Liguida - HPLC

Referéncias

1. Andlise de Clclofosfamlda baseada no artigo “Chemical degradaﬁon of wastes of antineoplastic agents:
cyclophosphamide, ifosfamide and melphalan”, Int Arch Occup Environ Health (1997) 69:109-114.

Observat;oes E

1. A metodologia para a determmagao de Ciclofosfamida i_mf\ HPLC foi fornecida pelo cliente.

e

Equlpe Tecmca

aﬁﬁ’ EmmeT cR”Q X oazad)ﬂss

..fae  Curitiba 10/11/06

-
4,

Rua Nessa Senhera da Cabegs 1371/1441 CIC CEP B1310-010 Curitiba PR Os resultados contidos nesse relatdnio referem-se samenie & amostra analisada
Tel. (0-xx-41) 3346 4500 FAX (0-xx-41) 3346 4858 hitp:ifwww. pr.senaibr E permitida a reproduco, desde que int & sam nenhuma alleragao.
CIC 5007
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- SENAI - CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCAGAO
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA

CETSAM = Centro de Tecrelogla em Sancamento ¢ Meio Ambdenie

=
Laboratorios de Andlises Ambientals

PAG, 11
RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 5493/20086
Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Endereco: Rua Jodo Meirelles, 884 - Blaco E - Apto. 103 - Abrio - Florlandpol
Identificagio da amostra: Amostra 1 - Pds
Tipo de amostra; Efluente Industrial i
Coleta: tipo Simples responsavel Requisitante data 12M12/06 hora 1
Entrada no laboratorio: data 13/M2/06  hora 15h19min A
Ensalo Resultado  Unidade Metodologla
Ensaios Instrumentais — Organicos
Clclofosfamida =05 mglL G afia Liquida - HPLC
Referéncias
1, Andkse de Clelofosfarida baseada no arigo “Chemicel degra of wastes of anlinsoplasiic agams
cytiaphosphamide. fosfamide and melphaian, In1 Arch Envi ith (15ET) 85:100-114,

~doe  Cuntiba 151206

" Vin Tioinh Senorn 8 CBbaca 10711441 I CEP S110-010 Corbta PR ] Zorkaos B2 sommein | aaie enaehate
Tl (el 1} 30 8 $001 FRE DA 13 405 iig Mwwrw U aenal br 1 permida & eprodholc, demhe U FHGIEFEO § BT SR BUEE0

=
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SENA! - CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCACAD
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA
CETEAM - Contro gde Tecnelogly om Sapsamenic ¢ Meio Ambistie

Laboratérios de Andlises Ambientals

PAG. 111

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 4712/2006 _

Requisitanie: Patricia Sobierajski Barreto
Enderego: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrio - FlurIanﬁ'puﬁlEE

Identificagan da amostra: Amostra 2
Tipo de amaostra: Efluente Industrial
Coleta: ipo Simples responsével Requisitante data 30/10/08 hora 15h00min

Entrada no laboratério: data 31/10/06  hora 10h13min

Ensalo Resultado  Unidade Metodologla

Ensaips Instrumentais - Orgénicos
Cicklostamida <20 mgl Cromatogratia Liquida - HPLC

Releréncias
1. Andlise de Ciclofostamida baseada no anigo "Chemicsl de ‘of wastes of anlinsoplastc agemls;
cyciophosphanmide, dosfarmide and melphalan®, Int -ﬂid'l_ggp Enviran | i-l'uHh {1907 69:108-114.
& b
|

Observagles

1. A melodologia para a determinagdo de Ciclofostamida por HPLC foi famecida peia cliente.

. EquipeTécnica .

m'ﬁ'ﬁ'ﬁl ‘Eﬁb'm-'né‘m:la

i -
F \;-.é fap  Cuntica 1011106
.-
o =
F
biall 4
L d
B
o Moans Borivarn &8 Camera 117 170841 GR (B 01315070 Curmiee FA Cib raRaanas CoTE00) nanae mwwumlm- [T
Tl (T BHEA00  FAT Heanedi] M0 4B TR iwew om0 E parmndsta o reprocurha, dancs gue
l.i_ TG

