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RESUMO

A presenca de farmacos e metabdlitos em efluentes tornou-se um grave
problema ambiental, podendo, também, impactar prejudicialmente a salde humana.
Assim sendo, é essencial 0 monitoramento desses microcontaminantes, bem como a
avaliacdo dos potenciais riscos ambientais e a saide humana que tais compostos podem
apresentar. Neste sentido, neste estudo foi realizada uma analise de triagem de 2030
farmacos e metabolitos em efluente hospitalar, avaliando diferentes técnicas de preparo
de amostras. Adicionalmente, uma associagdo pioneira do uso de ferramentas in silico
baseadas na abordagem (quantitativa) estrutura-atividade ((Q)SAR), para a predicao de
oito parametros de risco, com a técnica de andlise de decisdo multicritério ELECTRE
possibilitou a sobreclassificacdo dos analitos de acordo com seu risco ambiental e a satde
humana. A técnica de preparo de amostra que se mostrou mais vantajosa consistiu na
limpeza (100 mg de silica/alumina) associada a Microextracdo Liquido-Liquido
Dispersiva (DLLME) (7,5 de matriz, 600 uL de cloroférmio como solvente extrator e
1000 pL de acetonitrila como solvente dispersor), resultando na identificacdo de 77
analitos. A analise de triagem identificou um total de 105 microcontaminantes, sendo 28
deles “compostos confirmados” e 77 sendo “compostos suspeitos”. Desses compostos,
89% eram farmacos e 11% metabdlitos. Os compostos identificados foram
posteriormente avaliados por predicdes in silico, usando diferentes programas de livre
acesso, considerando oito parametros: mobilidade, persisténcia, ligagdo ao receptor de
estrogénio, remocdo total em estacdo de tratamento de efluentes, biodegradabilidade,
PBT (persisténcia, bioacumulacdo e toxicidade), mutagenicidade e carcinogenicidade.
Os resultados quantificados das predicGes realizadas por ferramentas in silico baseadas
na abordagem (Q)SAR foram usados como dados de entrada para o método de
sobreclassificacdo ELECTRE. A categorizacdo dos compostos através do ELECTRE
resultou no kernel (compostos prioritarios) e mais 19 grupos. A avaliagdo da
sensibilidade do ELECTRE indicou que, para todos os casos, 0 kernel e os dois grupos
seguintes coincidiram. Assim, o método ELECTRE constitui uma ferramenta de decisao
altamente intuitiva, que pode auxiliar na selecdo de compostos para inclusdo em

programas de monitoramento ambiental.

Palavras-chave: LC-MS; triagem; farmacos e metabdlitos; (Q)SAR; método de anélise

de decisdo multicritério.
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ABSTRACT

The presence of pharmaceuticals and metabolites in effluents has become a
serious environmental problem and can also have a harmful impact on human health.
Therefore, it is essential to monitor these microcontaminants, as well as to assess the
potential environmental and human health risks that such compounds may present. In
this sense, in this study, a screening analysis of 2030 pharmaceuticals and metabolites in
hospital effluent was performed, evaluating different sample preparation techniques.
Additionally, a pioneer association of the use of in silico tools to assess the (quantitative)
structure-activity relationship ((Q)SAR), for the prediction of eight risk parameters, with
the ELECTRE multicriteria decision analysis technique, it was possible to overclassify
the analytes according to their environmental and human health risk. The sample
preparation technique that proved to be the most advantageous consisted of cleaning (100
mg of silica/alumina) associated with Dispersive Liquid-Liquid Microextraction
(DLLME) (7.5 matrix, 600 pL of chloroform as extracting solvent and 1000 pL of
acetonitrile as dispersing solvent), resulting in the identification of 77 analytes. The
screening analysis identified a total of 105 microcontaminants, with 28 of them being
“confirmed compounds” and 77 being “suspect compounds”. Of these compounds, 89%
were pharmaceuticals and 11% were metabolites. The identified compounds were further
evaluated by in silico predictions, using different open access programs, considering
eight endpoints: mobility, persistence, estrogen receptor binding, total removal in
wastewater treatment plant, biodegradability, PBT (persistence, bioaccumulation and
toxicity), mutagenicity and carcinogenicity. The quantified results of predictions made
by in silico tools based on the (Q)SAR approach were used as input data for the
ELECTRE overclassification method. The categorization of compounds through
ELECTRE resulted in the kernel (priority compounds) and 19 more groups. The
ELECTRE sensitivity assessment indicated that, for all cases, the kernel and the
following two groups coincided. Thus, the ELECTRE method constitutes a highly
intuitive decision tool, which can assist in the selection of compounds for inclusion in

environmental monitoring programs.

Keywords: LC-MS; screening; pharmaceuticals and metabolites; (Q)SAR; multicriteria

decision analysis method.
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1. INTRODUCAO

A presenca de farmacos e metabolitos em efluentes tornou-se um grave
problema ambiental, podendo, também, impactar prejudicialmente a saide humana
(Montagner et al., 2017). O elevado numero de novos medicamentos disponiveis
comercialmente nos ultimos anos, associado ao aumento no consumo, sdo dois dos
inimeros fatores que contribuem significativamente para a contaminacdo do meio
ambiente por estes compostos (aus der Beek et al., 2016). Além disso, a baixa eficiéncia
de remocdo de farmacos e metabodlitos em sistemas convencionais de tratamento de
efluentes (Daughton, 2013) favorece a identificacdo da presenca desses
microcontaminantes em ambientes aquaticos (Ibafez et al., 2021; Pico et al., 2021; Wang
etal., 2021).

No que concerne a problematica ambiental, o efluente hospitalar € considerado
uma das matrizes aquosas de maior complexidade devido a sua composicdo e
caracteristicas. Neste sentido, a etapa de preparo de amostras é essencial para reduzir
interferéncias da matriz e concentrar os analitos de interesse, a fim de possibilitar a
identificacdo por métodos instrumentais (Schriks et al., 2010). A extracdo em fase sélida
(do inglés, Solid Phase Extraction (SPE)) é a técnica de preparo de amostras mais
utilizada para a extracdo e pré-concentracdo de farmacos e metabolitos presentes em
matrizes ambientais (Campos-Mairias et al., 2020; Senta et al., 2019). No entanto, nos
ultimos anos, os métodos classicos de preparo de amostras tém sido cada vez mais
substituidos por técnicas miniaturizadas que podem oferecer como beneficios: baixo
custo, alta eficiéncia e uso de quantidades reduzidas de solventes (Amaral, 2018). Dentre
essas técnicas estd a microextragdo liquido-liquido dispersiva (do inglés, Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction (DLLME)), baseada na particdo dos analitos de interesse
utilizando pequenos volumes de uma mistura de solventes (dispersor e extrator). As
principais caracteristicas atrativas da DLLME sdo a miniaturizagdo, baixo custo,
frequéncia analitica, alta eficiéncia de extracédo e pré-concentracéo (Martins et al., 2012).
Bons resultados foram alcancados para diferentes analitos usando a técnica DLLME, as
vezes, também, em combinacdo com outras etapas e/ou métodos de preparacdo de
amostras (Chen et al., 2012; Yan et al., 2011).

Em relacdo as técnicas instrumentais, estudos atuais descrevem,
majoritariamente, o uso de cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa

de alta resolucdo (do inglés, liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry
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(LC-HRMS)) para a identificacdo de farmacos e metabolitos em amostras ambientais
(Celié et al., 2021; Ibanez et al., 2021; Park et al., 2021; Wang et al., 2021). Esta é uma
técnica robusta, especifica e sensivel. Além disso, a LC-HRMS permite a identificagdo
de compostos mesmo quando um padrdo de referéncia ndo esta disponivel (Celi¢ et al.,
2021; Hernandez et al., 2019a; Hernandez et al., 2019b; Hernandez et al., 2011), como
no caso de analises de compostos suspeitos (Hernandez et al., 2015).

Com a crescente diversidade de farmacos e metabolitos presentes em matrizes
de interesse ambiental, o uso de metodologias de triagem torna-se essencial.
Adicionalmente, essa metodologia permite a avaliacdo da presenca de milhares de
compostos em uma mesma analise, possibilitando uma selecdo mais assertiva de analitos
para posterior desenvolvimento bem-sucedido de uma metodologia de analise
quantitativa. Em analises de triagem de compostos suspeitos, a disponibilidade de
padrdes analiticos ndo € um pré-requisito indispensavel, uma vez que informacdes
valiosas sobre exatiddo de massa, distribuicdo isotopica e fragmentacOes caracteristicas
dos compostos podem ser encontradas na literatura ou em bancos de dados de
espectrometria de massa de livre acesso. Dentre estes, pode-se destacar o mzCloud e
MassBank (Bade, 2016; Cardoso et al., 2020; Ibafiez et al., 2017; Becker et al., 2020a).
Quando os padrdes analiticos estdo disponiveis, 0s compostos podem ter sua presenca
confirmada nas amostras em estudo, uma vez que seus tempos de retencdo sao
conhecidos, nesse caso estamos realizando uma triagem-alvo (Papagiannaki et al., 2022).

Os efeitos a longo prazo da exposi¢do continua a baixos niveis de diversos
farmacos e metabdlitos ndo sdo totalmente conhecidos, portanto, as avaliaces de risco
envolvem o uso de estimativas sobre 0s impactos nos ecossistemas ambientais e na satide
humana. Métodos de modelagem computacional (in silico) baseados na abordagem
(quantitativa) de relacdo estrutura-atividade (do inglés, (quantitative) structure-activity
relationship (Q)SAR)) sdo ferramentas Uteis para auxiliar em avaliagcbes de risco
(Mansour et al., 2020; Thomas et al., 2019). Os ensaios preditivos in silico, geralmente,
sdo mais rapidos e baratos do que 0s ensaios in vivo e in vitro. A modelagem (Q)SAR é
baseada no conceito de que a estrutura quimica de uma substancia determina suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (Abramenko et al., 2020). Assim, a partir da
estrutura molecular do composto e utilizando programas computacionais de livre acesso,
é possivel obter informac6es de avaliacdo de risco, quando ndo ha dados experimentais
(Sangion et al., 2016).
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No entanto, quando muitas moléculas diferentes sdo avaliadas usando
abordagens (Q)SAR, um grande volume de dados é gerado, tornando a analise dos dados
dificil e demorada. Portanto, estratégias alternativas para a analise desses resultados
precisam ser exploradas, a fim de subsidiar a tomada de decisdo na gestdo ambiental, de
acordo com a avaliacdo de risco. Uma abordagem inovadora é a utilizacéo de ferramentas
de andlise de decisdo multicritério (do inglés, Multicriteria Decision Analysis (MCDA))
para priorizacao, classificagcdo e categorizagdo de compostos de acordo com parametros
definidos (Pomerol et al., 2000; Ruiz-Padillo et al., 2016). A aplicacdo de métodos
multicritério na andlise de dados, associada as predi¢des in silico usando diferentes
pardmetros permite modelar os compostos identificados como alternativas e 0s
parametros como critérios, a fim de selecionar os analitos que apresentam o maior risco
ambiental e a salde humana (Becker, et al., 2021). Um desses métodos multicritério é o
ELECTRE (do francés, ELimination Et Choix Traduisant REalité), pertencente a familia
de técnicas de sobreclassificacdo, que se baseia na construcdo de uma relacdo de
superacdo que incorpora as preferéncias estabelecidas pelo tomador de deciséo,
considerando os critérios avaliados e as alternativas disponiveis (Alvarez et al., 2021).

A ferramenta ELECTRE tem sido aplicada de maneira crescente em trabalhos
cientificos nos altimos anos. De acordo com a base de dados Science Direct, entre 2018
e 2022 foram publicados cerca de 1800 artigos cientificos os quais aplicaram com
sucesso 0 método ELECTRE para diferentes finalidades e areas de atuacdo, tais como:
tecnologia da informacdo; recursos naturais e gestdo ambiental; agricultura; salde;
educacdo; construcdo; engenharia de transportes; gerenciamento de energia e agua,
dentre outros (Azhar et al., 2021; Pelissari et al., 2021). No entanto, quando a busca por
trabalhos cientificos ¢ restringida aos termos em inglés: “environmental risk assessment,
pharmaceuticals and ELECTRE”, somente um trabalho cientifico é encontrado: o artigo
que deu origem a esta dissertacdo (Cardoso et al., 2022). O nUmero inexistente de

trabalhos com esse tema e abordagem corrobora a importéncia e inovacdo deste estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse estudo foi a realizacdo de uma anélise de triagem de
farmacos e metabolitos em amostra composta de efluente hospitalar, avaliando o uso de
diferentes técnicas de preparo de amostras. Além disso, apos a triagem de compostos,
objetivou-se a realizacdo de uma associacdo pioneira do uso de ferramentas in silico
baseadas na abordagem (Q)SAR, para a predicdo de pardmetros de risco, com a técnica
de andlise de decisdao multicritério ELECTRE, que permitiu a sobreclassificacdo dos

compostos identificados de acordo com seu risco ambiental e a saide humana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliacdo da técnica de preparo de amostra mais adequada, dentre as testadas, para
a extracdo e pré-concentracdo dos analitos e para a limpeza da matriz de efluente
hospitalar;

e Desenvolvimento de uma base de dados que permitisse a triagem automatizada de
farmacos e metabdlitos na matriz em estudo;

e Realizacdo de uma andlise de triagem de farmacos e metabdlitos em matriz de
efluente hospitalar mediante o uso de LC-QTOF MS;

e Predicdo, para os compostos identificados, mediante uso de abordagens Q(SAR), de
oito parametros: mobilidade, persisténcia, ligagdo ao receptor de estrogénio, remogao
total em Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETEs), biodegradabilidade, PBT
(persisténcia, bioacumulacdo e toxicidade), mutagenicidade e carcinogenicidade.

e Sobreclassificacdo dos farmacos e metabdlitos identificados na triagem, a partir dos
parametros preditos quantitativamente, pelo ponto de vista do risco ambiental e a

salde humana, fazendo uso do método ELECTRE.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. FARMACOS E METABOLITOS NO MEIO AMBIENTE

O crescente numero de estudos acerca do impacto ambiental de farmacos e
metabolitos tem demonstrado uma crescente preocupacdo com o destino ambiental
desses compostos devido a potencialidade desses como microcontaminantes ambientais
(Freitas et al., 2021; Gworek et al., 2020; Silori et al., 2021; Ziylan-Yavas et al., 2022).

Os farmacos constituem um grupo numeroso e heterogéneo de compostos, 0s
quais sdo utilizados e langados no meio ambiente em quantidades cada vez maiores. O
crescente aumento do consumo de farmacos, nesse sentido, € a principal explicacdo da
frequente introducdo destes microcontaminantes nos diferentes compartimentos
ambientais (aus der Beek et al., 2016). No Brasil, soma-se, ainda, a inexisténcia ou
ineficiéncia dos processos de tratamento de efluentes que aumentam a frequéncia dos
microcontaminantes no meio ambiente (Montagner, 2011). Segundo o Atlas Esgotos,
documento oficial da Agéncia Nacional de Aguas (ANA), em 2017 somente metade da
populacdo brasileira possuia acesso a coleta e tratamento adequado de esgoto. Ainda,
cerca de 27% da populacdo nédo era atendida por nenhum servigo sanitario (Brasil, 2017).

Apesar desses microcontaminantes serem comumente encontrados em baixas
concentragdes em ambientes aquaticos, na ordem de pg L™ e ng L (Ebele et al., 2017),
diversos estudos demonstram a ocorréncia e persisténcia de uma vasta gama destes
compostos no meio ambiente (Gonzalez-Gonzalez et al., 2022; Gworek et al., 2020;
Korkmaz et al., 2022; Omotola et al., 2022; Silori & Tauseef, 2022). A preocupacdo com
0 impacto desses microcontaminantes no meio ambiente é de extrema relevancia, embora
os farmacos desempenhem um importante papel no tratamento e/ou prevencdo de
inimeras patologias, podem induzir efeitos indesejados sobre organismos nédo alvo (Celiz
et al.,, 2009; Ziylan et al., 2011). Além disso, mesmo baixas concentracbes desses
compostos ja sdo suficientes para que possiveis efeitos adversos sejam causados ao
ecossistema aquatico. Ainda, é reconhecido que a combinacdo de concentracdes de
farmacos que possuem um efeito comum pode levar a efeitos sinérgicos, com isso, surge
a crescente demanda de informacdes sobre a toxicidade de fa&rmacos e seus metabdlitos
de forma associada e ndo de forma isolada (Montagner et al., 2017).

Apobs a administracdo dos farmacos, esses podem ser excretados em suas

formas originais, conjugadas ou como metabolitos (Tambosi, 2008). Assim, € necessario
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ter atencdo ndo somente ao impacto dos farmacos no meio ambiente, mas também dos
seus metabolitos, uma vez que alguns metabdlitos podem ser potencialmente mais
toxicos para 0 meio ambiente e para a saude humana do que 0s respectivos compostos
originais (Montagner et al., 2017). Contudo, os metabolitos e farmacos em sua forma
conjugada raramente sdo considerados nos estudos para avaliacdo do risco humana e
toxicidade ambiental.

Os farmacos, bem como os seus metabolitos, sdo lancados para o meio
ambiente, adentrando, assim, nos mais diversos ecossistemas atraves de vias distintas.
As ETEs configuram-se como fonte emissora desses microcontaminantes para o
ambiente aquético, uma vez que os tratamentos convencionalmente utilizados ndo séo
capazes de remové-los totalmente (Daughton, 2007). Eles, ainda, podem ser introduzidos
através dos efluentes de industrias farmacéuticas, pelo descarte inadequado de produtos
ndo utilizados ou vencidos e, principalmente, através dos efluentes hospitalares, os quais
sdo, comumente, lancados nas redes de esgoto sem nenhum tratamento prévio (Melo et
al., 2009).

Destaca-se, ainda, que 0 uso excessivo e crescente de antibidticos para
tratamento de infeccdes favorece a ampla disseminacao de resisténcia bacteriana nos
seres humanos, animais € no meio ambiente. A ocorréncia de bactérias e genes resistentes
a antibioticos tem sido frequentemente observada em &guas residuais, agua potavel
tratada, aguas superficiais, solo e até mesmo no ar (Yuan et al., 2015). Adicionalmente,
Michael et al., (2013) corroboram que as ETEs estdo entre as principais fontes de
liberagdo de antibidticos aos varios compartimentos ambientais em todo o mundo.
Segundo os autores, a eficiéncia de remocdo dos antibiéticos durante o tratamento de
aguas residuais € influenciada pelas propriedades fisicas e quimicas dos antibi6ticos e
pela natureza e condicBGes de operacdo dos sistemas de tratamento. Concluem, dessa
forma, que a aplicacdo de técnicas alternativas de tratamento tais como o0s processos de
membrana, adsor¢do com carvéo ativado, processos avangados de oxidagdo (do inglés,
Advanced Oxidation Processes (AOPs)) e combinagGes entre estes, pode levar a maiores
taxas de remocéo dos antibioticos nos efluentes.

De acordo com Verlicchi, (2021), o debate sobre o tratamento mais adequado
para a matriz de efluente hospitalar é continuo e constantemente alimentado por novos
insights. Dentre as areas que requerem pesquisas urgentes, a autora destaca: a reducéo
da ocorréncia de genes resistentes a antibioticos, bactérias resistentes a antibiéticos e
patdgenos.
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As aguas residuais hospitalares sdo constituidas por uma variedade de
substancias quimicas de carater persistente e compostas por misturas complexas de
matéria organica, detergentes, surfactantes, antissépticos, solventes, medicamentos (com
especial interesse aos antibioticos) e substancias radioativas (Kovalova et al., 2013;
Stieber et al., 2011; Verlicchi et al., 2010). Em muitos paises, incluindo o Brasil, 0s
efluentes hospitalares séo equiparados aos efluentes urbanos. Sendo assim, sdo lancados
diretamente nas redes de esgoto e, posteriormente, quando hé possibilidade, sdo tratados
nas estacdes de tratamento de efluentes juntamente com as demais aguas residuais
(Zavala et al., 2015; Verlicchi et al., 2010). A descarga direta destes efluentes em
sistemas de esgotos urbanos sem tratamento preliminar pode constituir um risco
potencial para 0 meio ambiente e a saludes humana, uma vez que as estacdes de
tratamento de efluentes convencionais ndo sdo capazes de remover totalmente esses
microcontaminantes, pois essas ndo foram essencialmente concebidas para esse fim
especifico (Suarez et al., 2009).

A vista disso, diversos estudos mencionam a ampla ocorréncia de farmacos e
metabolitos em matrizes aquosas brasileiras, incluindo efluentes hospitalares (Cardoso
et al., 2020; de Almeida et al., 2015; Mzukisi et al., 2020; Souza et al., 2018; Souza et
al. 2016; Becker et al., 2020a, 2021). Dentre as vérias classes de farmacos existentes, as
mais abordadas em publicacGes cientificas estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Farmacos mais comumente encontrados no meio ambiente. Adaptado de Silori &
Tauseef, (2022).

