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Resumo

Os processos convencionais de tratamento de agua e esgoto, quando existentes, ndo sao eficientes para a remocéo de
farmacos e residuos de vérios tipos de antimicrobianos tém sido encontrados em éaguas superficiais e residuais. A
presenca dessas substancias no meio aquatico é uma séria preocupagdo em todo o mundo, pois pode levar ao
surgimento de resisténcia aos antibiéticos, reduzindo ou mesmo evitando o seu efeito terapéutico. Este estudo
investigou a ocorréncia de representantes de dois grupos de antibidticos (fluoroguinolonas e sulfonamidas) em
efluentes de estacdo de tratamento de esgotos (ETES) e em aguas de superficie que recebem langcamento de efluente.
Os resultados indicaram que as concentracBes dos trés analitos identificados nos afluentes — ciprofloxacina (CIP),
norfloxacina (NOR) e sulfametoxazol (SMZ) - variaram de < 100 (ng/mL) a >100 ng/mL e os antimicrobianos CIP e
SMZ ocorreram com mais frequéncia e em concentragfes mais altas. Portanto, estudos sobre ocorréncia de farmacos
no ambiente devem ser ampliados, seus efeitos devem ser investigados, como também os sistemas de tratamento
devem ser aperfeicoados e eficiente para minimizar esses contaminantes.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Aguas residuais; Aguas superficiais.

Abstract

Conventional water and wastewater treatment processes, when they exist, are not efficient for drug removal and
residues of various types of antimicrobials have been found in surface and wastewater. The presence of these
substances in the aquatic environment is a serious concern worldwide, as it can lead to the emergence of resistance to
antibiotics, reducing or even preventing their therapeutic effect. This study investigated the occurrence of
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representatives of two groups of antibiotics (fluoroquinolones and sulfonamides) in sewage treatment plant (STP)
effluents and in surface waters receiving effluent discharge. The results indicated that the concentrations of the three
analytes identified in the effluents - ciprofloxacin (CIP), norfloxacin (NOR) and sulfamethoxazole (SMZ) - ranged
from <100 (ng/mL) to >100 ng/mL and the antimicrobials CIP and SMZ occurred more frequently and at higher
concentrations. Therefore, studies on the occurrence of drugs in the environment should be expanded, their effects
should be investigated, and treatment systems should be improved and made more efficient to minimize these
contaminants.

Keywords: Antimicrobials; Wastewater; Surface water.

Resumen

Los procesos convencionales de tratamiento de aguas y aguas residuales, cuando existen, no son eficientes para la
eliminacion de productos farmacéuticos y se han encontrado residuos de varios tipos de antimicrobianos en las aguas
superficiales y residuales. La presencia de estas sustancias en el medio acuatico es una grave preocupacion en todo el
mundo porque puede provocar la aparicién de resistencia a los antibiéticos, reduciendo o incluso impidiendo su efecto
terapéutico. Este estudio investigo la presencia de representantes de dos grupos de antibioticos (fluoroquinolonas y
sulfonamidas) en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (STP) y en las aguas superficiales que
reciben el vertido de efluentes. Los resultados indicaron que las concentraciones de los tres analitos identificados en
los efluentes -ciprofloxacina (CIP), norfloxacina (NOR) y sulfametoxazol (SMZ)- oscilaban entre <100 (ng/mL) y
>100 ng/mL vy los antimicrobianos CIP y SMZ se presentaban con mayor frecuencia y en concentraciones mas
elevadas. Por lo tanto, hay que ampliar los estudios sobre la presencia de drogas en el medio ambiente, investigar sus
efectos y mejorar los sistemas de tratamiento para minimizar estos contaminantes.

Palabras clave: Antimicrobianos; Aguas residuales; Aguas superficiales.