T "I
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SENAI- CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCACAD
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIEA
CETSAM - Centro de Tecnologls em Sansamento ¢ Melo Ambionte

Laboratérios de Analises Ambientals

BRG. 1
RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 5494/2006

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto L
Enderego: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrdo - Floﬂundm -SD
Identificagio da amastra: Amostra 2 - Pas Ty
Tipo de amostra; Efluente Industrial
Coleta: tipo Simples responsdvel Requisitante data 1212106 hora Iﬁiuﬁiﬁl
Entrada no laboratorio: data 13M2/06  hora 15h19min f v

Ensalo Resiiltado Unidade Metadologia J

Ensaios Instrumantais - -‘.':Irginb:nl

I ik
[ Ciclofostamida =05 mglL . Cromategrafia Liquida - HPLC

Refaréncias

1, Andhise de Cicloloslamida baseada no artigo "Chemicel degradiitn) of waesfes of aeinaopfastic sgans
sysiaphosphamida, fosfamide and medphaian”, It Arch I:Jl::ggp Enwm Heaith (1987) G9:108-114,

:.."r_x! b

Obse

[
{1, A matcdobagia para a delerminacio de Ciclofostam FLE Toi farmnecida pelo cliente,

Equipe Técnica

Y o P 'f"\
e S - T

fae Curtiba 1511208

Fodaa Santors da Cabegs 12711441 CIC CLPF 31310-010 Curikta PR T e e e e e e e e T N TP T P
prowrey

T Ra
Tar (Dol 1] J300 4500 FAK [D-x-4v] 3368 4 H e [ SeRilb E smrriiedis & ey ToupbE, dea G TR & BT eTasTE
] [T
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SENA| - CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCACAD
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA
CETEAM = Centro de Tecnologia em Sancamenio o Meio Amblente

Laboratorios de Anadlises Amblentals

PAG 11

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 4713 - A/2006

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Endereco: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrédo - Floriang)

Identficagao da amostra: Amostra 3
Tipo de amostra; Efluente Industrial
Coteta tipo Simples responsavel Requisitante data 300006 hara
Entrada no laboratério: data 31006  hora 10h13min

Ensaie Resultade  Unidade Metadalagia

Ensaios Instrumentais — Organicos
Ciclolostamida 17 ma/L Sromatopratia Liguida - HPLC

Referéncias
1. Analise de GCiclofosfarmida baseada no arligo -Chemical degra
cyclophosphamide, fosfamide and melphatan, Inl Arch Occup Envie It (1587) 63108114,

Ohse
1. A melodologia para a determinacas de Cickolostfami C foi fomecida pelo clients.
2. O relatdnio de ansai 4713-A72008 substitui complet redatdrio de ensaio 471312006

Jap  Curnioa 151208

Tin Pecraan oerdvin s 0 Cataga 130 17144 1 GG CEP BT TT0GTH TR AI0H COMESCH TaD B TEARGNG AT TOMarS § BTOATE B
Tol [Gan-d1) 33884800 FAX (omsad1) X146 500 R S [ S b  paemiicin & reprTciogio SHEdE DUS SRR 8 e narfure alecio

G -
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SENA| - CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUGACJO
FROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA
CETSAM - Cantro de Tecnelogle em Saneamanic ¢ Melo Ambienie