Classe terapéutica Composto
Acetaminofeno
Acido meclofenamico
Acido mefenamico
Acido salicilico
Aspirina

- . . Cetoprofeno
Analgésicos/Antipiréticos/Anti-

- g o o Codeina
inflamatérios ndo-esteroidais Diclof
(AINES) iclofenaco

Ibuprofeno
Metamizol
Naproxeno
Nimesulida
Oxicodona
Tramadol
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Classe terapéutica

Composto

Antibibticos

Antibidticos

B-Bloqueadores

Reguladores lipidicos

Antiepiléticos

Antidepressivos

Anti-histaminicos

Estimulante

Amoxicilina
Ampicilina
Azitromicina
Cefalexina
Ciprofloxacino
Doxiciclina
Enoxacina
Enrofloxacina
Eritromicina
Lincomicina
Norfloxacina
Ofloxacina
Oxitetraciclina
Penicilina G
Sulfadiazina
Sulfaguanidina
Sulfametazina
Sulfametoxazol
Sulfapiridina
Sulfatiazol
Trimetoprim
Atenolol
Metoprolol
Propanolol
Sotalol
Bezafibrato
Genfibrozila
Sinvastatina
Carbamazepina
Fenitoina
Gabapentina
Lamotrigina
Citalopram
Desvenlafaxina
Fluoxetina
Venlafaxina
Cetirizina
Fexofenadina
Anfetamina
Cafeina
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Classe terapéutica Composto
17-a-Etinilestradiol
17-B-estradiol
Furosemida
Hidroclorotiazida
Cimetidina
Irbesartana
Antagonista Losartana
Terbinafina
Valsartana
Carisoprodol
Metaxalona
Clotrimazol
Terbinafina
Aciclovir
Darunavir
Efavirenz
Lamivudina
Lopinavir
Nevirapina
Ritonavir
Zidovudina
Biguanides Metformina
Flunitrazepam
Meprobamato
10,11-Epdxi carbamazepina
(Carbamazepina)
10,11-trans-diol-carbamazepina
(Carbamazepina)
4'-Hidroxi diclofenaco (Diclofenaco)
Acido Clofibrico (Clofibrato)
Acido Peniléico (Pencilina G)
Guanilureia (Metformina)
Hidroxi ibuprofeno (Ibuprofeno)
N-acetil-4-aminoantipirina (Metamizol)
N-formil-4-amino-antipirina
(Metamizol)
O-Desmetiltramadol (Tramadol)
O-Desmetilvenlafaxina (Venlafaxina)
Para-xantina (cafeina)

Estrogénio

Diurético

Relaxante muscular

Antifangico

Antirretroviral

Tranquilizantes

Metabélitos/ Produtos de
degradacéo

No Brasil, ndo ha normas ou leis especificas que estabelecam o monitoramento

regular e/ou limites maximos permitidos de farmacos e metabdlitos no ambiente

23



aquatico. Os fatores avaliados para determinacdo da qualidade de aguas, segundo
Resolugdes e Portarias vigentes, incluem uma variedade de compostos quimicos, algas,
microrganismos e alguns parametros fisicos e quimicos (Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO); Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), dentre outros). Dentre as substancias
organicas as quais apresentam limites maximos permitidos encontram-se alguns
agrotdxicos e solventes organicos, no entanto, os microcontaminantes emergentes ndo
séo legislados (Cunha et al., 2009).

Por sua vez, a Unido Europeia incorporou em sua Lista de substancias sujeitas
a vigilancia no &mbito da politica de aguas (Diretiva 2008/105/CE (Comissao Europeia,
2008)), no ano de 2018, os antibidticos amoxicilina e ciprofloxacina. Nessa mesma
decisdo (Decisdo de Execucdo 2018/840/CE (Comissdo Europeia, 2018)) indicou a
importancia de manter na lista de observacao os antibioticos macrélidos (azitromicina,
claritromicina e eritromicina). Adicionalmente, em 2020 (Diretiva 2020/1161/CE
(Comissdo Europeia, 2020)) foram incluidos na lista de observacdo os antibidticos:
sulfametoxazol e trimetoprim; o antidepressivo venlafaxina e seu metabdlito O-
desmetilvenlafaxina; e trés farmacos azolicos: clotrimazol, fluconazol e miconazol.
Assim, tendo por base 0 mecanismo introduzido pela Diretiva 2013/39/CE (Comissdo
Europeia, 2013), a lista de vigilancia visa avaliar melhor os riscos dos produtos quimicos
encontrados nas aguas superficiais. Ademais, os Estados-Membros devem monitorar
estas substancias pelo menos uma vez por ano durante um periodo maximo de quatro
anos.

Nesse sentido, baseando-se nas premissas existentes nas principais normas que
regem a qualidade da agua no territdrio brasileiro e a partir de estudos desenvolvidos em
varios paises, assim como no Brasil, sobre os potenciais efeitos de farmacos e
metabolitos em organismos aquaticos e a saude humana (Kayiwa et al., 2022; Korkmaz
etal., 2022), além do monitoramento destas substancias nos corpos hidricos em algumas
regides do Brasil (Becker et al., 2020a, 2021; Cardoso et al., 2020; Souza et al., 2018;
Souza et al., 2016), espera-se que, no futuro, tais substancias possam vir a ser

contempladas nas legislagdes existentes ou, entdo, em normas especificas.

3.1.1 DETERMINACAO DE FARMACOS E METABOLITOS

O crescimento no numero de estudos relacionados a determinacéo de farmacos
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e metabdlitos no meio ambiente estd diretamente relacionado ao avango tecnoldgico da
instrumentacdo analitica, uma vez que esses microcontaminantes estdo presentes nas
matrizes aquosas em concentracdes em nivel de tracos a ultra tragos. Ao longo do tempo,
desse modo, as ferramentas analiticas foram aperfeicoadas, tornando-se mais sensiveis e
seletivas, permitindo a deteccdo e quantificacdo em niveis cada vez menores (Lancas,
2009; Winefordner, 2009). Ademais, a agua residual hospitalar é considerada uma das
matrizes mais complexas, dentre as matrizes ambientais, devido a sua composicéo e
caracteristica (Kovalova et al., 2013; Stieber et al., 2011; Verlicchi et al., 2010). Nesse
sentido, a etapa de preparo de amostra é essencial para a reducéo de interferéncias da
matriz e para a concentragcdo dos analitos a faixas detectaveis pelas técnicas analiticas
disponiveis (Kole et al., 2011). A andlise de farmacos compreende, no geral, as etapas de
extracdo e pré-concentracdo dos analitos; eliminacdo de interferéncias (limpeza da

matriz); separacdo, deteccao/identificacdo e, quando possivel, quantificacdo dos analitos.

3.1.1.1 PREPARO DE AMOSTRA

Os métodos de preparo de amostras baseiam-se no conceito de conversdo de
uma matriz real em uma amostra adequada para posterior analise pela técnica analitica
apropriada. Pode-se alcancar isso através da remocéo de interferentes da amostra, pela
pré-concentracdo dos analitos ou pela conversdo dos analitos a formas mais adequadas
para a deteccdo ou separacgdo, objetivando alcancar métodos robustos e reprodutiveis que
sejam independentes das variagdes da matriz (Smith, 2003).

A etapa de preparo de amostra é de grande importancia na maioria das analises
guimicas, mas sobretudo no caso dos farmacos e metabolitos em efluentes hospitalares,
uma vez que se encontram desafios relativos a complexidade da matriz, devido a presenca
de interferentes, além das baixas concentracdes e das diferentes propriedades fisico-
quimicas dos analitos (Pedroso et al., 2011). A determinacéo destes analitos nesse tipo de
matriz requer um pré-tratamento eficiente da mesma, pois caso as interferéncias nao
sejam efetivamente removidas, poderdo afetar na identificacdo dos analitos (Caldas et al.,
2011). A técnica de preparo de amostra deve visar a obtencdo de resultados precisos e
exatos, ser de baixo custo, simples e possibilitar miniaturiza¢cdo com o intuito de reduzir
0 uso de reagentes e solventes (Filippou et al., 2017; Hercegova et al., 2007; Jardim, 2010;
Langas, 2004; Prestes et al., 2009).

Os métodos de preparo de amostra mais empregados em analises de farmacos
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e metabolitos em matrizes ambientais aquosas envolvem as técnicas de extracao liquido-
liquido (do inglés, liquid-liquid extraction (LLE)), SPE, microextracdo em fase soélida (do
inglés, solid phase microextraction (SPME)) e, com menor frequéncia, DLLME (Caldas
etal., 2011).

A SPE ¢ a técnica mais utilizada para o preparo de amostras em analises de
farmacos e metabo6litos em matrizes aquosas devido a sua eficiéncia para essa finalidade.
Porém, a SPE apresenta desvantagens como o tempo elevado de execucdo e os altos
custos dos cartuchos comerciais disponiveis (Biziuk, 2006).

Por sua vez, a DLLME fundamenta-se no principio da particdo dos analitos
entre duas fases liquidas imisciveis, a fase aquosa e a fase organica. A solubilizacdo dos
analitos nessas fases é governada pela polaridade relativa do sistema, sendo que 0s
analitos sdo geralmente apolares, apresentando maior afinidade pela fase organica,
composta por um solvente organico mais apolar, em comparagdo com a fase aquosa, que
é, por sua vez, altamente polar (Martins et al., 2012).

O processo da DLLME € baseado na adi¢cdo rapida de uma mistura apropriada
do solvente extrator e do solvente dispersor na amostra aquosa, a qual contém os analitos
de interesse, por meio de uma seringa adequada, ocasionando uma vigorosa turbuléncia
na mistura e proporcionando a formacéo de uma grande area de contato entre a fase
aquosa e o solvente extrator. Devido a esta grande area superficial o equilibrio é atingido
rapidamente e a extracdo € independente do tempo, sendo esta, a principal vantagem do
método. Apos leve agitacdo, uma solugdo turva com microgotas é formada e os analitos
sdo pré-concentrados no solvente extrator, que foi disperso na amostra com o auxilio do
solvente dispersor. Apds centrifugacdo, o solvente extrator é recuperado e a
determinacéo dos analitos pode ser realizada empregando técnicas analiticas apropriadas
(Caldas et al., 2010; Martins et al., 2012; Rezaee et al., 2006). A Figura 1 generaliza o
processo da DLLME.

Ambientalmente e economicamente, a DLLME tem vantagens em relacdo a
outras técnicas convencionais de extragdo com solvente. Dentre as vantagens, destacam-
se a simplicidade de execucgédo, 0 baixo tempo de operagdo, 0 menor consumo de
solventes e a pré-concentracdo dos analitos. Ainda, a DLLME é frequentemente
combinada com outras técnicas de extracao para a sua aplicacao seja estendida a matrizes
mais complexas (Sajid, 2022). Dessa forma, a DLLME apresenta-se como uma técnica
bastante apropriada para analises que visam a determinagdo de farmacos e metabdlitos
em aguas residuais hospitalares.

26



Injecdo da Transferéncia da

p—

17 mistura de fase sedimentada
|l solventes extrator para o vial
e dispersos na Retirada da =2
amostra fase
Amostra | f"—j sedimentada
— T 7‘j[" I
| | N . / LI
M~ (e : ) e
% 0 = Ly Vial
L com
) amostra
J Centrifugacio l | 7
. il

|
{tf
\!

Figura 1. Diagrama simplificado do processo de DLLME. Adaptado de Martins et al., (2012).

3.1.1.2 ANALISE INSTRUMENTAL

Dentre as diferentes técnicas analiticas reportadas na literatura para a
determinacdo de farmacos e metabolitos em matrizes aquosas, destaca-se 0 uso das
técnicas de cromatografia a liquido e de cromatografia a gas para a separacdo dos analitos.
A identificacdo e, quando possivel, a quantificacdo dos analitos pode ser realizada através
de diferentes detectores, dentre eles, o detector de ultravioleta, o detector de arranjo de
diodos e o detector de fluorescéncia, quando se utiliza a cromatografia a liquido; o
detector de captura de elétrons e o detector de ionizacdo de chama quando se utiliza a
cromatografia a gas. Por sua vez, o analisador do tipo espectrdmetro de massa € o0 mais
utilizado acoplado a ambos os tipos de cromatografia. Nesse sentido, verifica-se que a
cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa é a técnica analitica mais
indicada a andlise de farmacos e metabolitos em amostras aquosas complexas devido a
sua versatilidade, especificidade e sensibilidade, permitindo realizar analises qualitativas
e/ou quantitativas (Gumbi et al., 2022; Hameedat et al., 2022; Korkmaz et al., 2022;
Madikizela et al., 2022; Omotala et al., 2022; Paszkiewicz et al., 2022)

A cromatografia a liquido (do inglés, liquid chromatography (LC)) é uma das
mais importantes técnicas de separacdo, uma vez que consegue separar diversos
compostos similares, sendo usada na analise de compostos menos volateis ou que podem
sofrer degradacdo quando submetidos a altas temperaturas, como € o caso dos farmacos
e metabolitos (Leite, 2002; Snyder & Kirkland, 1979). A cromatografia a liquido de ultra
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eficiéncia é empregada para a determinacao de microcontaminantes em matrizes aquosas
desde sua introdugdo no mercado em 2004, uma vez que é capaz de operar em altas
pressbes associadas a um menor tamanho de particula da fase estacionaria (diminuicao
da anisotropia) e menor fluxo de fase mdvel. Dessa forma, apresenta vantagens na
diminuicdo do tempo de analise; melhoria na resolucdo dos picos cromatograficos e
detectabilidade dos analitos; economia de fase mdvel; redugdo no volume de amostra e,
consequentemente, menor geracao de residuos (Kumar et al., 2022).

A utilizacdo do espectrometro de massa possibilita um aumento na
confiabilidade de deteccédo dos analitos, além do aumento da quantidade de informacdes
estruturais obtidos através da aquisicdo de espectros com alta energia de colisdo. A
espectrometria de massas de alta resolucdo configura importante papel na identificacéo
de compostos desconhecidos, pois permite o registro de cromatogramas no modo de
varredura completa (full-scan) com alta exatiddao de massa, tornando possivel a procura
seletiva baseada na massa exata. O analisador hibrido QTOF (do inglés, Quadrupole-
Time Of Flight) estd compreendido nessa classe (Bade, 2016; Chiaradia et al., 2008;
Noguera-Oviedo & Aga, 2016).

O sistema LC-QTOF MS (do inglés, Liquid Chromatography-Quadrupole-
Time Of Flight Mass Spectrometry), tem alta potencialidade para a triagem de farmacos
e metabdlitos, visto que o sistema cromatografico fornece melhor sensibilidade e
seletividade, minimizando as interferéncias de coeluicdo e, por sua vez, o analisador
QTOF possibilita a alta sensibilidade, resolucdo e exatiddo de massa (Bade, 2016).

Anélises de triagem baseiam-se na pesquisa de uma série de compostos que,
potencialmente podem estar presentes em uma amostra, mediante o uso de bases de dados,
sendo que a selecdo dos analitos a ser triados pode ser feita apds a aquisicdo de dados.
Esse tipo de estratégia de analise também é interessante, pois permite a retroanalise. Apds
a aquisicdo de dados, programas especializados extraem todas as respostas
potencialmente positivas, baseadas nos parametros definidos previamente, na forma de
cromatogramas de ions extraidos. Nos casos em que os padrbes analiticos ndo estdo
disponiveis, 0os compostos podem ser identificados como suspeitos com base na exatiddo
de massa do ion molecular, com erros menores que 5 ppm, pelos fragmentos
caracteristicos e DBE (do inglés, Double Bond Equivalent). Ademais, a distribuicdo
isotopica pode ser usada para obter maior confianca na identificacdo, para analitos que
contenham halogénios em sua estrutura. Alternativamente, as fragmentacbes dos
compostos podem ser pesquisadas na literatura ou em bases de dados de espectrometria
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de massa. Assim, quando os padrdes analiticos ndo estiverem disponiveis, muitas vezes
devido aos seus altos custos ou indisponibilidade comercial, a identificacdo desses
compostos pode ser tentativamente alcancada, mediante a presenca de fragmentos
caracteristicos compativeis com a literatura e a partir das caracteristicas estruturais desses
compostos (Bade, 2016; Chiaradia et al., 2008; Noguera-Oviedo & Aga, 2016).

Diversas publicagbes relatam analises de triagem para identificacdo de
farmacos em diferentes sistemas aquaticos (Asghar et al., 2018; Becker et al., 2020g;
Ibafiez, et al., 2020; Celi¢ et al., 2021; Hernandez et al., 2015; Ibafiez et al., 2017;
Paszkiewicz et al., 2022). No entanto, estudos que avaliam a ocorréncia de farmacos e
metabolitos em efluente hospitalar utilizando metodologia de triagem por
LC — QTOF MS, principalmente aqui no Brasil, ainda sdo limitados, o que corrobora a

importancia deste estudo.

3.2 AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL E A SAUDE HUMANA
UTILIZANDO PREDICOES IN SILICO

A ecotoxicidade de farmacos e metabolitos, assim como os riscos a saude
humana séo, atualmente, de preocupacdo mundial (Bertrand-Krajewski et al., 2022;
Bouzas-Monroy et al., 2022; Omotola et al., 2022). Muitas dessas substancias nao foram
avaliadas quanto a ecotoxicidade e a saude humana, ou os resultados das avaliaces
anteriormente feitas ndo sdo conclusivos, exigindo uma constante atualizacdo dessas
informacdes. Inicialmente, os pilares para o estabelecimento de limites de seguranga e
de ac¢des regulatérias foram as informacdes obtidas por avaliacdes in vitro e in vivo e por
estudos epidemiologicos. No entanto, devido, principalmente, ao rapido
desenvolvimento de novos farmacos; o grande tempo demandado, ao uso de animais e
aos altos custos das avaliacBes toxicoldgicas tradicionais, ocorreu um evidente
desequilibrio entre o desenvolvimento de farmacos e as avaliagfes toxicologicas, com
avaliacdo de apenas uma pequena parte dos compostos disponiveis no mercado,
resultando numa utilizagcdo de farmacos com potenciais riscos ambientais e a salde
humana ainda desconhecidos (Santos & Rodrigues, 2011).

Devido a necessidade de buscar metodologias alternativas de avaliacdo da
toxicidade e, consequentemente, a necessidade de avaliar-se um grande numero
substancias de maneira acessivel e efetiva, a USEPA (United States Environmental
Protection Agency) e o NTP (National Toxicology Program) propuseram novas
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estratégias para avaliacdo de risco com fins regulatérios. Essas estratégias incorporavam
avancos em Biologia Molecular, Toxicologia Molecular, Ciéncias Computacionais e
Tecnologia da Informacéo, dando origem a uma nova area da Toxicologia: a Toxicologia
Computacional. A Toxicologia Computacional aplica modelos computacionais (in silico)
e matematicos para a predicéo de efeitos adversos, e, para 0 melhor entendimento do (s)
mecanismo (s) através do (s) qual (is) uma determinada substéncia provoca o dano. Hoje,
as ferramentas in silico sdo desenvolvidas e recomendadas, para os devidos fins, por
diversas organizacOes reconhecidas mundialmente (Rim, 2020; Roncaglioni et al., 2013).

Os métodos de modelagem computacional baseados na abordagem (Q)SAR sé&o
ferramentas Uteis para a avaliagdo de risco ambiental. As predigdes in silico, geralmente,
sdo mais rapidos e baratos do que o0s ensaios in vivo e in vitro. A modelagem (Q)SAR é
baseada no conceito de que a estrutura quimica de uma substancia determina suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (Abramenko et al., 2020). Assim, a partir das
estruturas moleculares dos farmacos e metabolitos, é possivel obter informacdes sobre
esses compostos quando ndo ha dados experimentais (Chatterjee & Roy, 2022).

Avaliacdes de risco ambiental consideram 0s processos pelos quais 0s
compostos podem ser movidos e transformados no meio ambiente, demandando
informacbes tais como o0 tempo de permanéncia no ambiente (persisténcia),
bioacumulacdo, mobilidade, porcentagem de remocdo em ETEs, biodegradabilidade e
toxicidade, por exemplo (dos Santos & Nardocci, 2019). Tais informacdes podem ser
obtidas através do uso de ferremantas in silico.