1. Introducéo

O atendimento deficitario dos servigos de esgotamento sanitario no Brasil tem resultado em parcela significativa de
esgotos sem tratamento e sem destinacdo adequada e, assim, sdo importantes veiculos na disseminacdo de doengas e danos ao
meio ambiente como contaminag&o do solo e dos recursos hidricos em todo o mundo (Agéncia Nacional de Aguas, 2017a).

O lancamento de esgotos sem o tratamento adequado, muitas vezes dispostos diretamente nos corpos hidricos,
compromete a qualidade da agua, principalmente préximo as areas urbanas, e isso pode até inviabilizar o atendimento dos
recursos hidricos, sobretudo para o abastecimento e uso humano, além de impactar com efeitos danosos a satde publica e ao
equilibrio do meio ambiente (Agéncia Nacional de Aguas, 2017b).

O processo de tratamento dos esgotos usualmente é classificado em niveis de eficiéncia da reducdo da carga
poluidora: preliminar, primério, secundario ou terciario. A opgdo do processo baseia-se, principalmente, no nivel de eficiéncia
desejado (qualidade do efluente final, compativel com a necessidade do corpo receptor), na area disponivel para sua
implantacdo, no custo e na complexidade de implantacdo e operacdo de cada processo, nas condicionantes ambientais relativas
a locacdo da unidade, na producdo e disposi¢do de lodos e na dependéncia de insumos externos. O tratamento secundario
destina-se a degradacdo biol6dgica de compostos carbonaceos nos chamados reatores bioldgicos. Normalmente esses reatores
sdo constituidos por tanques com grande quantidade de microrganismos aerébios, onde sdo submetidos a uma série de
processos, incluindo dispersdo, diluicdo, particdo, biodegradacgdo e transformacédo abidtica (volatilizagdo e fotodegradagdo).
Geralmente, a remogdo no tratamento secundario refere-se a biodegradagdo e sor¢do, como principais mecanismos que atuam
no processo, enquanto que a volatilizacdo e fotodegradacdo podem ocorrer em menor grau. De maneira geral, a maioria das
estacOes alcanca apenas o nivel de tratamento secundario, pois proporciona um reduzido nivel de poluicdo por matéria
organica, podendo langar seu efluente diretamente no corpo receptor (Verlicchi; Al Aukidy; Zambello, 2012; Brasil, 2009).

O elevado consumo e producdo de diversos farmacos em todo o mundo, tanto de uso humano quanto veterinario,
tornaram essas substdncias uma classe de micropoluentes extremamente preocupante para a qualidade ambiental,
principalmente dos recursos hidricos (Montagner et al., 2017; Kulkarni et al., 2017; Starling et al., 2018; Galler et al., 2018;
Ngigi et al., 2020; Rodriguez-Mozaz et al., 2020).
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Os farmacos ap6s atuarem nos organismos sao descartados em sua forma original ou na forma de metabdlitos. Tais
substancias sdo inseridas nos ecossistemas de forma direta através do descarte de aguas residuais sem tratamento ou de forma
indireta pelo lancamento de efluentes de Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETES), os quais ainda apresentam grande parte
desses contaminantes persistentes (Teixeira, 2014; Pinto et al., 2016; Rodrigues-Mozaz et al., 2020; Duong et al, 2021).

Os farmacos ainda podem chegar ao meio ambiente a partir de descarte doméstico ou como residuos de producéo de
medicamentos produzidos em larga ou pequena escala, que agridem os recursos hidricos, mas que ndo acarretariam
necessariamente problemas de forma aguda. No entanto, quando se trata de exposicdo cronica, alguns danos ambientais e de
salide para 0 homem podem ocorrer (Pinto et al., 2016; Galler, 2018; Fonseca et al., 2020).