Laboratérios de Analises Ambientals

PAG. 14
RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 5495/2006
Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto :
Enderego: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrio - Floﬂan“% 0 -
identificacio da amostra: Amostra 3 - Pés {if -
Tipo de amostra; Efluente Industrial e
Coleta: tipo Simples responsdvel Requisitante data 12112108 hora
Entrada no laboratorio: data 13M2106 hora 15h19min
Ensalo Resiltado Unidade Metodologia
| Ensaios Instrumentais - O inl:ul
[ Ciclofosfarnida <05 gL omategrafia Liquida - HPLC
Referéncias :
1. Andlise de Ciclofosfamida baseada no arigo “Chemicsl degra of wastes of snlineoplastc sgens;
cyciophospharmide, ifosfamide and melphatan”, Il Arch Occup En Hh (1997) 69:10%.114,

Jee  Curtba 151208

Tics Ficann Farfors 8 Cabaga 107171841 G CEF BLITG-010 Cortion FH T5% Pl R CAONVROR TobR o ST TR RGBT & RS B aaEe
Tl (1) 3088 a0 FAX (Goqedi) Z54E Bid [ ol T [ Gt TaLdA Sl iy I—mr-riumd'lrwln

145




SENAI- CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCAGAD
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA
CETSAM - Centro de Tecnologia em Saneamento o Melo Amblento

Laboratérios de Andlises Ambientais

BAG 11

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 4714/2006

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Enderego: Rua Jodo Melrelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrio - Flﬁrianép-ulln 1sC

Identificagio da amostra: Amostra 4
Tipo de amostra: Efluente Industrial h
Coleta: tipo Simples responsével Requisitante data 30M0M068 hora 1Ehllnmln

Entrada no laboratdrio; data 311106  hora 10h13min e
3 -'.'c:._
Ensaio Resultado Unidade Metadologia
I Ensaios Instrumentais — Orginicos |
| Ciclofosfamida 278 mail _Cromatearafia Liguida - HPLC |
Roferdncias
rof wasles of anbneoplostc agents:

1. Anglise de Chlolosfamida baseada no urtlgu “Chamical
iphalan®, Int Arch ﬂ-ccup En‘l.rlmnl-faahh {18971 B9:109-114.

[ o
| 1. A melodologia para a determinacho de Ciclofosfa i farnecida palo clisnts.

cyclophasphamide, fasfamide and r

2 a8

Equipe Técnica

Au%%ﬁﬁ'ﬂ e bc-tﬂ:%

o : .doe  Cunbba 1011705
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SENAI- CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUCACAC
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIEA
CETSAM = Contro de Tecnologia e Sancavmento o Male Amblonte

Laboratorios de Andlises Amblentais

PAG. 1
RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 5496/2006
Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto : ; :
Endereco: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrio - Florian (@& SC
ldentificagio da amostra: Amostra 4 - Pas -
Tipo de amostra: Efluente Industrial
Coleta: tipo Simples responsdvel Requisitante data 12M2/08 hora 1 ﬂlm
Entrada no laboraténe: data 13M2/06 hora 15h19min
Ensaio Resultado  Unidade Meatodologia
Ensaios Instrumentais — Organicos ; |
Ciclofoslamida <05  mgl m@mﬁm Liguida - HPLC ]
Referdncias
1, Analise de Ciclofosfamida beseada no artigo -Cihemical ifion: of wasles of anbneoplasic agents

cyelophosphamide, #osfamide and meiphatan®, Int Arch Occup E ealth (1997} 69:109-114
g . ¥

1

Equipe Tdcnl:a

\Mﬂm mmu\w;i\t

.dne  Curitiba 151206

Fica fiien Garttara 0 Cabags 117171541 LB CEF B1010-010 bt PR Tt aaciindon COrSaca Fats FERMAIE CRIMINTT 08 Ml § SRCALE SOESERTE
Ta w1} 1ol aB00  FAR Moot i) X0 EE hig Massma: [r s pr £ parmilida s e gL Flnge o B AT B R
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SENAI - CIC /CETSAM

& sEnAr i

un Moasa Sechons da Cabsca 1371194481 CIC CEP 81318010 Cunbta PR
Tal rmm!:l.mnuoa FRX (0ew-d 1) 2T 95058 g e, e Sen b

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 0077/2007

PAG. 11
Requisitante: Patricia Soblerajski Barreto
Enderego: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apte. 103 - Abrio - Florland
identificagdo da amostra: Amostra 5 - Pré
Tipo de amostra: Efluente Industrial :
Coleta; tipo Simples responsavel Requisitante data 09/01/07  hora
Entrada no laboratorio: data 11/01/07  hora 11hS0min -
%
Ensaio ‘Resultado Unidade mnlha“.ﬁo Metodaologia

_— = .