A mobilidade de um farmaco ou metabdlito pode ser predita pelo logaritmo do
coeficiente de adsorcdo no solo (log Koc), que expressa a propor¢do do composto
adsorvido no carbono organico da fase sélida em um sistema bifasico agua/solo ou
agua/sedimento. Compostos com alto valor de log Koc sdo mais fortemente adsorvidos ao
solo/sedimento, e, consequentemente, possuem menor mobilidade no ambiente.
Frequentemente aplicam-se modelos para a obtencdo desse coeficiente, uma vez que 0s
custos dos testes de avaliacdo de mobilidade sdo altos (Bouzas-Monroy et al., 2022;
Caldwell et al., 2014; K. Khan et al., 2019; Li et al., 2020; Omotola et al., 2022).

A biodegradabilidade refere-se a degradagdo de um composto pela a¢cdo de um
consorcio de microrganismos. Assim, farmacos e metabolitos considerados de baixa
biodegradabilidade podem ser altamente persistentes no meio ambiente, sobretudo nos
casos em que ndo h& outros mecanismos abiéticos suficientes para suas degradaces.
Modelos BioWin s&o ferramentas in silico Uteis na predicdo da biodegradabilidade final
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de compostos, uma vez que as predi¢cdes baseiam-se em coeficientes estabelecidos para
alertas moleculares. A partir dos coeficientes e da contribui¢do de cada agrupamento da
substancia, a biodegradabilidade pode ser predita (Bouzas-Monroy et al., 2022; K. Khan
etal., 2019; Li et al., 2020; Omotola et al., 2022).

O percentual de remocdo de uma substancia em ETES expressa a taxa de
eliminacdodo agente atraveés dos processos de tratamento convencionais. O indicador
fornece estimativas do quanto um farmaco ou metabdlito pode persistir apds o tratamento,
podendo alcancar rotas de exposicdo ambiental (Bouzas-Monroy et al., 2022; Li et al.,
2020; Omotola et al., 2022).

A persisténcia de farmacos e metabo6litos pode ser prevista através dos seus
tempos de meia-vida em agua. A hidrélise € um dos importantes mecanismos de
degradacéo abidtica em meio aquoso, dependendo do pH do meio. A meia-vida (tempo
necessario para reducdo da concentracdo inicialmente presente em 50%) por hidrélise
indica por quanto tempo uma substancia pode permanecer em corpos d’agua depois de
sua liberacdo (Caldwell et al., 2014; Khan et al., 2019).

Para a definicdo de farmacos e metabolitos prioritarios e com maior potencial
de preocupacdo ambiental sdo necessarios critérios especificos. Assim, considerando a
necessidade da avaliacdo do potencial de toxicidade, e ainda, do estabelecimento de
prioridades no processo de avaliacdo de risco, a aplicacdo dos critérios PBT (Persisténcia,
Bioacumulacdo e Toxicidade) tem sido bastante considerada por diversas organizac6es
(Sangion & Gramatica, 2016).

Dessa forma, os modelos de avaliagdo do destino e comportamento de
farmacos e metabolitos no meio ambiente desempenham um papel fundamental em
auxiliar os tomadores de decisdo a preencher as lacunas de alguns dados e, assim,
determinar o potencial risco desses microcontaminantes no ambiente, priorizando 0s
compostos para pesquisa e avaliagdo com mais preciséo e eficiéncia (Chatterjee & Roy,
2022).

Diversos estudos demonstram o uso de ferramentas in silico para a predic¢ao de
pardmetros necessarios para a realizacdo de avaliagbes de risco ambiental e & salde
humana de farmacos e metabdlitos, dentre outros microcontaminantes emergentes
(Becker et al., 2021; Bouzas-Monroy et al., 2022; Cardoso et al., 2022; Gumbi et al.,
2022; Khan et al., 2019; Li et al., 2020; Omotola et al., 2022; Rim, 2020; Roncaglioni et
al., 2013).
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3.3 ANALISE MULTICRITERIO PARA TOMADA DE DECISAO EM
AVALIAGOES DE RISCO AMBIENTAL E A SAUDE HUMANA

A utilizacdo de ferramentas in silico para a predicao de diversos parametros em
diferentes compostos gera uma grande quantidade de dados. Dessa forma, a analise dos
resultados torna-se dificil e demorada. Portanto, estratégias para a analise desses
resultados precisam ser exploradas, a fim de apoiar a tomada de deciséo na priorizagéo,
classificacéo e categorizacdo de farmacos e metabolitos na avaliacdo de risco ambiental
e a saude humana.

Uma abordagem alternativa e inovadora é a utilizac&o de ferramentas de analise
de decisdo multicritério (do inglés, MCDA) para priorizacdo, classificacdo e
categorizacdo de compostos de acordo com pontos finais definidos. As técnicas MCDA
sdo usadas para avaliar problemas onde diferentes opcdes ou solucdes podem ser
implementadas e varios atributos ou fatores estdo envolvidos. Nesses problemas, as
diferentes opc¢des sdo chamadas de “alternativas” e os multiplos atributos sao chamados
de “critérios” (Pomerol & Barba-Romero, 2000; Ruiz-Padillo et al., 2016). A aplicacédo
de métodos multicritérios na analise de triagem de dados, associados a predicdes in silico
usando diferentes parametros definidos, permite que os compostos identificados possam
ser modelados como alternativas e os parametros como critérios, a fim de selecionar os
compostos em amostras ambientais que apresentam 0s maiores riscos ambientais e a
salde humana (Becker et al., 2021).

O método ELECTRE é um exemplo dos métodos multicritério, o qual pertence
a familia das técnicas de superagdo, que se baseia na construcdo de uma relacdo de
sobreclassificacdo que incorpora as preferéncias estabelecidas pelo tomador de deciséo,

considerando os critérios avaliados e as alternativas disponiveis (Alvarez et al., 2021).

3.3.1 METODO ELECTRE

O método ELECTRE, proposto por Roy, 1968 e denominado ELECTRE I, pois
novas versdes da técnica foram desenvolvidas posteriormente, é a técnica de analise
multicritério mais representativa da familia de métodos de sobreclassificagdo. As
relacdes de superacdo estabelecidas entre alternativas, baseadas em critérios de deciséo
e sua importancia relativa, normalmente contraditorias, permitem definir indices de
concordancia e discordancia. Assim, o método auxilia na sele¢éo do conjunto de solucdes
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mais satisfatorias, embora possam nao ser otimas. Dessa forma, o0 método ELECTRE,
assim como outros métodos de decisdo multicritério da Escola Europeia (Alvarez et al.,
2021), ndo fornece um ranking de alternativas, mas sim sua categorizagao em grupos, de
acordo com indices de superacdo. Dentre esses grupos, 0 conjunto gque considera as
alternativas ndo sobreclassificadas por nenhuma outra, denominado conjunto kernel,
representa as melhores alternativas do ponto de vista simultaneo de todos os critérios
considerados. Dessa forma, € possivel reduzir o tamanho do grupo de solugdes eficientes.
Os demais grupos podem ser classificados de acordo com as alternativas que estdo sendo
superadas. Portanto, ao definir um nidmero maximo de relagcdes de superacédo, o conjunto
de alternativas selecionadas pode ser ampliado, de acordo com o julgamento do decisor
(Ruiz-Padillo et al., 2016).

Dentre as vantagens do método ELECTRE, encontram-se (Oltean-Dumbrava
etal., 2013):
e A realizagcdo da comparacdo dentre as alternativas mesmo que ndo haja preferéncia

clara por uma delas;

e A capacidade de lidar com julgamentos quantitativos e qualitativos;
e A fundamentagdo estar estabelecida numa relacéo de superioridade;
e A criacdo de relagdes de comparacao entre forte e fraco;
e A criacdo de diferentes condicdes de correspondéncia e incompatibilidade;

e A admissdo da existéncia de limiares de indiferenca e limiares de preferéncia.

33



4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padrGes de farmacos e metabdlitos incluidos neste trabalho foram
adquiridos de diferentes fornecedores e possuem grau analitico. Os solventes utilizados
foram agua ultrapura (18,2 MQ.cm) (MilliPore®, EUA), acetonitrila (ACN) grau LC-
MS (LiChrosolv®, Darmstadt-Alemanha), metanol (MeOH) grau LC-MS (PanReac
AppliChem, Darmstadt-Alemanha), cloroférmio PA (Emsure®, Darmstadt-Alemanha),
acetona PA (Emsure®, Darmstadt-Alemanha) e hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol L*
(Synth, Sao Paulo - Brasil). As amostras foram filtradas com papel filtro qualitativo
(80 g, 25 um, Brand, Sdo Paulo-Brasil) e em membranas de nylon (0,45 um; Allcrom,
Sao Paulo-Brasil). O ajuste do pH das amostras foi realizado com &cido sulfirico
(H2S04) 0,5 mol L™ (Neon, Séo Paulo-Brasil). O preparo de amostras incluiu o uso de
oxido de aluminio basico (Vetec, Rio de Janeiro-Brasil), silica gel (Macherey-Nagel,
Alemanha), cartuchos de SPE HLB® (500 mg, 6 mL; Waters, EUA) e filtros de seringa
PVDF 0,22 um (Allcrom, Sdo Paulo-Brasil). As analises de LC - QTOF MS empregaram
0 uso metanol grau LC-MS (PanReac AppliChem, Darmstadt-Alemanha), agua ultrapura
(18,2 MQ.cm, MilliPore®, EUA) ¢ acido formico (98% de pureza, Sigma-Aldrich, St.
Louis -EUA).

4.2 AMOSTRAGEM

As amostras de efluente hospitalar foram coletadas bimestralmente as 9 h da
manha ao longo de um ano (fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro de 2019;
e fevereiro de 2020). Essas amostras sdo oriundas de um hospital de grande porte
localizado no municipio de Porto Alegre, RS/ Brasil, o qual possui um fluxo constante
de atividades e cujos efluentes sdo lancados na rede publica de esgoto, onde
posteriormente sdo tratados nas Esta¢Oes de Tratamento de Efluentes (ETES) da cidade.

Apds a coleta, as amostras foram alocadas em recipientes adequados e
armazenadas sob refrigeracdo para o transporte. No laboratorio, as amostras foram
filtradas em filtros de papel qualitativo a fim de remover os sélidos suspensos e, apos,

foram mantidas a -20 °C até o momento da extracao e analise.
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4.3 PREPARO DE AMOSTRA

Incialmente, as amostras foram descongeladas. Apds, foram filtradas, com
auxilio de bomba de vacuo, em membranas de nylon de 0,45 um. Posteriormente, uma
aliquota de 15 mL de cada amostra foi retirada. Essas aliquotas foram combinadas para
a producéo de uma amostra composta com pH 8,7, o qual foi ajustado para pH 5,0 com
acido sulfurico 0,5 mol L.

A fim de verificar a técnica de preparo de amostra mais adequada, foram
testados cinco procedimentos diferentes, utilizando a mesma amostra composta para
todos os testes.

O preparo de amostra 1 baseou-se nos procedimentos realizados por Ibafiez et
al., (2017) e Cardoso et al., (2020). Realizou-se, dessa forma, a SPE, em duplicata, com
um fator de concentragdo de 15 vezes. Para isso, os cartuchos de SPE (Oasis HLB®, 500
mg, 6 mL) foram primeiramente condicionados com 5 mL de MeOH e 10 mL de &gua
ultrapura, seguido com a percolacéo de 7,5 mL de amostra composta, sob gravidade. Os
cartuchos foram secos por 20 min, usando uma bomba de vacuo. Os analitos foram
eluidos para tubos de ensaio, usando dois volumes de 4 mL de MeOH. Os tubos de ensaio
foram colocados sob aquecimento em &gua 40 °C e os eluatos foram secos sob fluxo de
N2. Por fim, as amostras foram reconstituidas com 500 pL de H.O:MeOH (90:10),
filtradas com filtros PVDF de 0,22 um, acondicionadas em vials e analisadas por
LC — QTOF MS conforme descrito na Secao 4.4.

No preparo de amostras 2 realizou-se a DLLME baseando-se no procedimento
descrito por Becker et al., (2020b). Este procedimento foi realizado, em duplicata, com
fator de concentracgdo de 15 vezes, em que 7,5 mL da amostra composta foram colocados
em tubos de centrifuga, seguido da adicdo rapida de 325 pL de cloroférmio (solvente
extrator) e 500 puL de ACN (solvente dispersor), ambas quantidades estando dispostas
em uma mesma seringa de vidro. Este processo foi realizado duas vezes, resultando na
adicdo de 650 pL de solvente extrator e 1000 pL de solvente dispersor. As amostras
foram centrifugadas por 5 min, a 2000 rpm. Apos, as fases inferiores foram coletadas
com auxilio de microseringas e transferidas para tubos de ensaio. Os tubos de ensaio
foram colocados em banho-maria, a 40 °C, e secos sob fluxo de N». Por fim, as amostras
foram reconstituidas com volumes de 500 pL de H.O:MeOH (90:10), filtradas em filtros
de PVDF de 0,22 um, transferidas para vials e analisadas por LC — QTOF MS.
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A terceira técnica de preparo da amostra (método 3) incluiu uma etapa de
limpeza da matriz anteriormente a realizacdo da DLLME, uma vez que o efluente
hospitalar é caracterizado como uma matriz complexa, pois contém matéria orgénica e
uma variedade de compostos quimicos (Verlicchi et al., 2010). Esse procedimento,
adaptado de Cardoso et al., (2020), foi realizado utilizando silica gel e 6xido de aluminio
como sorventes de limpeza. Trés massas diferentes desses sorvente foram testadas
(Tabela 2, procedimentos 3A, 3B e 3C). A silica, ligeiramente &cida, tem a capacidade
de reter os compostos basicos, enquanto o 6xido de aluminio tem a capacidade de reter
0s compostos acidos (Pirard et al., 2002; Smith et al., 1984). A limpeza da matriz é
essencial para garantir melhores resultados e colabora para manter a integridade do
instrumento de andlise (Prestes et al., 2009).

Tabela 2. Massas de adsorventes avaliadas nos métodos 3A, 3B e 3C.

Identificacdo Massa de Silica  Massa de Oxido de

da amostra gel (mg) Aluminio (mg)
3A 25 25
3B 50 50
3C 125 125

Esses procedimentos foram realizados em duplicata, com fator de concentracéo
da DLLME de 15 vezes. As diferentes quantidades de adsorventes foram adicionadas aos
tubos de centrifuga, seguida da adi¢do de volumes de 10 mL da amostra composta. As
misturas foram agitadas em vortex por 30 segundos e centrifugadas por 5 minutos a 2000
rpm. Volumes de 7,5 mL dos sobrenadantes foram entdo coletados e transferidos para
tubos de ensaio para realizacdo do DLLME, conforme descrito acima (no método 2). As

técnicas de preparacao de amostras estdo resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Resumo das técnicas de preparagdo de amostras.

Identificacdo Preparo de amostra
1 SPE com fator de concentracdo de 15 vezes
. DLLME com fator de concentragdo de 15
vezes
3 Limpeza (50 mg sorventes) + DLLME com
fator de concentracdo de 15 vezes
- Limpeza (100 mg de sorventes) + DLLME
com fator de concentracdo de 15 vezes

3c Limpeza (250 mg de sorventes) + DLLME

com fator de concentracéo de 15 vezes

4.4 ANALISE INSTRUMENTAL

O sistema LC Nexera X2 (Shimadzu) acoplado a um espectrémetro de massa
Impact Il QTOF (Bruker Daltonics) foi utilizado para realizar as analises instrumentais.
O espectrometro de massa operou nos modos de ionizacdo positiva e negativa e estava
equipado com uma fonte de ionizagéao por eletrospray (ESI).

O sistema cromatografico estava equipado com uma coluna analitica Hypersyl
GOLD C18 de fase reversa (2,1 mm x 150 mm x 3 mm), termostatizada a 35 °C quando
operou no modo de ionizacdo positivo. A fase mdvel utilizada neste modo de ionizagao
foi (A) MeOH acidificado com 0,1% de &cido formico e (B) H2O acidificado com 0,1%
de 4cido férmico. O programa de eluicdo gradiente foi: 0 min, 95% B; 1 min, 95% B; 11
min, 5% B; 14 min, 5% B; 16 min, 95% B; 20 min, 95% B, a um fluxo de 0,5 mL min™.
O volume de injecdo da amostra foi de 5 pL.

Quando operada no modo de ionizagéo negativa, a coluna foi termostatizada a
30 °C. A fase movel utilizada neste modo de ionizacao foi (A) MeOH acidificado com
0,1% de &cido formico e (B) H20 acidificado com 0,1% de &cido formico. O programa
de eluicéo gradiente foi: 0 min, 95% B; 1 min, 95% B; 11 min, 0,1% B; 14 min, 0,1% B;
16 min, 95% B; 20 min, 95% B, a um fluxo de 0,4 mL min*. O volume de injecdo da

amostra foi de 5 pL.
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O espectrometro de massa operou no modo de aquisicdo bbCID (do inglés,
Broadband Collision Induced lonization). Este modo fornece automaticamente e
simultaneamente espectros de baixa energia de colisdo e de alta energia de colisdo. O
modo bbCID registrou espectros na faixa de m/z 50 - 1000 a uma taxa de varredura de 2
Hz em ambos os modos de ionizacao.

Além disso, a fim de garantir a qualidade da andlise instrumental, alguns
procedimentos foram realizados: i) no inicio de cada analise, o espectrometro de massa
foi calibrado através da injecdo de uma solucdo de formiato de s6dio 10 mM; ii) ao inicio
e no final de cada batelada de amostras analisadas, dois mix de padrfes de farmacos e
metabdlitos em duas concentracdes conhecidas também foram analisados. Cada
composto contido nesse mix foi avaliado e monitorado pela constancia das areas de pico
no cromatograma de ions extraidos. Ainda, 0s tempos de retencdo e as massas exatas dos
ions moleculares e dos fragmentos dos farmacos e metabolitos foram avaliados a fim de
garantir erros < 5 ppm. iii) amostras em branco preparadas com a mesma composi¢ao
inicial da fase movel empregada no método de separacdo (H-O:MeOH (90:10)) foram

analisadas entre amostras do experimento para excluir possivel contaminacao cruzada.

4.5 TRIAGEM DE FARMACOS E METABOLITOS

Para a identificacdo de farmacos e metabdlitos, uma base de dados foi
especialmente construida a partir de dados disponiveis na literatura e em plataformas de
espectrometria de massa de livre acesso (www.mzcloud.org; massbank.eu/MassBank/).
As informacbes da base de dados incluiam a formula molecular, m/z e o perfil de
fragmentacdo de diversos compostos. Um total de 2030 compostos estava presente nessa
base de dados, incluindo compostos frequentemente utilizados no hospital estudado.

A amostra composta foi analisada por LC — QTOF MS, conforme descrito na
Secdo 4.4. Os dados brutos de LC — QTOF MS foram processados usando o programa
TASQ v.2.2 (Bruker Daltonics, EUA). Os compostos foram identificados pela presenca
do ion molecular, utilizando o espectro de baixa energia, e pelo menos dois fragmentos
caracteristicos do modo de aquisi¢cdo bbCID (modo de aquisicdo com alta energia de
coliséo).

Alguns compostos incluidos na base de dados puderam ter sua presenca
confirmada na analise de triagem quando seu padrdo analitico estava disponivel,
permitindo, com isso, a obtencéo dos seus tempos de retencdo e perfis de fragmentacéo.
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Neste caso, 0s compostos sdo designados como ‘“‘confirmados”. Assim, 0 tempo de
retencdo com erro de + 0,2 min em relagdo ao padrédo analitico foi considerado aceitavel,
juntamente com um erro de massa exata igual ou inferior a 5 ppm, em relacdo a massa
exata teorica. Além disso, sdo necessarios pelo menos dois fragmentos caracteristicos do
composto, no mesmo tempo de retencdo do ion molecular.

Por sua vez, os farmacos e metabolitos sem padrées analiticos disponiveis sdo
denominados ‘“‘suspeitos” quando identificados nas andlises de triagem, e quando
correspondessem as informac6es obtidas na literatura cientifica e em bancos de dados de
livre acesso, considerando a massa exata, formula molecular, distribuicdo isotdpica e
perfil de fragmentacéo. Nesses casos, as analises foram positivas quando se observou 0s
seguintes critérios: massa exata com erro igual ou inferior a 5 ppm em relacdo a massa
exata tedrica e a presenca de pelo menos 2 fragmentos caracteristicos obtidos no mesmo

tempo de retencdo do ion molecular.

4.6 PREDICOES BASEADAS NA (Q)SAR

As estruturas quimicas dos farmacos e metabolitos identificados na triagem
foram transformadas em SMILES (do inglés, Simplified Molecular-Input Line-Entry
System). Esses SMILES estdo disponiveis em bancos de dados digitais de livre acesso.
Diferentes pacotes de programas de livre acesso foram entdo usados para obter
informacBes quantitativas para oito parametros: mobilidade, persisténcia, ligacdo ao
receptor de estrogénio, remogéo total em ETE, biodegradabilidade, PBT, mutagenicidade
e carcinogenicidade. Este procedimento foi adaptado de Becker et al., (2021) e esta

resumido na Tabela 4.