Os farmacos, em sua maioria, mostram-se refratarios a fotdlise e a biodegradabilidade, permanecendo no meio
ambiente por muito tempo, principalmente nos corpos d’agua e nos sedimentos (Gros et al.,2013; Teixeira, 2014; Kulkarni et
al., 2017). Em face da estabilidade apresentada por essas substancias, muitos estudos cientificos, nacionais e internacionais,
tém demonstrado a ocorréncia de antimicrobianos em mananciais e em efluentes de ETEs domésticos e hospitalares (Stumpf et
al., 1999; Zhou et al., 2009; Sodré et al., 2010; Locatelli, 2011; Du et al., 2014; Monteiro et al., 2016; Montagner et al., 2017;
Kulkarni et al., 2017; Starling et al., 2018; Galler et al., 2018; Ngigi et al., 2020; Kovalakova et al., 2020; Fonseca et al.,
2020).

1.1 Antimicrobianos: impactos ambientais e avalia¢do do risco ecolégico

A descoberta dos antimicrobianos é considerada uma das realizag6es cientificas mais significativas do século XX,
revolucionando a medicina humana e veterinaria. No entanto, recentemente, os antimicrobianos foram reconhecidos como uma
classe emergente de contaminantes ambientais, devido a administracdo massivamente em seres humanos e animais como
também a persisténcia no meio ambiente por meio de um ciclo vicioso complexo de transformag&o e bioacumulagéo (Carvalho
& Santos, 2016).

Os antimicrobianos s@o substancias que previnem a proliferacio de agentes infecciosos ou micro-organismos ou que
eliminam agentes infecciosos para prevenir a disseminacdo da infeccdo. Correspondem a uma classe de farmacos que é
consumida com muita frequéncia em hospitais como também pela populacdo em geral. No entanto, sdo os Unicos agentes
farmacoldgicos que ndo afetam somente aos pacientes que os utilizam, mas também interferem de forma significativa no
ambiente hospitalar por alteracdo da ecologia microbiana. Uma das metas definidas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para o século XXI é uso racional de antimicrobianos (World Health Organization, 2018).

No Brasil, de acordo com a Resolucdo da Anvisa n° 174, de 15 de setembro de 2017, existem 129 antimicrobianos
registrados, isso ndo se aplica aos antimicrobianos de uso exclusivo hospitalar (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2017). A entrada continua de antimicrobianos residuais em ambientes aquéticos quando migram dos efluentes para a 4gua
receptora pode apresentar um risco potencial aos hidrébios e podem ter efeitos prejudiciais sobre a salde humana e dos
ecossistemas (Hu et al., 2018; Chen et al., 2018; Duong et al., 2021).

Estudo de Chen et al. (2018) sobre a ocorréncia, distribuicdo e avaliacdo de risco ecoldgico de 17 antibi6ticos comuns
em uma fonte vital de agua potavel representada como um sistema de reservatorio de rio no sul da China, revelou que a
tetraciclina e a ciprofloxacina podem representar riscos elevados no ambiente aquatico. Zhou et al. (2019) avaliou a ocorréncia,
distribuicdo espacial e riscos ecologicos de diversas classes de antibidticos humanos e veterinarios, em lagos rasos no curso
médio-baixo da bacia do rio Yangtze, China. Os resultados da avaliacdo de risco ambiental mostraram que, em geral, a
presenca de antimicrobianos na agua superficial pode representar riscos médios para algas ou bactérias no ecossistema