Ensalos Instrumentais - Croma
Ciclotostamid 1986 mgil 1201 { cgrafia Liquida de Alta

1. Andlise de Cicldosfamida baseada no arigo “Che of wastes of ashic  apenls

cyclophesphamide, fosfamida and melphalen”, éeun Envi galth (1997) 69:109-114.

1. Amelodologia para a determinacio de Ciclofosfa
2. Aamostra fol dilulda em 10 vezes antes de reali;

_dam  Gurflioa 150007

Engaica e EAS 4 0 Fala TR s i Avenida © Fiance 1341 - Jatdis Bollnecs - Tel (O-ax-£1) 23717400
muunmm”mmwim Ep [ pille, dedda GuUE ntelr L o] =
O T The T8 ]
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SENAI - CENTRO INTEGRADO DE TECNOLOGIA E EDUGACJEG
PROFISSIONAL DA CIDADE INDUSTRIAL DE CURITIBA
CETSAM - Contre de Tecrologlr em Sansamento ¢ Melo Amblente

Laboratdrios de Andlises Amblentals

-
=
-
-

PAG. 14

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 5497/2006

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Enderago: Rua Jodo Meirelles, B84 - Bloco E - Apto. 103 - Abrdo - Florian

Identificagio da amostra: Amostra 5 - Pds
Tipo de amostra: Efluenta Industrial

Coleta; tipo Simples responsdvel Requisitante data 1212108 hora 1.
Entrada no laboratério: data 13M2/06  hora 15h19min

Ensaio Resultado Unidade Metodologia

Ensaios Instrumentais — Orgd
Ciglefosfarmida 129 mgiL ografia Liquida - HPLC

Releréncias
1. Andhse de Cickiosiarmida baseada no anigo Chemical degra of wastes of anlineoplastic agenls
cyciophosphamide, ifosfamide and medphatan”, INTEnﬂm lth (1567) B9 105-114,

Jan  Curtba 1513006

Tia Fiaens Eavas 28 Cabega 100 171941 G CEF BLTTG-010 Cattitnd PH ol T LR COTTRGh T N TRAIEG) TR RCPATEE B ATRINTE G BENacE
Tol [o-1) 3008 4500 FAX (Dexe-a1) 3048 0550 PP [ A b # parmitca & dopln dmede s etegy LL .
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SENAI - CIC/CETSAM

SENAI i

Rua Mosia Sechora da Cabeca 137 1/%441 €IE CEP 81310010 Curlita PR
Tl (oo 1) JITLT000  FAK fom-t1) 7 65150 ity P, g smnal br

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 0078/2007

PAG, 11

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Enderego: Rua Jodo Meirelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrao - Floriang

Identficagdo da amostra: Amostra 6 - Pré
Tipo de amostra: Efluente Industrial

Coleta: tipo Simples responsavel Requisitante data 09/01/07  hora
Entrada no laboratério: data 11/01/07  hora 11h50min

Data

Ensaio Resultado Unidade m_lgnlu

Ciclatostarmida 48B4 mgil

T Analse da Cicloiosfamida baseada no ariga “Chien o8 Ww of wastes of anineoplasic sgenls:
Eniron Health (1857) 685:108-114,

1. A melodologia para a determinagdo de Ciclofosfa
2. A amostra fiob dilulda em 10 vezes antes de raalis

T
186 Curion 150007
Emmaﬂlmmfﬂm & Aovenid Fimnco 1341 = Jaidis Bothoess - Tel :&mi:mrﬂm
O ropulisdon Senbond il TEEISAD FHhere: g 4 amaaira Ep erodutls, Seddn gus il ME 8 58T