Tabela 4. Programas de predi¢do de pardmetros de risco baseados na (Q)SAR. Tabela adaptada
de Becker et al., (2021).

Parametro Dado Programa
Mobilidade Log Koc QSAR Toolbox (v. 4.4.1)
Persisténcia Meia-vida em agua (dias) QSAR Toolbox (v. 4.4.1)
Ligacgdo ao rgcgptor de Ligacéo ao rf:cgptor de QSAR Toolbox (v. 4.4.1)
estrogénio estrogénio
Remocdéo total em ETE Remocéo total em ETE QSAR Toolbox (v. 4.4.1)
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Parametro Dado Programa

Biodegradabilidade BioWin 5 QSAR Toolbox (v. 4.4.1)

PBT PBT Prometheus (v. 1.0)

Mutagenicidade (Teste Ames)
modelo CONSENSUS (v1.0.2)
do VEGA QSAR (v.1.1.5)

Pontuacao de

Mutagenicidade mutagenicidade

(i) Carcinogenicidade modelo
(IRFMN/Antares) (versao
1.0.0); (ii) Carcinogenicidade
modelo (CAESAR) (versédo
N 2.1.9); (iii) Carcinogenicidade
Carcinogenicidade POTILEGHE G modelo (ISS) (versao 1.0.2);
carcinogenicidade (iv) Carcinogenicidade modelo
(IRFMN/ISSCAN-CGX)
(versdo 1.0.0).

Modelos do VEGA QSAR
(v.1.1.5)

47 METODO ELECTRE PARA ANALISE MULTICRITERIO DE
SOBREBCLASSIFICACAO DE FARMACOS E METABOLITOS DE ACORDO
COM RISCO AMBIENTAL E A SAUDE HUMANA

A aplicacdo do método ELECTRE aos dados das analises de triagem, com 0s
dados de predicdo dos compostos, permitiu modelar os compostos como alternativas e
0s parametros como critérios, a fim de possibilitar a sobreclassificagdo dos farmacos e
metabolitos presentes no efluente hospitalar de acordo com seus riscos ambientais e a
satde humana.

O método ELECTRE compara o desempenho de alternativas usando relagoes,
como “Am supera An”. Para que a alternativa Am supere a alternativa An e, portanto, faca
parte do conjunto kernel ou subconjunto de alternativas mais favoraveis, é necessario que
a concordancia entre Am e An ultrapasse um limite minimo estabelecido, e que a
discordancia entre Am e An ndo deve exceder outro limite estabelecido. Quando isso
ocorre, pode-se dizer que a alternativa Am é preferivel a alternativa An, de quase todos
0s pontos de vista, embora isso ndo implique que Am domine An (Pomerol et al., 2000).

O método ELECTRE parte de uma matriz das avaliagdes normalizadas Rij de

cada uma das alternativas Ai (compostos), de acordo com cada um dos respectivos
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critérios Ej (pardmetros), bem como um vetor de pesos wj ou fatores de importancia
relativa dos critérios (Achillas et al., 2011). Para cada composto i, as avaliagdes de acordo
com cada parédmetro j sdo denotadas como aij e constituem o chamado vetor de
avaliacdes do composto. As avalia¢cdes normalizadas séo calculadas pela normalizacéo

do vetor usando a Equacéo 1:

@
- ) 1
1= T 1)

em que Rij sdo as avaliagdes normalizadas do composto i de acordo com 0

parametro j, e aij s@o as avaliacGes diretas do composto i de acordo com o parametro j.

Os pesos wj sdo informados diretamente pelo pesquisador ou sdo obtidos por
meio de um método de ponderacdo. No caso do presente estudo, 0S mesmos pesos
utilizados por Becker et al., (2021) foram empregados.

O método, entdo, continua com comparagdes em pares das alternativas para
cada um dos critérios separadamente. Por fim, a agregacao é realizada da seguinte forma:
para cada par de compostos Am e An, sdo calculados os chamados indices de
concordancia e discordancia, dispostos em duas matrizes (Ruiz-Padillo et al., 2016). O
indice de concordancia cmn inclui o peso total dos pontos finais em que Am supera An
(no caso de empate, metade do peso atribuido é adicionado, e nenhum peso é adicionado
se Am ndo supera An), e todos eles formam a matriz de indices de concordancia, de
acordo com a Equagéo 2.

1
Cmn = Zj | Rmj>Rpj Wi + EZj | Rmj=Rnj Wj (2)

em que cmn € o indice de concordancia da comparagdo dos compostos m e n;
Rmj e Rnj sdo as avaliacdes normalizadas dos compostos m e n, respectivamente, de
acordo com o parametro j; e wj € o peso da extremidade j.

O indice de discordancia dmn € calculado como a maior diferenca entre as
avaliacbes normalizadas ponderadas Rmj* e Rnj* para as quais o composto Am é
dominado por An, dividido pela maior diferenca em valor absoluto entre os resultados
alcancados pelos compostos Am e An, conforme Equagéo 3.

max |R:nj_an

_j|Rm]'<Rn] (3)

maX|R* R}
]

dmn

mj~ *nj
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em que dmn € o indice de discordancia da comparacao dos compostos m e
n; Rmj* = Rmj- wj e Rnj* = Rnj- wj, sendo Rmj e Rnj as avaliagdes normalizadas dos
compostos m e n, respectivamente, de acordo com o parametro j, e wj sendo o peso do
parametro j.

Em seguida, a matriz de dominancia de concordancia umn é calculada a partir
da matriz de indices de concordancia cmn, comparando cada elemento com um valor
limite c, definido pelo valor médio dos valores da matriz: se o elemento da matriz de
indices de concordancia for maior que o limite valor ¢, um valor de 1 é atribuido na
matriz de dominancia de concordancia; caso contrario, um valor de O ¢ atribuido. Assim,
os elementos da matriz de dominancia de concordancia umn s&o obtidos usando a
seguinte regra:

umn

_(Lifcmn>c
N {O, ifcmn < C (4)

em que umn € 0 indice de dominéncia de concordancia da comparacdo dos
compostos m e n; cmn € 0 valor do indice de concordancia para 0s compostos m e n
(conforme Equacdo 2), e ¢ é o valor médio de todos os valores de cmn da matriz de
concordancia.

Da mesma forma, a matriz de dominancia de discordancia vmn é determinada
a partir da matriz de indices de discordancia dmn, comparando cada elemento com um
limite maximo d, definido como o valor médio dos valores da matriz: se o elemento da
matriz de indices de discordancia for menor que o limite valor d na matriz de dominancia
de discordancia, um valor de 1 é atribuido; caso contrario, um valor de 0 é atribuido. Em
outras palavras, os elementos da matriz de dominancia de discordancia vmn sao obtidos
de acordo com a seguinte regra:

an

(Lifdm <d
= {0, ifd,. >d (5)

em que vmn € o indice de dominéncia de discordancia da comparacdo dos
compostos m e n; dmn é o valor do indice de discordancia para 0s compostos m e n
(conforme Equacéo 3); e d é o valor médio de todos os valores dmn da matriz de
concordancia.

Por fim, é determinada a matriz de dominancia agregada (concordancia-

42



discordancia), cujos elementos séo obtidos pela multiplicacdo dos valores homologos das

matrizes de dominancia de concordéncia e discordancia previamente calculadas:

Xmn = Umn " Umn (6)

em que xmn é o indice de dominancia agregado da comparagdo dos compostos
m e n; umn € o valor do indice de dominancia de concordéancia para 0s compostos m e n;
e vmn € o indice de dominancia de discordancia da comparacdo dos compostos m e n
(conforme Equacéo 5).

A interpretacdo analitica dos elementos desta matriz € muito intuitiva: se o
elemento xmn assume o valor 1, isso significa que a alternativa Am é melhor que a
alternativa An para um numero significativo de critérios (concordancia) e ndo é
claramente pior para nenhum critério (discordancia). Consequentemente, Am supera An.
Por outro lado, se 0 elemento xmn assumir o valor 0, isso significa que a alternativa Am
ndo é melhor que An para um numero significativo de critérios e/ou é claramente pior
para alguns critérios. Portanto, Am ndo supera An.

A partir dos valores da matriz de dominancia agregada, forma-se um grafico
em que cada no representa as alternativas do problema (neste caso, os farmacos e
metabdlitos), e os links representam as relacbes de superacdo entre eles. Para a
construcdo do grafico ELECTRE, uma ligacéo é tracada do né m (composto Am) ao né n
(composto An) somente se 0 elemento xmn for 1. A partir desse grafico, obtém-se um
subgréfico representando o kernel, formado por aquelas alternativas que ndo sao
dominadas (superadas) por nenhuma outra (ou seja, ndo ha enlaces de chegada nos nos
correspondentes). As alternativas restantes sao dominadas (superadas) por uma ou mais
alternativas do kernel (ou seja, em todas elas pelo menos um link vem de algum né do
kernel).

Para confirmar a robustez dos resultados de sobreclassificagcdo obtidos com o
método ELECTRE, foi realizado um teste de sensibilidade, alterando o0s pesos
inicialmente relatados para valores diminuidos em 0,5 pontos e aumentados em 1 ponto,
conforme Becker et al., (2021). Os novos agrupamentos obtidos com esses pesos foram
comparados com o original usando o teste de comparacéo estatistica ndo paramétrica de

Friedman (no nivel de confianca de 99%).
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Tabela 5. Pesos utilizados para cada parametro no método ELECTRE e teste de sensibilidade.

Parametro Peso original Peso -0,5 Peso +1
Mobilidade 1 0,5 2
Persisténcia 1 0,5 2
Ligacdo ao receptor
9% . P 2 1,5 3
de estrogénio
Remocéo total em
1 0,5 2
ETE
Biodegradabilidade 2 1,5 3
PBT 1 0,5 2
Mutagenicidade 2 1,5 3
Carcinogenicidade 3 2,5 4




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DE FARMACOS E METABOLITOS EM EFLUENTE
HOSPITALAR

Neste estudo, a metodologia aplicada permitiu a triagem de 2030 farmacos e
metabolitos em amostra de efluente hospitalar. A partir de uma Unica anélise de triagem
foi possivel identificar varios analitos presentes nesta amostra. Analises bem-sucedidas
desse tipo ja foram relatadas em outros estudos recentes (Becker et al., 2021; Cardoso et
al., 2020). No entanto, estudos como este, com a triagem de cerca de 2000 compostos,

ndo tém sido aplicados com tanta frequéncia.

A andlise de triagem de farmacos e metabdlitos na amostra composta,
comparando os diferentes métodos de preparo da amostra, identificou um total de 105
microcontaminantes, incluindo 28 “compostos confirmados™ (c) e 77 “compostos
suspeitos” (s). Os apéndices A e B resumem os resultados da analise de triagem. Cerca

de 89% dos compostos identificados sdo farmacos, enquanto 11% séo metabolitos.

O método 1 identificou, em média, 77 farmacos e metabdlitos (incluindo
“compostos confirmados” e ‘“compostos suspeitos”). O método 2 resultou na
identificacao de uma média de 66 substancias (“‘compostos confirmados” + “compostos
suspeitos”). O método de preparacdo de amostra 3A permitiu a identificagdo de uma
média de 68 compostos (“compostos confirmados” + “compostos suspeitos”), enquanto
0 método 3B permitiu a identificacdo de uma média de 77 farmacos e metabdlitos
(“compostos confirmados™ + “compostos suspeitos”). O método de preparo de amostra
3C resultou na identificacdo de uma média de 60 compostos (“compostos confirmados”

+ “compostos suspeitos”). Esses resultados estdo esquematizados na Figura 2.
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Método 1 Método 2 Método 3A Método 3B Método 3C

Limpeza Limpeza Limpeza
SPE DLLME (50 mg sorventes) (100 mg sorventes (250 mg sorventes)
+ DLLME + DLLME +DLLME
Triagem
77 farmacos 66 firmacos 68 farmacos 77 farmacos 60 farmacos
e metabolitos e metabolitos e metabolitos e metabolitos ¢ metabolitos

Figura 2. Nimero de compostos identificados na analise de triagem para as diferentes técnicas

de preparo de amostras testadas.

Na comparacdo das diferentes técnicas de preparo de amostras, 0 método 1 e
0 método 3B possibilitaram a identificacdo do mesmo ndimero de microcontaminantes,
quando a mesma amostra composta foi utilizada nas analises. No entanto, a SPE inclui
as desvantagens do longo tempo de execugdo, maior gasto de solventes e os altos custos
dos cartuchos disponiveis comercialmente (Biziuk, 2006). Enquanto isso, a DLLME é
mais rapida, simples e barata (Becker et al., 2020b), proporcionando resultados
satisfatorios, podendo também ser combinada com outras técnicas de preparo de
amostras (Martins et al., 2012) ou etapas de limpezas.

Aqui, a combinacdo da DLLME e uma etapa de limpeza prévia utilizando 50
mg de silica gel e 50 mg de 6xido de aluminio basico mostrou-se um método satisfatorio
para a limpeza da matriz, extracao e pré-concentracao de diferentes analitos presentes na
amostra composta de efluente hospitalar. Os resultados da analise de custo e de demanda
temporal para a realizacdo dos preparos de amostras, mostrados na Tabela 6, comprovam
que a SPE é mais cara que o método 3B (limpeza + DLLME) tendo em vista os altos
custos dos cartuchos disponiveis, além de exigir um tempo maior para a execugdo da
técnica. Em contraste, 0 metodo 3B apresentou um custo reduzido e uma exigéncia de
tempo de 25 minutos por amostra. Portanto, esse método de preparo de amostra pode ser
considerado o mais vantajoso dentre os testados. A Figura 3 ilustra o procedimento de

preparacdo de amostra do método 3B.
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Tabela 6. Anélise de custo e de demanda temporal para a execu¢do do método de preparo de

amostra 1 (SPE) e do método 3B (limpeza + DLLME).

P;?Ec?srt(:' ;je Materiais e reagentes Quantidade Valor (R$) Val(oRr$;[)o (. ?emqp%n(déiﬂi
Silica gel 50 mg 28,50
Limpeza + Oxido de Aluminio 50 mg 23,27 £ 31 .
DLLME Cloroférmio 650 uL 0,35 ’
Acetonitrila 1000 pL 0,19
Metanol 13 mL 6,54
SPE Cartucho Oasis® HLB500mg, 6, unidade 57 49 64,03 50

mL

1.

Figura 3. Procedimento de preparo de amostras 3B: (A) adi¢cdo de sorventes ao efluente
hospitalar; (B) agitacdo por vortex; (C) centrifugacéo; (D) remocéo de uma aliquota de 7,5 mL;
(E) adicdo dos solventes de extracdo e dispersdo; (F) centrifugacéo; (G) coleta da fase inferior;
(H) secagem da amostra sob fluxo de N, em banho-maria; (I) reconstituicdo da amostra com

H>0:MeOH (90:10); (J) filtragem da amostra através de um filtro PVDF de 0,22 um; (K) anélise

usando LC — QTOF MS.
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A Tabela 7 mostra a classificacdo e subclassificacdo dos farmacos e
metabdlitos identificados na andlise de triagem. As subclasses de medicamentos com
maior frequéncia de deteccdo foram os analgésicos, anti-inflamatérios, antibioticos,
psicoativos e hormonios, conforme mostradas na Figura 4. Essas subclasses
farmacéuticas também sdo as mais relatadas em estudos de diferentes matrizes aquosas,
incluindo efluentes hospitalares (Afsa et al., 2020; Herndndez-Tenorio et al., 2021;
Kosma et al., 2020; Mackull’ak et al., 2021; Becker et al., 2020a).

m Agente vasoconstritor

® Aminoacido

= Analgésico
Anestésico

m Anorético

m Antibi6tico

m Anticoagulante

m Anticolinérgico

m Anticonvulsivante

m Antidiabético

m Antiemético

m Antiepiléptico

m Antifibrinolitico

= Antifangico
Anti-helmintico
Anti-hipertensivo

m Anti-histaminico

m Anti-inflamatorio

= Antineoplasico

m Antirretroviral

= Antiviral

= Arritmia cardiaca

m Broncodilatador

m Descongestionante
Diurético
Estimulante
Expectorante
Hipercolesterolemia

= Hormonio
Nootrépico

m Parassimpaticomimético

m Psicoativo

| Sedativo

m Simpaticomimético

m Tratamento de cancer

m Vitamina

Figura 4. Subclassificacdo dos farmacos e metabdlitos identificados na analise de triagem.
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Tabela 7. Classificacdo e subclassificacdo de farmacos e metabdlitos identificados na andlise de triagem.

Composto Formula molecular  Classe Subclasse Modo de ionizacdo Formula do fon Identificacdo tr (min)
1-Metilxantina CesHsN4O2 Metabdlito Estimulante Positivo [CeH7N4O]* Suspeito 2,7
tlrﬁnztlﬁ‘fr:gg CsH10N4O3 Metabdlito Estimulante Negativo [CsH9N4O3] Suspeito 4,65
17- Alfa-estradiol CisH2402 Farmaco Hormoénio Positivo [C1sH2502]* Suspeito 10,48
hi droigr(g;z;erona C21H3003 Farmaco Hormoénio Positivo [C21H3104]* Suspeito 8,49
19- Nortestosterona C18H2602 Farmaco Horménio Positivo [C18H2702]* Suspeito 10,88
2,5-Dimetoxianfetamina C11H17NO, Farmaco Psicoativo Positivo [C1aH1sNO2]* Suspeito 2,83
2-Hidroxicarbamazepina CisH12N202 Metabdlito Antiepiléptico Positivo [C15H13N202]* Suspeito 6,29
4-Acetamidoantipirina Ci13H15N302 Metabdlito Analgésico Positivo [C13H16N302]* Suspeito 4,41
4-Aminoantipirina C11H13N3O Metabdlito Analgésico Positivo [C11H14N301* Confirmado 3,43
4-Formilaminoantipirina Ci12H13N302 Metabdlito Analgésico Positivo [C12H14N30O2]* Suspeito 4,32
4-Metilaminoantipirina Ci12H15N30 Metabélito Analgésico Positivo [C12H16N30]* Suspeito 3,39
5-Acido aminossalicilico C7H7NO3 Farmaco Anti-inflamatorio Positivo [C7HgNO3]* Suspeito 1,8
7- Hidroxiquetiapina C21H25N303S Metabolito Psicoativo Positivo [C21H26N303SI* Suspeito 5,97
Aceclidina CoH1sNO> Farmaco  Parassimpaticomimético Positivo [CoH1sNO2]* Suspeito 6,24
. ) . Positivo [CsH1oNO2]* Confirmado 2,99

Acetaminofeno CsHoNO, Farmaco Analgésico . .
Negativo [CsHsNO7] Confirmado 3,36
Acetanilida CsHoNO Farmaco Analgésico Positivo [CsH1oNOT* Suspeito 1,35
. . ) . Positivo [CsH12Ns05]* Suspeito 1,58
Aciclovir CsH11Ns503 Farmaco Antiviral . .