aquatico.
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Um estudo de revisdo recente mostrou que embora haja um nimero relativamente grande de dados relativos a
ocorréncia de antibiéticos no ambiente aquatico dos paises norte-americanos e europeus, as informagdes de cinco paises que
tém grandes economias emergentes - BRICS (Brasil, Russia, india, China, e Africa do Sul) estfo limitadas a China e a india.
Dados sobre concentragdes de antibiGticos do Brasil e demais paises da América do Sul, como também da Russia e da Africa
ndo foram apresentados. Uma visdo detalhada das concentracdes em aguas superficiais, subterraneas e efluentes, apoiada por
dados globais recentes de consumo humano e veterinario sobre oito antimicrobianos representativos (eritromicina,
trimetoprima, sulfametoxazol, tetraciclina, oxitetraciclina, ofloxacina, ciprofloxacina e amoxicilina) foi fornecida. Além disso,
foi analisada a ecotoxicidade desses antibidticos para diferentes grupos de organismos, bem como a avaliagdo dos riscos
ambientais para os organismos aquaticos. As avaliagfes de risco indicaram que os antimicrobianos selecionados podem
constituir uma ameaga para 0s ambientes aquaticos. As cianobactérias foram os organismos mais sensiveis quando se
utilizaram bioensaios ecotoxicolégicos padrdo. O estudo mostrou que duas fluoroquinolonas - a ciprofloxacina e a ofloxacina -
apresentaram o maior risco para 0 ambiente aquatico, com maior toxicidade entre as cianobactérias, menor toxicidade para as
plantas aquaticas e para as algas. O sulfametoxazol também pode ser considerado como muito toxico para organismos
fotossintéticos, sendo as plantas aquéticas a classe mais sensivel, seguidas pelas cianobactérias e algas (Kovalakova et al.,
2020).

Como produtores primarios, as algas e as cianobactérias desempenham um papel importante como base da cadeia
alimentar nos ecossistemas aquéticos, como também na producdo de oxigénio e na fixacdo de nitrogénio. Portanto, a
determinacdo da toxicidade para espécies ndo alvo é muito importante para compreender os efeitos dos antimicrobianos no
ecossistema e deve ser avaliada com multiplos bioensaios para uma analise mais abrangente (Yang et al., 2013; Valitalo et al.,
2017; Kovalakova et al., 2020).

Ainda que haja uma lacuna do conhecimento em relagdo aos possiveis efeitos e riscos dos antimicrobianos e da
exposi¢do cronica sobre a saude humana, os riscos associados aos farmacos biologicamente ativos sdo mais significativos no
ambiente aquatico devido ao fendmeno de bioacumulagdo. A propagacgdo dessas substancias no ambiente e a persisténcia em
aguas naturais e esgotos, mesmo em baixas concentragdes, contribuem para o desenvolvimento e disseminacdo global da
resisténcia, e ainda podem disseminar genes de resisténcia no ambiente pelo mecanismo de transferéncia horizontal de genes,
tornando-se um dos desafios mais importantes para o setor salide no século XXI. A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um
problema critico de satde publica em todo o mundo. A disseminagcdo da RAM é uma das maiores ameacgas que enfrentamos
como comunidade global e o problema nédo se restringe a clinica, embora as consequéncias sejam clinicas. A maioria dos
antibioticos utilizados nos seres humanos é usada no ambiente doméstico e acaba no esgoto. Por conseguinte, as ETARS estdo
entre as principais fontes de RAM e genes de resisténcia a antibidticos liberados no meio ambiente (Behera et al., 2011; Rizzo,
2013; Berglund, 2015; Blair et al., 2015; carvalho e santos, 2016; global antimicrobial resistance surveillance system, 2017,
Galler et al., 2018; organizacdo mundial da salde, 2018; Ngigi et al., 2020; Kovalakova et al., 2020; Fonseca et al., 2020). Um
plano de acdo global para enfrentar o crescente problema de resisténcia a antibioticos e outros medicamentos antimicrobianos
serviu de base para diversos paises tracarem suas estratégias. Um dos principais objetivos do plano é melhorar a
conscientizacdo e o entendimento da resisténcia antimicrobiana por meio de medidas eficazes - comunicagdo, educacdo e
treinamento (World Health Organization, 2015).