!IEEIEED

150




SENAI - CIC/ CETSAM

e sEnAl| et

Moma Sechors da Cabeca 13717444 CES CEP $1340-000 Curitba PR
Tal. (el 1) 3277000 FAX (Do) AFTA-T158 iy Aheasnd. B il b

RELATORIO DE ENSAIOS ANALITICOS 0580/2007
PAG. 11

Requisitante: Patricia Sobierajski Barreto
Endereco: Rua Jodo Mairelles, 884 - Bloco E - Apto. 103 - Abrdio - Florlan

ldentificagdo da amostra: Amostra 6 - Pos
Tipo de amostra: Efluente Industrial

Coleta: tipo Simples responsavel Requisitante data 12/02/07 hora 10h0
Entrada no laboratério: data 158/02/07  hora 13h24min

Data
Ensaio Resultado Unidade realizaco Metodologia

Enzalos Instrumentais - Cromatog

grafia Liquida de Ala

Ciclofosfamida B8.75 mgil i

-Referéncias
1. Analise de Ciclofostamida baseada no arb Cfreuwadn‘ag
cyciophosphamide, fosfamide and melphalan”, Int Arch Cotup

of wasles of anhneoplastic agenls:
th {1587) 65:108-114.

e Gunbibs 0A0a0T

Ensaicn de EAA & C i o & s G 3 Franca 1341 = Nﬂmlﬂl‘dm 'l'-l rum-:lmthm
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10.6. Cromatograma HPLC-UV (45 min).
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10.8. Compostos do pico A (CG-MS)
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10.9. Compostos do pico B (CG-MS)
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10.10. Dados brutos do Teste de Toxicidade Aguda - 1° experimento

TABELA 26: N° de organismos iméveis, pH e a CE 50% 48 hs das amostras de efluentes antes-tratamento

Concentracao controle Al -antes A2-antes A3-antes Ad-antes AS - antes
100,00 0 20 20 20 20 20
50,00 0 20 20 20 20 20
25,00 0 20 20 20 20 20
12,50 0 20 20 20 20 20
8,33 0 20 20 20 20 20
6,25 0 0 5 0 13 12
4,16 0 0 2 0 9 12
3,12 0 0 1 0 1 9
2,00 0 0 0 0 0 6
pH 7,20 7,85 7,86 7,37 7,13 7,30
CES0% 100 8,33 6,27 7,21 4,83 3,88

TABELA 27: N° de organismos iméveis, pH e a CE 50% 48 hs das amostras de efluentes apds-tratamento

Concentracao controle Al -apos A2-apos A3-apos Ad-apos A5 -apos
100,00 0 20 20 20 20 20
50,00 0 14 20 20 20 20
25,00 0 3 17 20 20 20
12,50 0 0 10 20 13 20
8,33 0 0 6 3 5 5
6,25 0 0 4 3 2 2
4,16 0 0 1 2 1 1
3,12 0 0 0 1 0 1
2,00 0 0 0 1 0 0
pH 7,10 6,95 7,19 7,43 7,86 7,95
CE50% 100 39,22 12,07 9,16 8,43 10,20

10.11. Dados brutos do Teste de Toxicidade Aguda - 2° experimento

TABELA 28: N° de organismos iméveis, pH e a CE 50% 48 hs das
amostras de lodo e sol. de dcidos organicos

Concentracao controle Lodo Sol. Ac. Org.

100,00 0 20 20
50,00 0 20 20
25,00 0 19 20
12,50 0 0 20
8,33 0 0 20
6,25 0 0 20
4,16 0 0 20
3,12 0 0 20
2,00 0 0 20

pH 7,10 7,80 4,36
CES0% 100 15,09 n.c.