Negativo [CsH10N503] Suspeito 2,13

Acido Carboxilico

Lesar A C2H21CINgO> Metabdlito Anti-hipertensivo Positivo [C22H22CINgO2]* Suspeito 8,64



Composto Férmula molecular ~ Classe Subclasse Modo de ionizagdo Foérmula do ion Identificagdo tr (min)
Acido de nicotina CsHsNO; Farmaco Vitamina Positivo [CeHsNO2]* Suspeito 1,08
Acido meclofenamico C14H11CILNO, Farmaco Anti-inflamatorio Positivo [C14H12CI.NO,]* Suspeito 9,7
Acido micofenélico C17H2006 Farmaco Antibiético Negativo [C17H1006] Suspeito 8,81
Acido tranexamico CsH15NO- Farmaco Antifibrinolitico Positivo [CeH16NOo]* Suspeito 1,26
Acido valproato CsH160; Farmaco Anticonvulsivante Positivo [CeH1702]* Suspeito 8,76
Adrenalona CyH11NO3 Farmaco Agente vasoconstritor Positivo [CoH12NO3]* Suspeito 1,34
Androstenediona CigH2602 Farmaco Hormonio Positivo [C19H2702]* Suspeito 9,96
Apronalide CyH16N20; Farmaco Sedativo Positivo [CoH17N205]* Suspeito 3,48
Atenolol C14H22N203 Farmaco Anti-hipertensivo Positivo [C14H23N203]* Confirmado 3,25
Bezafibrato C1gH20CINO4 Farmaco Hipercolesterolemia Positivo [C19H21CINO4]* Suspeito 8,82
Bufexamaco C12H17NO3 Farmaco Anti-inflamatorio Positivo [C12H18NOs]* Suspeito 7,98
Butilescopolamina C21H3oNO4* Farmaco Analgesico Positivo [C21H30NO4]* Suspeito 5,88
Cafeina CsH1oN402 Farmaco Estimulante Positivo [CsH11N4O,]* Confirmado 4,61
Carbamazepina Ci5H12N20 Farmaco Psicoativo Positivo [C15H13N20]* Suspeito 6,51
Carboxibuprofeno Ci13H1604 Metabélito Anti-inflamatorio Positivo [C13H1704]* Suspeito 7,64
Cetamina Ci3H16CINO Farmaco Sedativo Positivo [C1sH17CINO]* Suspeito 5,06
Cetobemidona C15H2:1NO> Farmaco Analgésico Positivo [C1sH22NO2]* Suspeito 5,88
Ciclofosfamida C7H15CIoN202P Farmaco Antineoplésico Positivo [C7H16CI2N202P]*  Confirmado 6,38
Ciprofloxacina Ci7H1sFN303 Farmaco Antibiético Positivo [C17H19FN3O3]*  Confirmado 5,09
Codeina C1gH2:NO3 Farmaco Analgésico Positivo [C18H22NO3]* Suspeito 3,6
Cotinina C10H12N20 Metabélito Psicoativo Positivo [C10H13N20]* Suspeito 1,47
Desvenlafaxina Ci16H2sNO; Farmaco Psicoativo Positivo [C16H26NO2]* Suspeito 5,34
Diazepam C16H13CIN2O Farmaco Psicoativo Positivo [C16H14CIN2O]*  Confirmado 8,77
. 5 . . Positivo [C14aH12CIbNO2]*  Confirmado 9,71

Diclofenaco C14H11CI:NO2 Farmaco Anti-inflamatorio ) i

Negativo [C14H10CIoNO2]”  Confirmado 9,92
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Composto Férmula molecular  Classe Subclasse Modo de ionizagdo Férmula do ion Identificagdo tr (min)
Difenidramina C17H21NO Farmaco Anti-histaminico Positivo [Ci7H2NO]* Confirmado 7,05
Efedrina CioH1sNO Farmaco Estimulante Positivo [C10H16NO]* Suspeito 3,53
Enalapril C20H2sN205 Farmaco Anti-hipertensivo Positivo [C2oH29N20s]* Suspeito 6,94
Etambutol C10H24N20- Farmaco Antibiético Positivo [C10H25N202]* Suspeito 0,99
Etenzamida CoH11NO> Farmaco Anti-inflamatorio Positivo [CoH12NO,]* Suspeito 2,42
Femprocumona Ci1gH1603 Farmaco Anticoagulante Positivo [C1gH1703]* Suspeito 7,41
Fenacetina C1oH13NO; Farmaco Analgésico Positivo [C10H14aNO2]* Suspeito 6,23
Fenilefrina CoH13NO> Farmaco Descongestionante Positivo [CoH1aNO]* Suspeito 4,53
Fenilpiracetam C12H14N20; Farmaco Nootrdpico Positivo [C12H15N20-]* Suspeito 5,52
’ . Positivo [C1sH13F2NgO]*  Confirmado 5,63
Fluconazol C13H12F2N6O Farmaco Antifungico . .
Negativo [C1sH11F2NsO]"  Confirmado 6,15
Flutamida C11H11F3N203 Farmaco Tratamento de cancer Negativo [C11H10F3N20s]  Confirmado 9,19
Furosemida C12H11CIN2OsS Farmaco Diurético Negativo [C12H10CIN20sS]-  Confirmado 7,32
Gabapentina CyH17NO2 Farmaco Psicoativo Positivo [CoH1sNO]* Suspeito 3,91
Guaifenesina C10H1404 Farmaco Expectorante Positivo [C10H1504]* Suspeito 3,59
Hidroclorotiazida C7HsCIN304S; Farmaco Diurético Negativo [C7H:,CIN3O4Sz]”  Confirmado 3,67
Hidrocodona C1gH2:NO3 Farmaco Analgésico Positivo [C1sH22NOs]* Suspeito 3,6
Hidromorfona Ci17H19NO3 Farmaco Analgésico Positivo [C17H2oNO5]* Suspeito 3,61
Hidroxitestosterona Ci19H2303 Farmaco Horménio Positivo [C19H2903]* Suspeito 8,63
Ibuprofeno Ci3H1502 Farmaco Anti-inflamatério Negativo [C13H1702] Confirmado 10,08
Levetiracetam CsH14N20; Farmaco Antiepiléptico Positivo [CsH1sN205]* Suspeito 3,67
Levofloxacino C1gH20FN304 Farmaco Antibidtico Positivo [C1sH21FN3O4]*  Confirmado 4,89
Levopropilhexedrina CioH21N Farmaco Anorético Positivo [C1oH2N]* Suspeito 3,95
Lidocaina C14H22N20 Farmaco Anestésico Positivo [C14aH23N20]* Confirmado 4,61
L-Lisina CsH14N20; Farmaco Aminoacido Positivo [CsH1sN205]* Suspeito 0,73



Composto Férmula molecular ~ Classe Subclasse Modo de ionizagdo Férmula do ion Identificagcdo tr (min)

, Lo . Positivo [C22H24CINgO]*  Confirmado 8,27
Losartana C2H23CINgO Farmaco Anti-hipertensivo . .

Negativo [C22H22CINgO]-  Confirmado 8,57
Metformina CsH11Ns Farmaco Antidiabético Positivo [C4H12Ns]* Suspeito 0,86
Metilprednisolona C22H3005 Farmaco Anti-inflamatdrio Positivo [C22H310s]* Suspeito 8,38
Metoclopramida C14H2,CIN30; Farmaco Antiemético Positivo [C14aH23CIN3O2]*  Confirmado 5,02
Metoprolol Ci1sH2sNO3 Farmaco Anti-hipertensivo Positivo [C1sH26NO3]* Confirmado 5,49
Metotrexato Cax0H22NgOs Farmaco Antineoplésico Positivo [C20H23NgOs]*  Confirmado 4,59
Metoxetamina CisH21NO3 Farmaco Anestésico Positivo [C1sH22NO,]* Suspeito 3,92
Metoxifenamina CuHi7NO Farmaco Broncodilatador Positivo [C1:H1sNO]* Suspeito 3,23
Metronidazol CsHyN303 Farmaco Antibiético Positivo [CeH10N303]* Confirmado 2,79
Naproxeno C14H1403 Farmaco Anti-inflamatério Positivo [C14H1503]* Confirmado 8,68
Nimesulida Ci13H12N20sS Farmaco Anti-inflamatorio Negativo [C13H11N20sS]”  Confirmado 8,6
N'me_ti%tﬁigm?ndgo' CioH13N Farmaco Psicoativo Positivo [C1oH1aNT* Suspeito 3,53
Norfenilefrina CsH1:NO> Farmaco Simpaticomimético Positivo [CeH12NO2]* Suspeito 3,67
Ofloxacino Ci1gH20FN304 Farmaco Antibidtico Positivo [C1sH21FN3O4]*  Confirmado 4,89
Ondansetrom CigH19N30 Farmaco Antiemético Positivo [C18H20N30]* Suspeito 5,78
Orfenadrina Ci1gH2sNO Farmaco Anticolinérgico Positivo [C1gH24NO]* Suspeito 7,71
Oxcarbazepina Ci5H12N20; Farmaco Anticonvulsivante Positivo [C15sH13N202]* Suspeito 6,28
Petidina CisH21NO3 Farmaco Analgésico Positivo [C1sH22NO,]* Suspeito 5,88
Piracetam CesH10N20; Farmaco Nootrépico Positivo [CeH11N20,]* Suspeito 6,03
Piridoxina CsH11NO3 Farmaco Vitamina Positivo [CsH12NO3]* Suspeito 1,14
Practolol C14H22N203 Farmaco Arritmia cardiaca Positivo [C14aH23N204]* Suspeito 3,25
Pregabalina CsH17NO> Farmaco Antiepiléptico Positivo [CsH1sNO2]* Suspeito 3,84
Primidona C12H14N202 Farmaco Anticonvulsivante Positivo [C12H15N202]* Suspeito 5,53
Progesterona C21H3002 Farmaco Hormonio Positivo [C21H3102]* Confirmado 9,94
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Composto Férmula molecular ~ Classe Subclasse Modo de ionizagdo Foérmula do ion ldentificagdo tr (min)
Propranolol Ci6H21NO> Farmaco Anti-hipertensivo Positivo [C16H22NO2]* Confirmado 6,95
Pseudoefedrina C10H1sNO Farmaco Descongestionante Positivo [C10H16NO]* Suspeito 3,53
Remifentanil CooH2sN205 Farmaco Analgésico Positivo [C20H29N20s]* Suspeito 6,97
Ritonavir Ca7HsN6O5S; Farmaco Antirretroviral Positivo [C37H19N6O5S,]* Suspeito 9,95
. ) . . Positivo [C22H29FN306S]*  Suspeito 8,31

Rosuvastatina C22H28FN306S Farmaco Hipercolesterolemia . .

Negativo [C22H27FN3O6S] Suspeito 8,59
Salicilamida C7H/NO; Farmaco Anestésico Positivo [C7HsNO,]* Suspeito 0,87
Sulfametoxazol C10H11N303S Farmaco Antibidtico Negativo [C10H10N303S]”  Confirmado 5,48
Sulfoxido de Albendazol C12H15N303S Metabdlito Anti-helmintico Positivo [C12H16N303S]* Suspeito 5,72
Temazepam C16H13CIN2O; Farmaco Sedativo Positivo [C16H14CIN2O]* Suspeito 8,42
Teobromina C7HgN4O2 Metabdlito Estimulante Positivo [C7H9N4O2]* Suspeito 3,31
Teofilina C7HgN4O2 Metabdlito Estimulante Positivo [C7H9N4O-]* Suspeito 3,8
Testosterona Ci19H230> Farmaco Horménio Positivo [C19H2902]* Suspeito 9,5
THJ-2201 CasH21FN2o Farmaco Psicoativo Positivo [CasH22FN2o]* Suspeito 3,22
Topiramato Ci12H21NQOsgS Farmaco Anticonvulsivante Positivo [C12H22NOsS]* Suspeito 6,33
Trimetoprim C14H18N403 Farmaco Antibidtico Positivo [C1aH19N4O3]*  Confirmado 4,46
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5.2 ABORDAGENS (Q)SAR NA AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL E A
SAUDE HUMANA DE FARMACOS E METABOLITOS

Apbs a identificacdo dos farmacos e metabdlitos presentes na amostra de
efluente hospitalar, foram realizadas predicdes de risco in silico para os 105
microcontaminantes identificados, conforme Becker et al., (2021). Os resultados para
cada parametro sdo mostrados nos Apéndices C e D. Os principais resultados
quantitativos estdo fornecidos na Figura 5.

A mobilidade dos farmacos e metabdlitos identificados foi predita a partir do
logaritmo do coeficiente de adsorcdo no solo (log Koc), que expressa a propor¢do de um
composto adsorvido no carbono organico da fase sélida em um sistema biféasico
agua/ solo ou sistema agua/ sedimento. A escala de mobilidade foi baseada nos valores
propostos por Becker, et al., (2021). Valores preditos de log Koc < 1, 1 <log Koc <3 ¢
3 <log Ko < 5 corresponderam a classificagdo do composto em alta, moderada e leve
mobilidade, respectivamente. Quando o composto apresentou log Koc>5, foi
considerada imoével. 15% dos compostos foram preditos como altamente moveis,
significando que eles tém maior facilidade de adentrar os diferentes compartimentos
ambientais. Em contrapartida, 4% dos compostos foram preditos como imdveis em agua,
significando que eles tém maior facilidade de ficarem adsorvidos no solo, o que também
representa um problema ambiental. Os resultados para mobilidade sdo mostrados no
Apéndice C.

Persisténcia é a capacidade de um composto resistir a degradacdo no ambiente
aquatico (Wennmolm & Gunnarsson, 2005). Esse parametro foi predito a partir do tempo
de meia-vida em &gua, com base nos critérios de classificacdo descritos por dos Santos
et al. (2019). Quando os tempos de meia-vida (dias) preditos foram > 180; entre 60 e
179; e entre 30 e 59, os compostos foram classificados, respectivamente, como altamente
persistentes, persistentes e moderadamente persistentes. Quando um composto foi

predito com tempo de meia-vida < 30 dias, esta foi considerada ndo persistente

Dos microcontaminantes identificados, 38 foram preditos como né&o
persistentes, 43 foram considerados moderadamente persistentes em agua e 24 foram
considerados persistentes ou muito persistente (Apéndice C). Dentre 0s compostos
preditos como persistentes, destacam-se os hormdénios 17-alfa-hidroxiprogesterona,
androstenediona e progesterona, juntamente com o0s antibidticos ciprofloxacino,
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levofloxacino, ofloxacino e trimetoprim. Varios estudos relataram a presenca de
antibioticos e horménios em amostras ambientais aquosas em todo o mundo, incluindo
efluentes hospitalares (Afsa et al., 2020; Castro-Pastrana et al., 2021; Hernandez-Tenorio
et al., 2021; Khan et al., 2021; Kosma et al., 2020), o que muito se a persisténcia desses
microcontaminantes em ambientes aquaticos, concordando com os resultados aqui

descritos.

O terceiro parametro predito foi a porcentagem de remogéo de um composto
em uma ETE, o qual expressa a remogao do agente por meio de processos convencionais
de tratamento. Este parametro, que estima o comportamento de uma substancia em uma
estacao de tratamento de esgoto com lodo ativado, é baseado em estudos desenvolvidos
por Clark et al., (1995). Dos 105 compostos identificados, as predi¢fes in silico
indicaram remocao superior a 90% para apenas dois compostos: acido meclofenamico e
ritonavir. Aminot et al., (2018) relataram em seus estudos que o ritonavir nao é estavel
nos processos das ETES, uma vez que teve meia-vida inferior a 5 dias em condigdes
bioquimicas para amostras de aguas residuais e de superficie testadas. Por outro lado,
quase 85% dos compostos tiveram uma taxa de remocgao < 10% na estagéo de tratamento
de esgoto de lodo ativado, mostrando que esse tipo de tratamento amplamente utilizado
ndo € eficaz para eliminacdo da maioria dos microcontaminantes identificados (Azizan
etal., 2021; Coimbra et al., 2021; Khasawneh & Palaniandy, 2021; Kodom et al., 2021).
Os resultados para remocéo total em ETE (%) sdo mostrados no Apéndice C.

A biodegradabilidade refere-se a degradacdo de um composto pela acdo de
microrganismos. Esse parametro foi predito utilizando o modelo BioWin 5, o qual faz
predicdes baseadas em coeficientes estabelecidos para alertas moleculares, sendo 0s
resultados desse modelo diretamente compardveis com um método experimental
(Boethling & Costanza, 2010; Pavan & Worth, 2008). Os compostos foram considerados
biodegradaveis quando os scores preditos pelo modelo BioWin 5 foram > 0,525. Quando
0s scores foram < 0,475, as substancias foram consideradas ndo biodegradaveis. O score
de 0,5, acrescido ou decrescido de 5% de incerteza, foi definido na literatura (Pavan &
Worth, 2008) como o ponto que diferencia os compostos biodegradaveis dos nao
biodegradaveis. Assim, valores entre 0,476 e 0,524 foram preditos como de
biodegradabilidade incerta. As predigdes mostraram que apenas 15% dos compostos
identificados séo biodegradaveis. Com excecao da efedrina (um estimulante), todos os

compostos preditos como biodegradaveis também foram preditos como néo persistentes
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em agua. Da mesma forma, todos os compostos preditos como persistentes tambem
foram preditos como nédo biodegradaveis. O resultado contraditorio obtido para a efedrina
pode ser justificado pela existéncia de estereoisdmeros dessa molécula. De acordo com
a literatura, os diferentes estereoisdmeros de efedrina podem diferir significativamente
em suas propriedades (Rice et al., 2018). Os resultados de predicdo da

biodegradabilidade sdo mostrados no Apéndice C.

O critério PBT (persisténcia, bioacumulagéo e toxicidade) permite predizer o
potencial de um composto persistir no meio ambiente, de se bioconcentrar na cadeia
alimentar e de ser toxico para organismos aquaticos. Esse critério € amplamente utilizado
nas avaliacOes do potencial de toxicidade e risco ambiental de compostos. Os compostos
identificados foram preditos como PBT quando os scores obtidos foram > 0,525 e como
ndo PBT quando os scores foram preditos como < 0,475. O score de 0,5, com + 5% de
incerteza, distinguia os compostos PBT dos compostos preditos como ndo PBT ( (Pizzo
et al., 2016; Sangion & Gramatica, 2016 ). Assim, os scores de PBT > 0,475 e < 0,525,
classificavam os compostos preditos como incertos, uma vez que se encontravam fora do
dominio de certeza do modelo. As predi¢des do PBT mostraram que 6 compostos
estavam fora do dominio do modelo. Todas as outras moléculas identificadas foram
preditas como ndo PBT. Os resultados concordam com o estudo de Sangion e Gramatica,
(2016) o qual mostrou que 83% dos 1057 farmacos estudados foram preditos como néo-
PBT, de acordo com os diferentes modelos estudados. Apenas para o farmaco ritonavir,
os resultados diferem nos dois estudos. No trabalho de Sangion e Gramatica (2016), esse
farmaco é considerado PBT, enquanto no presente estudo é considerado ndo PBT. No
entanto, os modelos testados nos dois estudos sao diferentes, assim, os resultados podem
ndo ser comparaveis. Os resultados de predicdo para o critério PBT sdo mostrados no
Apéndice C.

Em relacdo a parametros que avaliam os potenciais riscos a saide humana, um
pardmetro avaliado foi o de forca de ligacdo a receptores de estrogénio. Esse parametro
prediz a capacidade de um composto a ligar-se a receptores de estrogénio, podendo
impedir a ligagdo do estrogénio ao seu receptor e consequentemente interferir no
crescimento de algumas células no corpo humano. Levando, entdo, a desregulacao
enddcrina. Os critérios utilizados para predicdo quanto a ligagdo ao receptor de
estrogénio foram baseados em Schultz (2011). Assim, 88 farmacos e metabdlitos foram
preditos como néo ligantes ao receptor de estrogénio, enquanto 11 foram preditos como
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capazes de realizar ligacéo forte ou muito forte (Apéndice D). De acordo com a predicao
in silico, os compostos capazes de causar desregulacdo enddcrina, além dos hormonios
17-alfa-estradiol, 19-nortestosterona e testosterona, s&o a 2-hidroxicarbamazepina

(metabdlito da carbamazepina) e a 7-hidroxiquetiapina (metabdlito da quetiapina).

A mutagenicidade é a propriedade pela qual um composto pode induzir ou
aumentar a frequéncia de mutacdo em um organismo. Para o parametro de
mutagenicidade, foram avaliadas as classificagbes preditas pelo programa
VEJAVv.1.1.5 (Q)SAR. Dos compostos identificados, 21 foram considerados
mutagénicos, sendo 2 deles metabolitos. Os resultados de mutagenicidade sdo mostrados
no Apéndice D. Esse resultado corrobora com a importancia da insercdo de metabolitos
a estudos de ocorréncia de farmacos, uma vez que a ocorréncia de metabdlitos também

pode causar impactos ao meio ambiente e a saide humana.

A carcinogenicidade, por outro lado, refere-se a possibilidade de uma
substancia poder induzir um carcinoma. A carcinogenicidade dos compostos foi predita
a partir do uso de quatro modelos diferentes. Os modelos utilizados estdo descritos na
Tabela 4. Cada modelo empregou uma escala de classificacdo de 0 (ndo cancerigeno) a
1 (carcinogénico). O valor final da escala de classificacdo para cada microcontaminante
foi obtido a partir da média dos valores propostos por cada um dos quatro modelos. Esta
escala final de classificacao de carcinogenicidade foi proposta por Becker et al., (2021).
Nesse sentido, scores de carcinogenicidade menores ou iguais a 0,39 indicam que os
compostos foram preditos como ndo carcinogénicos, com confiabilidade variando de
acordo com a pontuacdo final (quanto mais préximo de 0, maior a confiabilidade).
Valores maiores ou iguais a 0,7 foram preditos como carcinogénicos, com sua
confiabilidade dependente do score final (quanto mais proximo de 1, maior a
confiabilidade). Por sua vez, os compostos que apresentaram pontuacdo final entre
0,4 e 0,69 foram classificados como possivelmente ndo carcinogénicos ou possivelmente
carcinogénicos. Para 52% das moléculas previstas, o score de carcinogenicidade ficou
entre 0,4 e 0,69, de modo que foram classificadas como possivelmente carcinogénicas
ou possivelmente ndo carcinogénicas, dependendo da pontuacdo final. Apenas 17% dos
compostos foram preditos como ndo cancerigenos, enquanto 31% deles foram preditos
como cancerigenos, incluindo seis metabdlitos, sete hormdnios, quatro antibidticos e trés
medicamentos anti-inflamatorios. Os farmacos que obtiveram os maiores scores de

carcinogenicidade utilizando as ferramentas in silico (17-alfa-estradiol, ciclofosfamida,
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gabapentina, metronidazol e fenacetina) sdo justamente os microcontaminantes que ja
apresentaram valores experimentais positivos para carcinogenicidade (Graziano &
Jacobson-Kram, 2015). Os resultados de carcinogenicidade preditos para os 105

compostos avaliados sdo apresentados no Apéndice D.
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Figura 5. Predi¢cdes baseadas na (Q)SAR para os compostos identificados: (A) biodegradabilidade, (B) persisténcia, (C) mobilidade e (D) PBT. Os limites

vermelho, amarelo e verde representam a classificacdo de cada par@metro: maior preocupacao (vermelho), menor preocupacéo (verde).



5.3 SOBRECLASSIFICACAO DE FARMACOS E METABOLITOS
IDENTIFICADOS POR TRIAGEM UTILIZANDOO METODO ELECTRE

A aplicacdo do método ELECTRE conforme descrito na Secéo 4.7 gerou uma
matriz das avaliagdes normalizadas Rij. A partir dela, foi possivel determinar o conjunto
de kernel, bem como categorizar os demais compostos analisados em grupos, de acordo
com as relacGes de superagéo identificadas na matriz de dominéncia agregada.

A Figura 6 mostra um extrato do grafico ELECTRE para as relacbes de
superacdo do conjunto kernel e os trés primeiros grupos categorizados. Pode-se ver, pela
Figura 6, que as alternativas do kernel superaram todas as outras: o grupo 1 foi superado
apenas pelos elementos do kernel; os compostos do grupo 2 foram ultrapassados pelo

kernel e pelo grupo 1; e assim por diante.

KERNEL

Grupo 1

Grupo 2

Figura 6. Representacdo do kernel e dos trés primeiros grupos. Abreviaturas: metoclopramida
(MTP), 2-hidroxicarbamazepina (2-HC), 17-alfa-estradiol (17-AE), fenacetina (FNT),
ciclofosfamida (CFM), desvenlafaxina (DVF), metronidazol (MTD), trimetoprim (TMP),
testosterona (TTN), primidona (PDN), ciprofloxacina (CPX), 4-formilaminoantipirina (4-FM),
19-nortestosterona (19-NT).
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Os 5 compostos agrupados no conjunto do kernel, representando o grupo de
alternativas que nao foram superados por nenhum outro, sdo os farmacos e metabolitos,
identificados pela triagem aplicada a matriz analisada, que apresentaram maior risco
ambiental. Esses compostos sdo a fenacetina, ciclofosfamida, metoclopramida, 2-

hidroxicarbamazepina e 17-alfa-estradiol.

A fenacetina € um farmaco introduzido em 1887, que possui atividade
analgesica. Apesar de ser considerado um bom medicamento, estudos descobriram que
pode ter efeitos toxicos. Houve muitos relatos de casos de tumores pélvicos renais e
outros tumores na uretra em pacientes que usaram grandes quantidades de analgésicos
contendo fenacetina (International Agency for Research on Cancer - IARC, 1987). As
predicdes in silico mostraram que a fenacetina ¢ moderadamente persistente e movel em
agua, biodegradavel, ndo PBT, ndo ligante ao receptor de estrogénio, mutagénica e

carcinogénica (de acordo com valores experimentais).

A ciclofosfamida € um agente antineoplasico amplamente utilizado em
estabelecimentos de saude dedicados ao tratamento do cancer. Embora tenha alguma
seletividade tumoral, também possui um amplo espectro de toxicidades. Clinicamente,
danos a bexiga, imunossupressdo e alopecia sdo as toxicidades mais significativas
associadas a ciclofosfamida. A cardiotoxicidade também é uma possibilidade quando sao
administradas doses muito altas (Fraiser et al., 1991). Além disso, estudos mostram que
a ciclofosfamida apresenta baixa biodegradabilidade em estacGes de tratamento de esgoto
que operam com sistemas aerdbicos, indicando que pode atingir corpos d'agua
(Kimmerer, 2001). As predi¢cbes in silico mostraram que a ciclofosfamida €
moderadamente persistente e mdvel em agua, ndo biodegradavel, ndo PBT, ndo ligante
ao receptor de estrogénio, mutagénica e carcinogénica (com base em valores

experimentais).

A metoclopramida é um medicamento utilizado para problemas estomacais e
esofagicos (Ponte & Nappi, 1981). A analise (Q)SAR previu que a metoclopramida é
moderadamente movel, persistente em agua, ndo biodegradavel, ndo PBT, nédo ligante ao
receptor de estrogénio, mutagénica e carcinogénica (com base em valores

experimentais).

O composto 2-hidroxicarbamazepina é um metabdlito do medicamento
anticonvulsivante carbamazepina, um dos principais farmacos utilizados no tratamento
da epilepsia (Gierbolini et al., 2016). As predi¢Ges in silico mostraram que a 2-
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hidroxicarbamazepina é moderadamente persistente em agua, ligeiramente mdvel, ndo
biodegradavel, ndo PBT, ndo ligante ao receptor de estrogénio, mutagénica e
carcinogénica (com baixa confiabilidade).

O farmaco 17-alfa-estradiol € indicado para o tratamento da alopecia
androgenética, ou seja, queda de cabelo causada por fatores hormonais. Embora ndo seja
um medicamento especifico para o tratamento do céncer, essa substancia também é
utilizada em pacientes com essa condi¢do, pois 0s procedimentos de quimioterapia
tendem a desencadear a queda de cabelo (Kim et al., 2012). A analise (Q)SAR previu que
0 17-alfa-estradiol é ligeiramente movel, tem persisténcia moderada em &agua, ndo é
biodegradavel, ndo PBT, liga-se fortemente ao receptor de estrogénio (uma vez que é um
hormonio estrogénico natural) e é ndo mutagénico e ndo cancerigeno (de acordo com 0s

valores experimentais).

A Tabela 8 apresenta os compostos identificados organizados em grupos
definidos com base na matriz de dominancia agregada. 1sso permite que o analista decida
se deve selecionar apenas os compostos que fazem parte do kernel, ou adicionar um
determinado numero de grupos de compostos, de acordo com o foco e os recursos do
estudo. Além do kernel, a priorizacdo dos compostos pode ser realizada em ordem
crescente de numeracdo atribuida aos grupos, dada pela superacédo de alguns grupos em
relacdo a outros e, consequentemente, pela diminuicdo do risco ambiental.
Subsequentemente, uma analise quantitativa direcionada das amostras pode ser realizada,

se desejado.

Dessa forma, andlises, como o desenvolvimento de um método quantitativo ou
a inclusdo de compostos em programas de monitoramento, podem ser planejadas com
base nos resultados dos compostos priorizados de acordo com os grupos formados. Por
exemplo, se desejar desenvolver essas analises subsequentes com um méaximo de 20

compostos, deve-se selecionar o conjunto do kernel e os grupos 1, 2, 3 e 4 (Tabela 8).

Os resultados obtidos no teste de Friedman para comparar 0s agrupamentos
obtidos para os trés conjuntos de pesos usados no método ELECTRE (peso original: 1, 2
e 3; peso -0,5: 0,5, 1,5 e 2,5; peso +1: 2, 3 e 4) sdo apresentados nos Apéndices E e F.
N&o houve diferencas significativas (nivel de confianca de 99%) entre os resultados,

demonstrando a robustez do agrupamento e da técnica utilizada.
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Tabela 8. Categorizagdo dos compostos analisados em grupos, de acordo com os resultados do

ELECTRE.

Composto
Fenacetina
Ciclofosfamida
Metoclopramida
2-Hidroxicarbamazepina
17- Alfa-estradiol
Metronidazol
Desvenlafaxina
Primidona
Testosterona
Trimetoprim
19- Nortestosterona
Ciprofloxacina
4-Formilaminoantipirina
L-Lisina
Metilprednisolona
4-Acetamidoantipirina
Flutamida
Fluconazol
THJ-2201
Ondansetrom
Levofloxacino
Ofloxacino
Ritonavir
Bezafibrato
Acido valproato
7- Hidroxiquetiapina
Androstenediona
Sulfametoxazol
Hidromorfona
Progesterona
Carbamazepina
Topiramato
Acido meclofenamico
Aceclidina
Cetobemidona
Hidroxitestosterona
Nimesulida
4-Aminoantipirina
Orfenadrina
Butilescopolamina
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Composto

Grupo

Femprocumona
Adrenalona
Gabapentina

5-Acido aminossalicilico
Sulféxido de Albendazol
Difenidramina
1,3,7- Acido trimetilurico
Norfenilefrina
Acido tranexamico
Acetaminofeno
4-Metilaminoantipirina
Losartana
Bufexamaco
Salicilamida

N-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-2-amine

Acido micofendlico
Cetamina

Acido Carboxilico Losartana
17- Alfa-hidroxiprogesterona

Diclofenaco
Rosuvastatina
Fenilpiracetama
Etenzamida
Fenilefrina
Propranolol
Aciclovir
Levetiracetam
Piridoxina
Temazepam
Metoxetamina
Acetanilida
Lidocaina
Oxcarbazepina
Atenolol
2,5-Dimetoxianfetamina
Acido de nicotina
Petidina
Naproxeno
Cotinina
Furosemida
Metoxifenamina
1-Metilxantina
Levopropilhexedrina

10

11

12

13

14
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Composto Grupo
Pregabalina
Carboxibuprofeno
Hidrocodona
Remifentanil 15
Metformina
Ibuprofeno
Practolol
Apronalide
Metoprolol
Piracetam
Hidroclorotiazida
Enalapril
Guaifenesina 17
Metotrexato
Etambutol
Teobromina
Efedrina
Pseudoefedrina
Diazepam
Codeina
Teofilina
Cafeina

16

18

19

A comparacdo dos resultados obtidos com o teste de sensibilidade para os compostos
do kernel e dos grupos 1, 2, 3 e 4 esta ilustrada na Figura 7. Destaca-se que 0S compostos
agrupados no kernel e nos grupos 1 e 2 coincidem para todos 0s casos, com pequenas alteracdes
apenas a partir do grupo 3. Além disso, 0 numero total de grupos foi semelhante nos trés
agrupamentos (o kernel e mais 19 grupos para o0s resultados obtidos com o peso original e peso

+1, e o kernel e mais 20 grupos para os resultados obtidos com peso -0,5).
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THI-2201

Fluconazol

Fhutamida

4-Acetamidoantipirina

Metilprednisolona

L-Lisina

4-Formilaminoantipirina

Peso+l —o—

1%- Nortestosterona

Metoclopramida

2-Hidroxicarbamazepina

17- Alfa-estradiol

rrrrrrrrr  Metronidazol

Desvenlafaxina

Primidona

Testosterona

Figura 7. Comparacdo dos agrupamentos obtidos para os trés conjuntos de pesos usados no teste

de sensibilidade (peso original: 1, 2 e 3; peso -0,5: 0,5, 1,5 e 2,5; peso +1: 2, 3 e 4), para o kernel

e 0s primeiros quatro grupos ELECTRE.

Esses resultados demonstraram que 0 método de categoriza¢do ELECTRE pode

ser considerado uma ferramenta de tomada de decisdo altamente intuitiva e robusta,

permitindo o agrupamento de compostos, independente dos valores de pontuacdo. Desta

forma, os grupos podem ser claramente diferenciados e sdo facilmente identificaveis a

partir das relacGes de superagéo obtidas entre 0s compostos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do método de triagem indicou a presenca de um total de 105
farmacos e metabdlitos (suspeitos ou confirmados) em uma amostra composta de
efluente hospitalar. Desse total, 89% eram farmacos e 11% metabdlitos. Esta analise de
triagem foi realizada a partir do uso de um meétodo alternativo de preparo de amostra que
consistiu em uma etapa inicial de limpeza com silica/alumina (50 mg/ 50 mg), seguida
de DLLME usando 650 pL de cloroférmio como solvente extrator e 1000 uL de ACN
como solvente de disperséo. Este método identificou 0 mesmo nimero de compostos
quando comparado ao método de SPE, porém é mais rapido, facil e barato que o método
de SPE. Essa nova técnica de preparo de amostra foi aplicada na limpeza, extracao e pre-
concentracdo dos analitos de uma matriz complexa (efluente hospitalar), utilizando um
volume de amostra reduzido, o que em muitas situagdes pode ser um fator limitante na
selecdo de um método de preparo. Além disso, quando utilizado em procedimentos de
rotina, este preparo de amostras pode proporcionar um aumento da frequéncia analitica,
reducdo de custos (especialmente quando comparado a SPE) e de tempo de execucao,

além da possibilidade de uso em laboratorios sem infraestrutura sofisticada.

As predicOes (Q)SAR podem ser usadas na avaliagédo de risco para proteger a
salde humana e ambiental, 0 que as torna interessantes para 0 monitoramento ambiental,
especialmente na auséncia de dados experimentais. O uso de ferramentas (Q)SAR
possibilitou realizar predicdes in silico muito mais rapidas, em compara¢do com ensaios
in vitro ou in vivo, para oito parametros. Esses parametros foram utilizados como dados
de entrada para aplicacdo do método de decisdo multicritério ELECTRE, a fim de
sobreclassificar os compostos identificados de acordo com a superagdo apresentada por
cada um deles em relacdo aos demais analitos identificados. Os resultados do método
permitiram a identificacdo dos analitos com maior prioridade em termos de riscos

ambientais, agrupados no kernel, com 5 compostos, e outros 19 grupos.

O uso de técnicas de analise de decisdo multicritério na area ambiental e de
analises de monitoramento ainda € raro, embora as diferentes técnicas tenham muitas
aplicaces potenciais. No presente estudo, 0 uso pioneiro do ELECTRE permitiu a
selecdo dos farmacos e metabdlitos que devem ser levados em consideragdo em
potenciais analises quantitativas subsequentes devido ao seu risco ambiental

comparativamente mais alto. O teste de sensibilidade da estratégia proposta demonstrou
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que o metodo foi robusto, principalmente em relacdo aos compostos do kernel e grupos
1,2e3.

Por fim, este estudo destaca que os resultados de uma analise de triagem
devem ser associados a outras técnicas, como (Q)SAR, para que 0S potenciais riscos
ambientais e a satde humana dos analitos identificados possam ser conhecidos. Com
base nesses dados, pode ser feita uma selecdo de compostos, a fim de desenvolver um
método quantitativo que seja direcionado, dindmico (porque pode ser ajustado
periodicamente, conforme indicado por analises qualitativas e predicGes baseadas na
(Q)SAR, para uso em monitoramentos posteriores), e util para determinar 0s compostos

gue apresentam os maiores riscos ao meio ambiente e a saide humana.
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APENDICES



APENDICE A. Resultados da analise de triagem para as diferentes técnicas de preparagdo das amostras testadas (Parte 1). Onde: “c” = confirmado; “s”

= suspeito; “-” = nao identificado.
Preparo de Amostra
1 1 1 1 2 2 2 2 3A 3A
Composto (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo
1-Metilxantina S - S - S - S - S -
1,3,7- Acido trimetildrico - s - s - - - - - s
17- Alfa-estradiol S - S - S - S - S -
17- Alfa-
hidroxiprogesterona S ) S ) S i S i S i
19- Nortestosterona - - S - - - S - - -
2,5-Dimetoxianfetamina - - - - - - S - - -
2-Hidroxicarbamazepina S - S - S - S - S -
4-Acetamidoantipirina S - S - S - S - S -
4-Aminoantipirina c - c - c - c - c -
4-Formilaminoantipirina S - S - S - S = S =
4-Metilaminoantipirina S - S - S - S - S -
5-Acido aminossalicilico S - S - S - S - S -
7- Hidroxiquetiapina - - S - - - - - - -
Aceclidina S - S - - - - - - -
Acetaminofeno c - c c c - c - c -
Acetanilida S - S - S - S - S -
Aciclovir S S S S S - S - S -
Aci rboxili
; dl?ogsrtt;ﬁa - S ) S ) S i S i S i
Acido de nicotina s - s - s - - - s -
Acido meclofenamico - - S - - - S - - -
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Preparo de Amostra

1 1 1 1 2 2 2 2 3A 3A
Composto (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo

Acido micofenélico - - - s - s § s - s
Acido tranexamico s - s - - - - - s §
Acido valproato - - - - - - . - .
Adrenalona S - S - S - S - S .
Androstenediona - - - - S - - - - -
Apronalide - - - - S = = - - .
Atenolol c - c - c - c - c -
Bezafibrato S - S - S - S - S .
Bufexamaco - - - - S - - - - -
Butilescopolamina S - S - S - - -
Cafeina c - c - c - c - c -
Carbamazepina S - S - S - S - S -
Carboxibuprofeno - - - - - - - - - -
Cetamina S - S - S - S = S -
Cetobemidona S - S - - - - - - -
Ciclofosfamida c - c - c - c - c -
Ciprofloxacina c - c - c - c - -
Codeina S - S - S - S - 5 -
Cotinina - - - - s - - - S -
Desvenlafaxina S - S - S - S - S -
Diazepam c - c - - - c - c -
Diclofenaco - - c - - - c = c -
Difenidramina c - c - c - c - c -
Efedrina - - - - - 5 - S - -
Enalapril S - S - S - S - S -
Etambutol S - - - - = = - - -
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Preparo de Amostra

1 1 1 1 2 2 2 2 3A 3A
Composto (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo

Etenzamida S S - - - - - - - -
Femprocumona S - - - - - - - - -
Fenacetina S - S - S - - - s -
Fenilefrina - - - - - - - - S -
Fenilpiracetama - - - - - - - - - -
Fluconazol c - c - c c c c c -
Flutamida - c - c - c - c - -
Furosemida - c - c - c - c - c
Gabapentina S - S - S - - - S -
Guaifenesina S - S - S - S - S -
Hidroclorotiazida - c - c - c - c - c
Hidrocodona - - - - - - S - - -
Hidromorfona S - - - - - - - - -
Hidroxitestosterona - - S - S - S - S -
Ibuprofeno - c - - - c - - - -
Levetiracetam S - S - S - S - S -
Levofloxacino c - c - c - c - c -
Levopropilhexedrina - - - - S - S - S -
Lidocaina c - - - c - c - c -
L-Lisina S - - - S - S - S -
Losartana c c c c c c c c c c
Metformina S - S - S - S - S -
Metilprednisolona - - - - - - S - - -
Metoclopramida c - c - c - c - c -
Metoprolol c - c - c - c - c -
Metotrexato c C c c c - c - - c
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Preparo de Amostra

1 1 1 1 2 2 2 2 3A 3A
Composto (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo
Metoxetamina S - S - - - - - - -
Metoxifenamina - - S - - - = - - -
Metronidazol c - c - c - c - c -
Naproxeno c - c - o - o - (o -
Nimesulida - - - c - - - c - c
N—Met_hyl-2,3—dihydro— i ) i i s ) . ) ) )
1H-inden-2-amine

Norfenilefrina S - S - - - - - - -
Ofloxacino c - c - c - © - I .
Ondansetrom S - - - - - - - - -
Orfenadrina - - - = - - - - - -
Oxcarbazepina S - S - S - - - s -
Petidina S - S - S - = - - -
Piracetam S - S - - - - - - -
Piridoxina S - S - - - = - - -
Practolol s - s - - - - - s -
Pregabalina S - S = - - - - - -
Primidona - - - - s - - - S -
Progesterona - - c - - - - - - -
Propranolol c - c - - - - - - .
Pseudoefedrina - - - - S = s - S -
Remifentanil - - - - - - - - s -
Ritonavir S - - - - = = - - -
Rosuvastatina - s S s S s - s S s
Salicilamida S - S - S - - - S -

Sulfametoxazol - - - - - - - - - -
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Preparo de Amostra

1 1 1 1 2 2 2 2 3A 3A
Composto (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1)
P modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo

Sulféxido de Albendazol S - S - S - S - S -
Temazepam S - - - S - S - - -
Teobromina S - S - S - S - S -
Teofilina S - S - S - S - S -
Testosterona S - S - S - S - S -
THJ-2201 S - S - - - - - - -
Topiramato S - S - S - S - -
Trimetoprim c - c - c - c - c -
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APENDICE B. Resultados da andlise de triagem para as diferentes técnicas de preparagdo das amostras testadas (Parte 2). Onde: “c” =

confirmado; “s” = suspeito; “-”” = ndo identificado.
Preparo de Amostra
3A 3A 3B 3B 3B 3B 3C 3C 3C 3C
(replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2)
Composto
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo
1-Metilxantina S - S - S - S - S -
1,3,7- Acido trimetilurico - - - s - s - - - -
17- Alfa-estradiol S - S - S - - - S -
17- Alfa-
. . S - S - S - S - S -
hidroxiprogesterona
19- Nortestosterona S - - - - - - - - -
2,5-Dimetoxianfetamina - - - - - - - - - -
2-Hidroxicarbamazepina S - S - S - S - S -
4-Acetamidoantipirina S - S - S - S - S -
4-Aminoantipirina c - c - c - c - c -
4-Formilaminoantipirina S - S - S - S - S -
4-Metilaminoantipirina S - S - S - S - S -
5-Acido aminossalicilico S - - - S - S - - -
7- Hidroxiquetiapina - - - - - - - - - -
Aceclidina - - - - S - - - - -
Acetaminofeno c - c - c - c - c -
Acetanilida S - S - S - S - S -
Aciclovir S - S - S - S - - -
Acido Carboxilico
- - S - S - - - - -
Losartana
Acido de nicotina S - S - S - S - S -
Acido meclofenamico S - S - S - S - S -
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Preparo de Amostra

3A 3A 3B 3B 3B 3B 3C 3C 3C 3C
Composto (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo

Acido micofenélico - s - s - s - s - s
Acido tranexamico s - s - 5 - - - - §
Acido valproato - - - - - - s . - .
Adrenalona - - S - S - S - S -
Androstenediona - - - - - - - - S -
Apronalide - - - - - 5 - - - .
Atenolol c - c - c - c - c -
Bezafibrato S - S - S - - - - .
Bufexamaco - - - - - - - - - -
Butilescopolamina S - S - - S - -
Cafeina c - c - c - c - c -
Carbamazepina S - S - S - S - S -
Carboxibuprofeno - - S - - - - - - .
Cetamina S - S - S - S = S -
Cetobemidona - - S - S - - - - -
Ciclofosfamida c - c - c - c - c -
Ciprofloxacina c - c - - - - - - -
Codeina S - S - S - S - 5 -
Cotinina S - - - - - S - - -
Desvenlafaxina S - S - S - S - S -
Diazepam - - c - c - c - - -
Diclofenaco c - c c c - c - c -
Difenidramina c - c - c - c - c -
Efedrina - - S - S - S - - -
Enalapril S - S - S - S - S -
Etambutol - - - - S 5 - - - -
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Preparo de Amostra

3A 3A 3B 3B 3B 3B 3C 3C 3C 3C
Composto (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo

Etenzamida - - S - - - - - - -
Femprocumona - - S = - - - - i .
Fenacetina S - S - S - S - s -
Fenilefrina - - S - S - - i, ; .
Fenilpiracetam - - S - S - - - - .
Fluconazol c c c - c - c = I -
Flutamida - c - c - c - - - -
Furosemida - c - c - @ - - - -
Gabapentina S - S - S - - - s -
Guaifenesina S - - - - = = - - -
Hidroclorotiazida - c - c - c - c - c
Hidrocodona - - - - - = = - - -
Hidromorfona - - - - - - - - - -
Hidroxitestosterona S - - - S = s - S -
Ibuprofeno - - - - - - - - . .
Levetiracetam S - S - S - = - - -
Levofloxacino c - c - c - c - c -
Levopropilhexedrina S - S - S - S - 5 -
Lidocaina c - C - c - c - c -
L-Lisina S - S - - - S = S -
Losartana c c c c c c c c c c
Metformina S - S - S - S - S -
Metilprednisolona - - - - - - - - - -
Metoclopramida c - c - c - Cc = c -
Metoprolol c - c - c - c - I -
Metotrexato c c © - © - - - - -
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Preparo de Amostra

3A 3A 3B 3B 3B 3B 3C 3C 3C 3C
Composto (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2)
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo
Metoxetamina - - - - - - - - - ;
Metoxifenamina - - S - - = = - - ,
Metronidazol c - c - c - c - c -
Naproxeno c - c - c - c - C 5
Nimesulida - - - c - c - - - c
N—Met_hyl-2,3—dihydro— i ) i i s i . ) s )
1H-inden-2-amine

Norfenilefrina - - - - - - - - - -
Ofloxacino c - c - c - c - c 5
Ondansetrom - - - - S - S - S -
Orfenadrina S - S - S - - - S -
Oxcarbazepina S - S - S - S - S -
Petidina - - s - - = - - s -
Piracetam - - - - - - - - . .
Piridoxina - - S o - - - - _ ;
Practolol S - S - S - S - S -
Pregabalina - - - - - 5 - - - -
Primidona S - - - S - S - S -
Progesterona c = = - c - - - c -
Propranolol c - c - c - c - - -
Pseudoefedrina - c - c - c - c -
Remifentanil - - - - - - - - - -
Ritonavir S - S - S - S - s -
Rosuvastatina - s S S S S S S S S
Salicilamida S - S - S - S - - -
Sulfametoxazol - c - - - - - - - -
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Preparo de Amostra

3A 3A 3B 3B 3B 3B 3C 3C 3C 3C
C (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2) (replica 1) (replica 1) (replica 2) (replica 2)
omposto
modo modo modo modo modo modo modo modo modo modo
positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo

Sulféxido de Albendazol S - S - S - S - S -
Temazepam S - S - S - - - - -
Teobromina S - S - S - S - S -
Teofilina S - S - S - S - S -
Testosterona S - S - S - S - S -
THJ-2201 - - - - - - - - - -
Topiramato S - S - S - S - S -
Trimetoprim C - c - c - c - c -
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APENDICE C. Resultados baseados na (Q)SAR para os farmacos e metabolitos identificados na analise de triagem (Parte 1).

Composto I\?Eggiiige Decisdo I\:r?:e;gli;:\a Deciséo Bio?eBgigﬁt;]ilgade Decisdo Ifgtrglogrérl]o PBT Decisdo
(dias) ETE (%)

1-Metilxantina ! Alrtr?g:/eer;te 15 perg\ili(()ente 0.333 biode’;flgdével 185 0.2 y§$
1,3,7- Acido trimetiltrico 1 Altamente 75 Fersistencia 0,343 io de'\g'f‘;’ e 185 028 D0
17- Alfa-estradiol 409 ~ Hoevamente g5 Persistencia 0,212 bio de’;f‘;’ i 305 04 DO
hidroigr(g;z;erona e %%t:jitlaig?jie el PO S Ll biodel;k;i:dével [ Ui IID\IIS$
19- Nortestosterona 315 Lleemamente g7 Pﬁ]rg:jsgf:g;a 0,375 bio de’;f‘;’ e 349 04 DR
25 Dimewxiantetamina 251 NUREREars  TOCTES 04 eeiwe 2% 0% pgr
2-Hisroxicarbamazepina 323 TN grs FIECTEE 0186 viocegradavel Y% 045 pgr
dAcemidoantipiine 182 NERCEEars  FUCRREE 031 e M 03 poy
4-Aminoantipirina 2,13 I\r/l]%t:jitlaig?jie 15 per;\ilft(()ente 0,299 biodeNgii;dével 1,85 0,38 IID\lBé$
4-Formilaminoantipirina 1,06 “:]%%L'gzie 37,5 Prirg:jsgf:g;a 0,301 bio de’;’fz il | 186 041 |'>\l§$
4-Metilaminoantipirina 1,89 I\r/l]%t:jitlaig?jie 15 per;\ilft(()ente 0,317 biodeNgii;dével 1,86 0.41 IID\lBé$
5-Acido aminossalicilico 1,02 '\:In%%iggﬁie 15 per;\ilft(;nte 0,569 Biodegradavel 1,88 0.2 L\lBé-?-
7- Hidroxiquetiapina 42 Ligf:}g"\?;f“te 375 P;rg:jsgf;‘g;a 0,0782 bio de’;f‘; ae 196 043 L\'é‘g

Aceclidina 166 moderads 75 moderaia O biosegagwel M0 0% pgr
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. Meia-vida : - Remocao

- ; . Biodegradabilidade . .

Composto '\?Eg'“&a(;e Decisao em agua Deciséao Bgi oWins Decisao total em PBT Decisao

g Kee (dias) ( ) ETE (%)

. Mobilidade Né&o Néo Né&o
Acetaminofeno 1,65 moderada 15 persistente 0,426 biodegradavel 1,86 0,21 PBT
- Mobilidade Né&o Né&o Néo
AR 1,55 moderada 15 persistente 0,413 biodegradavel 19 0,19 PBT
. . Altamente Né&o Néo Né&o
Aciclovir 1 movel 15 persistente 0,431 biodegradavel 185 0,37 PBT
Acido carboxilico de . Persisténcia Né&o Né&o
losartana SR liige! el moderada st biodegradavel 033 Bheiy PBT
Acido de nicotina 0,91 Altamente 15 l\_lao 0,697 Biodegradavel 1,86 0,2 Nao
movel persistente PBT
A A Mobilidade . Néo Né&o
Acido meclofenamico 2,62 moderada 60 Persistente 0,236 biodegradavel 92,2 0,41 PRT
Acido micofendlico 2,56 Mobilidade 15 l\_lao 0,903 Biodegradavel 41 0,31 Nao
moderada persistente PBT
Acido tranexamico 1,49 diedilid 15 l\_lao 0,704 Biodegradavel 1,85 0,2 Nao
moderada persistente PBT
A Mobilidade Né&o . . Né&o
Acido valproato 1,43 moderada 15 persistente 0,76 Biodegradavel 4,24 0,23 PRT
Mobilidade Né&o Né&o Né&o
PElFEE B 2 moderada = persistente DA biodegradavel i3t Ot PBT
Androstenediona 353 Llgelramente 60 Persistente 0,174 _ Nao 405 041 Na°
movel biodegradavel PBT
. Mobilidade Né&o Né&o Né&o
el /5 moderada = persistente e biodegradavel &L e PBT
Mobilidade Persisténcia Nao Nao
Atenolol 183 moderada 37,5 moderada 0,394 biodegradavel 185 0,32 PBT
. Mobilidade . Nao Nao
Bezafibrato 2,62 moderada 60 Persistente 0,387 biodegradavel 42,6 0,4 PRT
Mobilidade Néo Nao Nao
Bufexamaco 2,94 moderada 15 persistente 0,428 biodegradavel 2,33 0,24 PBT
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. Meia-vida : - Remocéo
. ] . Biodegradabilidade . . .
Composto '\?Eg'“&age Decisao em agua Decisao Bgl oWin s Decisao total em PBT Decisao
g Kee (dias) ( ) ETE (%)

. . Mobilidade Nao Né&o Né&o
Eut el i e moderada L persistente g biodegradavel Le Uit PBT
. Altamente Né&o Né&o Né&o
Cafeina 1 movel 15 persistente 0,368 biodegradavel 185 0,31 PBT
. Ligeiramente Persisténcia Né&o Né&o
AT T Sl movel e moderada O biodegradavel e s PBT
Carboxibuprofeno 3,1 ngelr,amente 8,67 I\_lao 0,728 Biodegradavel 2,22 0,29 Nao
movel persistente PBT
. Ligeiramente Persisténcia Né&o Né&o
Cetamina 3,06 movel 37,5 moderada 0,152 biodegradavel 2,45 0,33 PBT
Cetobemidona 391  Llgelramente 60 Persistente 0,125 _ Nao 189 031 N
movel biodegradavel PBT
. . Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
Sl 1,97 moderada 37,5 moderada 0,322 biodegradavel 1,86 0,31 PBT
. . Altamente . Né&o Né&o
Ciprofloxacina 1 mével 60 Persistente 0,182 biodegradavel 1,85 0,41 PRT
. Mobilidade . Né&o Né&o
Codeina 2,84 moderada 60 Persistente 0,244 biodegradavel 1,91 0,33 PRT
I Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
Cotinina 2,12 moderada 37,5 moderada 0,238 biodegradavel 185 0,25 PBT
Desvenlafaxina 324  Llgeiramente 60 Persistente -0,0658 _ Nao 39 044 N
movel biodegradavel PBT

Diazepam 3gg  Llgeiramente oo g Persistencia 0,153 _ Nao 442 048 Incerto

movel moderada biodegradavel
Diclofenaco 2,66 gyl 37,5 Persistencia 0,227 _ Nao 566 049 Incerto
moderada moderada biodegradavel

o . Ligeiramente Persisténcia Né&o Né&o
Difenidramina 3,92 mével 37,5 moderada -0,0244 biodegradavel 8,76 0,37 PRT
. Mobilidade Nao N&o N&o
STE et moderada L persistente Ol biodegradavel L e PBT
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. Meia-vida : - Remocéo

. ] . Biodegradabilidade . _

Composto '\?Eg'“&a(;e Decisao em agua Decisao Bgl oWin s Decisao total em PBT Decisao

g Kee (dias) ( ) ETE (%)

. Mobilidade Né&o . ) Né&o
Enalapril 2,54 moderada 15 persistente 0,602 Biodegradavel 1,85 0,31 PRT
Etambutol 1 RUETEIT 15 NEE 0,574 Biodegradavel 1,85 018 Na°
movel persistente PBT
. Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
Etenzamida 1,32 moderada 37,5 moderada 0,472 biodegradavel 187 0.21 PBT
. Mobilidade Persisténcia . . Né&o
Fenacetina 1,61 moderada 37,5 moderada 0,489 Biodegradavel 2 0,27 PRT
e Mobilidade Néo Néo Né&o
Fenilefrina L75 moderada 15 persistente 0,386 biodegradavel 185 0,22 PBT
_— Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
el Eei &l moderada =9 moderada Bkl biodegradavel 5 08 PBT
Ligeiramente Néo Néo Néo
Femprocumona 3,01 movel 15 persistente 0,42 biodegradavel 16,1 0,35 PBT
Ligeiramente Muito Néo Néo
gt =i movel Bl persistente ik biodegradavel i3t e PBT
Flutamida 306  L-lgelramente 60 Persistente 0,139 _ Nao 10 044 N
movel biodegradavel PBT
. Mobilidade . N&o Né&o
Furosemida 2,04 moderada 60 Persistente 0,239 biodegradavel 2,27 0,32 PRT
. Mobilidade Néo . . Néo
Gabapentina 1,73 moderada 15 persistente 0,585 Biodegradavel 1,85 0,2 PRT
Guaifenesina 1 Alta[nente 15 l\_lao 0,703 Biodegradavel 1,94 0,2 AL
movel persistente PBT
. .. Mobilidade . N&o Néo
Hidroclorotiazida 1,08 moderada 60 Persistente -0,0667 biodegradavel 1,85 0,42 PRT
Hidrocodona 303  Llgelramente 60 Persistente 0,191 _ Nao 242 034 Nao
movel biodegradavel PBT
Hidromorfona 334  Llgelramente 60 Persistente 0,131 _ Nao 201 033 Nao
movel biodegradavel PBT
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Mobilidade Meia-vida Biodegradabilidade Remogao

Composto (Log Koo) Decisdo elg:j i?sl)m Decisdo (BioWin 5) Deciséo éc_)lfgl (%2:) PBT Deciséo
Hidroxitestosterona 24 s 5 e 0.369 biodeNg?:davel 24 03 o
Ibuprofeno 2,63 '\If'n%tgé';":‘j‘;e 15 pers'\i'ft‘;me 0,499 Biodegradavel 287 0,22 P'\'Ba$
Levetiracetam 107 oderads 5 moderada 0388 piocegradavel 4% 019 pgr
Levofloxacino 1,09 '\If'n%tgé';fj‘;e 180 pe':gi‘;ig?]te 0,126 bio deNgf;) el | L85 031 P'\'gg
Levopropilhexedrina 2,95 “r’:]%tgé'g?j‘ie 15 perg\i'ft‘;me 0,412 bio de“gf‘; vl 16 0,26 PNBS‘$
Lidocaina 2,62 '\If'n%tgé';fj‘;e 60 Persistente 0,217 bio deNgf;) vl 2,94 0,34 P'\'gg
L-Lisina 1 Altamette g 67 perg\i'ft‘;me 0,644 Biodegradével 185 019  N°O
Losartana 5,15 Imével 37,5 P;rjgsgf:g;a 0,159 bio deNgf‘: il 305 039 PN;$
Al 1.64 %%%Lig?iie 15 pers,,\ilsat(()ente 0.431 biodeNgégdével 185 0.22 PNS'CI)'
Metilprednisolona 2,26 %%tgéig?jie 60 Persistente 0,2 biode’;?;)dével 2,11 0,28 L\Ig.?_
Metoclopramida 191 Mopiidade 60 Persistente 0,074 bio deNgf‘;) e 349 041 D0
Metoprolo 206 Nooads 55 modemds % bodegser 215 02 oy
Metotrexcto U B 0129 piocegradavel 4% 03 g
Metoxetamina 29 Moo 55 modemds %% bodegager 014 031 ooy
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. Meia-vida : - Remocéo
- ; - Biodegradabilidade . . .
Composto '\?Eg'“&age Decisao em agua Decisao Bgl oWin s Decisao total em PBT Decisao
g Kee (dias) ( ) ETE (%)
. . Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
[Eleiicnamin: 2,11 moderada 37,5 moderada 0,419 biodegradavel 2,65 0,25 PBT
. Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
Metronidazol 115 moderada 37,5 moderada 0,29 biodegradavel 185 0.2 PBT
Mobilidade Né&o . , Né&o
Naproxeno 2,53 moderada 15 persistente 0,541 Biodegradavel 7,55 0,22 PRT
Nimesulida 2,75 Mobilidade 375 Persisténcia 0,0021 _ Nao 341 049 Incerto
moderada moderada biodegradavel
N-Methyl-2,3-dihydro- Mobilidade Persisténcia Néo Néo
1H-inden-2-amine ER moderada el moderada Uit biodegradavel e 0 PBT
oo Mobilidade Néo Né&o Né&o
Norfenilefrina L moderada 15 persistente 0,368 biodegradavel 185 0,22 PBT
. Mobilidade Muito Né&o Né&o
Gl 0 moderada el persistente 012 biodegradavel 5 Ot PBT
Ligeiramente Persisténcia Néo Néo
Ondansetrom 4,43 movel 37,5 moderada 0,267 biodegradavel 27,8 0,47 PBT
. Ligeiramente Persisténcia Né&o Né&o
Ol e 4,14 movel Sl moderada e biodegradavel AU UiE PBT
. Mobilidade Persisténcia Né&o Né&o
Oxcarbazepina 2,21 moderada 375 moderada 0,237 biodegradavel 1.9 0,43 PBT
- Ligeiramente Persisténcia Né&o Né&o
Peelie S movel Sl moderada Ok biodegradavel &z s PBT
. Altamente Néo Né&o Né&o
Piracetam 1 movel 15 persistente 0,458 biodegradavel 185 0,19 PBT
Piridoxina 1 ALETEIS 15 e 0,651 Biodegraddvel 1,85 022  NdO
movel persistente PBT
Mobilidade Persisténcia N&o Néo
Practolol 13 moderada 375 moderada 0,407 biodegradavel 187 0,31 PBT
. Mobilidade Nao . . N&o
Pregabalina 1,4 moderada 15 persistente 0,629 Biodegradavel 1,85 0,2 PRT
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. Meia-vida : - Remocéo
- ) . Biodegradabilidade o .
Composto '\?Eg'“&a(;e Decisao em agua Deciséao Bgi oWins Decisao total em PBT Decisao
g Kee (dias) ( ) ETE (%)

. Mobilidade Persisténcia Néo Nao
Primidona 2,14 moderada 37,5 moderada 0,231 biodegradavel 1,88 0.28 PBT
Progesterona 4 ngelr,a mente 60 Persistente 0,178 . VD . 24,5 0,5 Incerto

movel biodegradavel

Mobilidade Nao Nao Nao

Propranolol 2,95 moderada 15 persistente 0,35 biodegradavel 126 0,31 PBT

. Mobilidade Nao Néo Néo

PR A L3 moderada Lo persistente Lt biodegradavel L 2l PBT
Remifentanil 2,37 . 60 Persistente 0,418 . Nao , 1,96 0,45 Incerto

moderada biodegradavel

. . . Muito Néo Néo
Ritonavir 7,73 Imovel 180 persistente -0,73 biodegradavel 93 0,35 PRT

. Mobilidade Persisténcia Néo Néo
Rosuvastatina 1,68 moderada 37,5 moderada 0,379 biodegradavel 3,04 0,46 PBT
. Mobilidade Nao Néo Néo
silllglfmien 2l) moderada = persistente Oats biodegradavel Lo A3 PBT
Mobilidade Persisténcia Néo Néo

Sulfametoxazol 2,41 moderada 37,5 moderada 0,0375 biodegradavel 1,88 0,38 PBT
L Mobilidade Persisténcia Néo Néo
Sulféxido de Albendazol 2,62 moderada 37,5 moderada 0,0461 biodegradével 1,92 0,43 PBT
Mobilidade Persisténcia Néo Néo

Temazepam 2,71 moderada 375 moderada 0,258 biodegradavel 2,46 0.47 PBT

. Altamente Nao Néo Néo
Vil 4 movel = persistente Ozl biodegradavel )3 o PBT
- Altamente Nao Nao Néo
Teofilina 1 mével 15 persistente 0,351 biodegradavel 1,85 0,32 PBT
Ligeiramente Persisténcia Né&o Né&o

jletosterand 3,34 movel 805 moderada 0:264 biodegradavel 9:54 0.65 PBT
THJ-2201 58 Imével 375 Persistencia 0,223 Nao 92,2 051 Incerto

moderada

biodegradavel

104



. Meia-vida : - Remocéo
. , . Biod dabilidad . .
Composto '\?Eg'“&ac)ie Decisao em agua Deciséao 10 eBgiE)aV\;j}r:ls ade Decisao total em PBT Decisao
g Kee (dias) ( ) ETE (%)
. Altamente . Né&o Né&o
Topiramato 1 mével 60 Persistente -0,171 biodegradavel 1,85 0,35 PRT
. . Mobilidade . Né&o Né&o
Trimetoprim 2,86 moderada 60 Persistente 0,232 biodegradavel 1,88 0,34 PRT
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APENDICE D. Resultados baseados na (Q)SAR para os farmacos e metabolitos identificados na analise de triagem (Parte 2).

HlgEED 60 Score de Score de Nao
Composto receptor de Deciséo -~ - Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
- Mutagenicidade Mutagenicidade
estrogénio
1-Metilxantina 0 N&o ligante 0,1 0,375 N&o mutagénico 0,3 Nao carcinogenico com baixa
confiabilidade
1,_3,7—_ACI_do 0 Nio ligante 0.2 0.3 Niio mutagénico 05 Possivelmente nédo carcinogénico com
trimetilurico moderada confiabilidade
17- Alfa-estradiol 20 nga?;it?mto 0 1 N&o mutagénico 1 Carcinogénico com valor experimental
A 0 N&o ligante 0,05 0,6 N&o mutagénico 0,7 CAlEIasENsD eoi i
hidroxiprogesterona confiabilidade
19- Nortestosterona 15 Ligante forte 0,05 0,675 N&o mutagénico 0,8 Carcmogem_co com Mmoderada
confiabilidade
2,5-Dimetoxianfetamina 0 Nao ligante 0,05 0,6 N&o mutagénico 0,4 Plosiiue s Ndo carcinogenico com
alta confiabilidade
2-Hidroxicarbamazepina 15 Ligante forte 0,375 0,1 Mutagénico 0,7 Carcmoge_nlc_o_com baixa
confiabilidade
4-Acetamidoantipirina 0 Nao ligante 0,35 0,15 Mutagénico 0,8 Carcmogem(_:o com aceidnd
confiabilidade
4-Aminoantipirina 0 Nao ligante 0,1 0,3 N&o mutagénico 0,8 Carcmogem(_:o com moderada
confiabilidade
4-Formilaminoantipirina 0 Nao ligante 0,35 0,15 Mutagénico 0,8 Carcmogem(_:o com aceidnd
confiabilidade
4-Metilaminoantipirina 0 Nao ligante 0,1 0,3 N&o mutagénico 0,7 Carcmoge_nlc_o_com baixa
confiabilidade
.S'AC'(.jO, . 5 Ligante fraco 0 1 N&o mutagénico 0,6 Posswelmepte Nao carcinogenico com
aminossalicilico baixa confiabilidade
7- Hidroxiquetiapina 15 Ligante forte 0 0,4 N&o mutagénico 0,6 Posswelme_nte Nao carcinogenico com
baixa confiabilidade
Aceclidina 0 N&o ligante 0,2 0,2 Mutagénico 0,6 POSEIVE EALS MO GV EIiED e

baixa confiabilidade
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Ligacéo ao

Composto receptqr Fje Deciséo Muti(;%;eiggla de MSuCt(;rgeegiec!\cIJIi%le Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
estrogénio
Acetaminofeno 5 Ligante fraco 0 1 N&o mutagénico 0,5 Possivil]rggg:: dr;a(?o%i:g:)r}ﬁgigieco com
Acetanilida 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,6 Possivelrgzg;cg Qgﬁf?:l;ﬂirzj%%inico com
Aciclovir 0 Néo ligante 0,15 0,05 Mutagénico 04 POSSi"e'mael':;ecgi‘;igﬁgﬁ?; dgeé”ico com
Acidolgz;\;tr); );]I!liCO i 0 N&o ligante 0 0,4 N&o mutagénico 0,6 POSSiVEInt:ZP):Z leﬁfci:;;(i:liiréz%inico com
Acido de nicotina 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,6 Possivelrg:in)zg Qgﬁf?:{)ﬂiré%%éenico com
Acido meclofenamico 0 N&o ligante 0,15 0,6 N&o mutagénico 0,6 POSSiVEInt:ZP):Z leﬁfci:;;(i:liiréz%inico com
Acido micofendlico 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,6 Possivelrg:in)zg Qgﬁf?:{)ﬂiré%%éenico com
Acido tranexamico 5 N&o ligante 0 0,575 N&o mutagénico 0,6 POSSiVEIrEZP)EZ Qgﬁf?:tr)?li%:l%inico com
Acido valproato 7 N&o ligante 0 0,9 N&o mutagénico 0,8 Carcinogsglic(i:;)bti:ﬁg;g;oderada
Adrenalona 10 Ligante moderado 0 0,675 N&o mutagénico 0,5 Possivc:rl]rgggrt: dr;é(?oﬁzgmﬁgiggo com
Androstenediona 0 N&o ligante 0,05 0,675 N&o mutagénico 0,8 Carcinogsglic(i:;)bti:ﬁg;g;oderada
Apronalide 0 N&o ligante 0,05 0,45 N&o mutagénico 0,3 N cargg:]?‘icﬁ?iil?gazc;m e
Atenolol 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,6 POSSiveIrEZP;Z Egtr)]f(i::gti:liir:jc;%inico com
Bezafibrato 0 N&o ligante 0 0,6 N&o mutagénico 0,8 Carcinogizli‘?;b?ﬁ;g;oderada
Bufexamaco 0 N&o ligante 0,1 0,3 N&o mutagénico 0,6 Possivelmente ndo carcinogenico com

baixa confiabilidade
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Ligacéo ao

Score de

Score de Nao

Composto receptqr Fje Deciséo Mutagenicidade Mutagenicidade Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
estrogenio
Butilescopolamina 0 NZo ligante 0,15 0,225 N0 mutagénico 0,6 POSSi"e"EZi”)Ig Qgﬁff:t;fl'&z%i”'co com
Cafeina 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0 Nao Car(:)?ggﬁmggtzfm valor
Carbamazepina 0 Néo ligante 0,15 0,35 Nio mutagénico 07 CAmTELETIE G B
Carboxibuprofeno 0 Nzo ligante 0 0,65 N&o mutagénico 0,5 Possivil]rgggrt: dgégo%izgg;ﬁ?jigieco com
Cetamina 0 N4o ligante 0 0,5 N&o mutagénico 0,7 Cardggg?gﬁﬁiggg; baixa
Cetobemidona 15 Ligante forte 0 0,825 N&o mutagénico 0,4 Possivelm:IT;ecgi(:igﬁgﬁi;; dgeénico com
Ciclofosfamida 0 Nao ligante 1 0 Mutagénico 1 Carcinogénico com valor experimental
Ciprofloxacina 0 N3o ligante 1 0 Mutagénico 0,5 Possiv?}rgggrt: dgégoiizgmﬁgig;co com
Codeina 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0 e Carzi)?;egr?:]igr?t;;) W Eler
Desvenlafaxina 15 Ligante forte 0 0,75 N&o mutagénico 0,6 POSSive"EZP)IZ Qgﬁﬁc:tr)?liir:j‘;%ée”ico o
Diazepam 0 N4o ligante 0 1 N&o mutagénico 0 Nao carceigsgréizpniggtg?m valor
Diclofenaco 0 Néo ligante 0 1 Néomutagénico 06 P e confapilcie
Difenidramina 0 NZo ligante 0 1 N3o mutagénico 0,3 Nao Cargg;]c;?aég‘iiﬁgagoem baixa
Efedrina 0 N4o ligante 0 1 N0 mutagénico 0.3 N&o carcinogénico com baixa

confiabilidade
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Ligacéo ao

Score de

Score de Nao

Composto receptqr Fje Deciséo Mutagenicidade Mutagenicidade Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
estrogenio
Enalapril 0 No ligante 0 0,75 N30 mutagénico 03 N&o Carg(')’:]‘;?:t:'ﬁga%%m baixa
Etambutol 0 N3o ligante 0 1 Nao mutagénico 0.4 Possivelm:l?;ecgic;iggzﬁ?;dgeénico com
Etenzamida 0 Nao ligante 0 1 Ndo mutagénico 0,7 Carcizggfggﬁigggébaixa
Femprocumona 0 Nao ligante 0,05 0,6 N&o mutagénico 0,7 Carcirgggfir:gﬁigc;&baixa
Fenacetina 0 Né&o ligante 1 0 Mutagénico 1 Carcinogénico com valor experimental
Fenilefrina 5 Ligante fraco 0 1 N&o mutagénico 0,2 NEE carcir;g%%n;gﬁigggnemoderada
Fenilpiracetama 0 Nzo ligante 0,15 0,15 Mutagénico 0,5 Possivil]rgggrt: dr;égo(;]?‘:gg;ﬁ?jigieco com
Fluconazol 0 Néo ligante 0,15 0,35 N&o mutagénico 08 CarCinogcé)rr:]i‘(i:;b(i:ﬁ(rjr;g;oderada
Flutamida 0 N3o ligante 0,25 0,15 Mutagénico 0,7 Cardzggfggﬁiggabaixa
rrosemice ’ e flgante ’ L Neomutagénico o O oderada confibilcads
Gabapentina 0 N&o ligante 0 0,825 N&o mutagénico 1 Carcinogénico com valor experimental
Guaifenesina 0 N&o ligante 0 0,4 N&o mutagénico 0,4 Possivelmaelr:;ecr;i(;igﬁzlcii;:dgeénico com
Hidroclorotiazida 0 NZo ligante 0 1 N3o mutagénico 0,2 Nao Carcir;c;%i:raigﬁi(cjzrglemoderada
Hidrocodona 0 Nao ligante 0 0,825 Niio mutagénico 0.4 Possivelmael?;ecgit;igﬁgﬁ?;dgeénico com
Hidromorfona 15 Ligante forte 0 09 Nao mutagénico 0.4 Possivelmente ndo carcinogénico com

alta confiabilidade
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Ligacéo ao

Score de

Score de Nao

Composto receptqr Fje Decisao Mutagenicidade Mutagenicidade Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
estrogénio
Hidroxitestosterona 0 Néo ligante 0,05 0,6 N&o mutagénico 08 CarcinOggrr]l]iCiC;b(izlciJcTagoderada
Ibuprofeno 0 NZo ligante 0 1 N&o mutagénico 0,2 Nao Carcir;(;%iggﬁifjg?emoderada
Levetiracetam 0 N3o ligante 0,15 0,525 Nao mutagénico 0.4 Possivelm:lr;;ecgic;igﬁgﬁ?:dgeénico com
Levofloxacino 0 Nzo ligante 0,725 0 Mutagénico 0,7 Carciggg?ggﬁiggabaixa
Levopropilhexedrina 0 NZo ligante 0 0,825 N&o mutagénico 0,3 Néo Cargi)r;?‘?zi?iilci;gazzm baixa
Lidocaina 0 Néo ligante 0 05 Nao mutagenico 05 O oderada confabiidace
Losartana 0 Né&o ligante 0,15 0,35 N&o mutagénico 0,5 Possiv?}rgggrt: dgégo%izgitﬂﬁg%fo com
Metformina 0 N3o ligante 0,05 0,35 N&o mutagénico 0,4 POSSivelmaelr:;ecr;i(;igazlcii;:dgeénico el
Metilprednisolona 15 Ligante forte 0,05 0,6 N&o mutagénico 0,7 Carcigggfggﬁiggabaixa
Metoclopramida 15 Ligante forte 0,35 0,15 Mutagénico 0,9 Carcinogénico com alta confiabilidade
Metoprolol 0 N3o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,3 Possivelm:l?;ecgi?igﬁgﬁi(;]; dgeénico com
Metotrexato 0 N3o ligante 0 1 N0 mutagénico 0,2 Nao carcirég%i:gé:ﬁigzgnemoderada
Metoxetamina 0 NZo ligante 0 0,5 N3o mutagénico 0,5 Possiv?rllrgggrt: dr;é(?o%?‘gg:ﬁ?jigieco com
Metoxifenamina 0 N3o ligante 0 075 N0 mutagénico 05 Possivelmente ndo carcinogénico com

moderada confiabilidade
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Ligacéo ao

Score de Score de Nao

Composto receptqr Fje Decisao Mutagenicidade Mutagenicidade Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
estrogenio
Metronidazol 0 Né&o ligante 1 0 Mutagénico 1 Carcinogénico com valor experimental
Naproxeno 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,5 Possivil]rggg:: dr;égoﬁzgmﬂgigifo com
Nimesulida 0 Nio ligante 0,5 0 Mutagénico 0,8 Ca“’i”Oggm‘i’;bfﬁ;“ad";o‘jerada
VHemasaee o Neigme o
Norfenilefrina 5 Ligante fraco 0,15 0,525 Ndo mutagénico 0,3 Ndo cargi)r:]?c?aé;iil?gazc;m baixa
Ofloxacino 0 Nao ligante 0,725 0 Mutagénico 0,7 Carcir;gg?r;gﬁigc;&baixa
Ondansetrom 0 Né&o ligante 0,3 0,1 Mutagénico 0,5 POSSiV?::SgQ:: dr;égo%izg{)r;ﬁ?jigieco com
Orfenadrina 0 Nao ligante 0 1 N&o mutagénico 0,6 POSSiVEIrEZP)EZ Qgﬁf?:tzfliﬂjz%éenico com
Oxcarbazepina 0 N&o ligante 0 0,65 N&o mutagénico 0,6 Possivelrgzr)zz Qgﬁfti::kr)(i:liiréc;%inico com
Petidina 0 N&o ligante 0 0,75 N&o mutagénico 0,5 Possivc:rl]rgggrt: dr;éc?o%izgmﬂgigieco com
Piracetam 0 N&o ligante 0 0,675 N&o mutagénico 0,5 Possivﬂ}rgsgrt: dgégo%izggmgig;co com
Piridoxina 0 Né&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,7 Carcizggfggﬁi(cjg&baixa
Practolol 0 N&o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,5 Possiv?rllrgggrt: dr;é(?o%?‘g)r:ﬁgigieco com
Pregabalina 0 N&o ligante 0 0,825 N&o mutagénico 0,6 Possivelnt:z?;: Egﬁf?:tr)?liir:;;%inico com
Primidona 0 Nao ligante 1 0 Mutagénico 0,6 Possivelmente no carcinogenico com

baixa confiabilidade
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Ligacéo ao

Score de

Score de Nao

Composto receptqr Fje Decisao Mutagenicidade Mutagenicidade Deciséo Carcinogenicidade Deciséo
estrogénio
Progesterona 0 NZo ligante 0 1 N&o mutagénico 0,8 Carcinoggrr:]icicsb(izlci)crpacrigoderada
Pseudoefedrina 0 NZo ligante 0 1 N&o mutagénico 0,3 Néo Cargg:]?c?ft?iiﬁga‘é%m baixa
Remifentanil 0 Nao ligante 0 0,725 Niio mutagénico 0.4 PossivelmaeIT;ecgi(:igsgﬁi(;I;dgeénico com
Ritonavir 0 NZo ligante 0,15 0,15 Mutagénico 0,6 POSSiVEInt:ZP)EZ Qgﬁf?:l;?liirézgjéenico ey
s 5 o L e a5 enmesommicon
Sulfametoxazol 15 Ligante forte 0 1 N&o mutagénico 0,6 POSSiveIrEZP;Z Qgﬁf?:g?lii%c;%i”ico com
Sulféxido de Albendazol 0 N3o ligante 0,1 0,2 N&o mutagénico 0,7 Cardzgg?ggﬁigggl baixa
Temazepam 0 Néo ligante 01 0,375 Né&o mutagénico 03 Ndo Cargg;ﬁ?aé&ﬁgaﬁm baixa
Teobromina 0 N3o ligante 0 1 N&o mutagénico 0,4 POSSiveImaelr:;ecgi(;igﬁzlciig: dgeénico com
Teofilina 1 N4o ligante 0 1 N0 mutagénico 0 Nao carceigsgréizpniggtg?m valor
Testosterona 15 Ligante forte 0,05 0,675 N&o mutagénico 08 Carcinogiz}i‘?;b(i:ﬁ(r;;g;oderada
Topiramato 3 N&o ligante 0,05 0,15 N&o mutagénico 0,6 POSSINE TSI LD CAITMEYS1ED Co

baixa confiabilidade
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Ligacao ao Score de Score de N&o

Composto receptqr Fie Deciséo Mutagenicidade Mutagenicidade Deciséao Carcinogenicidade Deciséo
estrogénio
Trimetoprim 6 Nio ligante 0,425 0,05 Mutagénico 0.7 Carcinogénico com baixa

confiabilidade
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APENDICE E. Agrupamento ELECTRE para teste de sensibilidade.

Composto

Fenacetina
Ciclofosfamida
Metoclopramida
2-Hidroxicarbamazepina
17- Alfa-estradiol
Metronidazol
Desvenlafaxina
Primidona
Testosterona
Trimetoprim
19- Nortestosterona
Ciprofloxacina
4-Formilaminoantipirina
L-Lisina
Metilprednisolona
4-Acetamidoantipirina
Flutamida
Fluconazol
THJ-2201
Ondansetrom
Levofloxacino
Ofloxacino
Ritonavir
Bezafibrato
Acido valproato
7- Hidroxiquetiapina
Androstenediona
Sulfametoxazol
Hidromorfona
Progesterona
Carbamazepina
Topiramato
Acido meclofenamico
Aceclidina
Cetobemidona
Hidroxitestosterona
Nimesulida
4-Aminoantipirina
Orfenadrina
Butilescopolamina
Femprocumona
Adrenalona
Gabapentina

Peso original
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Composto

Grupos

Peso original Peso -0,5 Peso +1
5-Acido aminossalicilico 8 7 8
Sulféxido de Albendazol 8 9 10
Difenidramina 8 8 7
1,3,7- Acido trimetilrico 8 7 11
Norfenilefrina 9 8 9
Acido tranexamico 9 7 8
Acetaminofeno 9 6 6
4-Metilaminoantipirina 9 9 9
Losartana 9 9 7
Bufexamaco 9 9 10
Salicilamida 10 9 9
N-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-2-amine 10 9 10
Acido micofendlico 10 10 9
Cetamina 10 10 10
Acido Carboxilico Losartana 10 12 8
17- Alfa-hidroxiprogesterona 11 11 9
Diclofenaco 11 10 8
Rosuvastatina 11 10 11
Fenilpiracetama 11 10 11
Etenzamida 11 9 11
Fenilefrina 11 10 10
Propranolol 12 13 9
Aciclovir 12 11 12
Levetiracetam 12 11 12
Piridoxina 12 11 15
Temazepam 12 11 12
Metoxetamina 12 13 11
Acetanilida 12 11 12
Lidocaina 12 14 12
Oxcarbazepina 13 11 13
Atenolol 13 12 12
2,5-Dimetoxianfetamina 13 12 13
Acido de nicotina 13 12 16
Petidina 13 14 12
Naproxeno 13 14 12
Cotinina 14 13 14
Furosemida 14 14 13
Metoxifenamina 14 15 13
1-Metilxantina 14 13 17
Levopropilhexedrina 14 16 13
Pregabalina 15 14 15
Carboxibuprofeno 15 15 14
Hidrocodona 15 15 14
Remifentanil 15 15 13
Metformina 15 13 15
Ibuprofeno 15 17 14
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Composto

Practolol
Apronalide
Metoprolol

Piracetam

Hidroclorotiazida
Enalapril
Guaifenesina
Metotrexato
Etambutol
Teobromina
Efedrina
Pseudoefedrina

Diazepam

Codeina

Teofilina

Cafeina

Peso original

Grupos

Peso -0,5 Peso +1
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APENDICE F. Resultados do teste de Friedman para o teste de sensibilidade.

Informacéo Valor
Qui-quadrado de Friedman (nivel de significancia de 0,01) 5774
Graus de liberdade 2
p-valor 0,0557
Diferenca critica 42,535
Comparacéo de agrupamento Diferenca observada SigDr:{ﬁ';:rt]ﬁf‘ 7

Original - Peso -0,5 0,5 Nao
Original - Peso +1 25 N&o
Peso -0,5 - Peso +1 24,5 Nao
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