No Brasil, o Plano de Agdo Nacional envolve diversos 0rgdos, em uma parceria entre a Anvisa e 0s ministérios da
Saude, Agricultura, Ciéncia e Tecnologia e Meio Ambiente. A Anvisa elaborou um plano de agdo prdprio, como complemento
as estratégias nacionais, indicando o papel da vigilancia sanitaria nos esforcos do pais para a prevengdo e o controle da
resisténcia aos antimicrobianos. O plano foi construido no &mbito da Comissdo de Vigilancia Sanitaria em Resisténcia aos

Antimicrobianos, com objetivos estabelecidos para conter o problema no pais, que incluem ag¢les de conscientizacdo da
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sociedade e de capacitacdo sobre a resisténcia antimicrobiana voltada para profissionais de salde, servigos e gestores do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria-SNVS (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2018a).

As legislagoes brasileiras, tanto no ambito federal como estaduais, classificam seus corpos d’agua em fungéo dos seus
usos predominantes e estabelecem, para cada classe de agua, os padrdes de qualidade a serem obedecidos. Estes padroes de
qualidade sdo utilizados principalmente para a protecdo da qualidade da agua, de forma a assegurar 0s usos previstos (Brasil,
1981).

A Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 430/2011, que complementa e altera a
Resolucdo n° 357/2005, dispde sobre as condicbes e padrdes de langamento de efluentes, bem como sobre a classificacdo dos
corpos de agua superficiais e diretrizes ambientais para o seu enquadramento estabelece que o tratamento dos efluentes deve
remover 60% de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) para o lancamento direto nos corpos receptores (Brasil, 2005;
Brasil, 2011).

Além das legislacdes federais, os Estados tém a prerrogativa de criar suas proprias referéncias normativas sobre o
controle de carga organica em efluentes liquidos. No Estado do Rio de Janeiro ha as seguintes diretrizes a serem seguidas: NT-
202.R-10: critérios e padrdes para lancamento de efluentes liquidos. Rio de Janeiro: INEA, 1986; NT-213.R-4: critérios e
padrdes para controle da toxicidade em efluentes liquidos industriais. Rio de Janeiro: INEA, 1990. DZ-0205.R-6: Diretriz de
controle de carga orgénica em efluentes liquidos de origem industrial. Rio de Janeiro: INEA, 2007. DZ-0215.R-4: Diretriz de
controle de carga orgénica biodegradavel em efluentes liquidos de origem sanitéria. Rio de Janeiro: INEA, 2007. Resolugdo CONEMA
n° 86, de 07 de dezembro de 2018: Dispde sobre critérios e padrGes para controle da ecotoxicidade aguda em efluentes
liquidos. Rio de Janeiro: INEA, 2018 (Instituto Estadual do Ambiente, 1986; Instituto Estadual do Ambiente, 1990; Instituto Estadual
do Ambiente, 2007a; Instituto Estadual do Ambiente, 2007b; Instituto Estadual do Ambiente, 2018).

Em que pese as resolucdes e referéncias normativas sobre as condi¢fes e padrfes de lancamento de efluentes como
também a norma que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano
estabelecerem parametros e padrdo de potabilidade para diversas substancias quimicas que representam risco a satde, ndo sao
estabelecidos limites ou pardmetros de controle de farmacos para os recursos hidricos brasileiros.

Evidéncias disponiveis na literatura cientifica sinalizam que os pardmetros estabelecidos na legislacdo existente para
0S processos convencionais de tratamento de 4guas e esgotos nas suas respectivas Estacdes de Tratamento ndo sdo adequados,
suficientes e eficientes para remogao segura de inimeros contaminantes emergentes, tais como farmacos, compostos usados
em produtos de higiene pessoal, entre outros (Stumpf et al., 1999; Zhou et al., 2009; Sodré et al., 2010; Aquino et al., 2013;
Du et al., 2014; Monteiro et al., 2016; Montagner et al., 2017; Kulkarni et al., 2017; Starling et al., 2018; Galler et al., 2018;
Ngigi et al., 2020; Kovalakova et al., 2020; Fonseca et al., 2020; Duong et al., 2021).

As fluoroquinolonas estdo entre as cinco classes de antimicrobianos (3-lactamicos, macrolideos, fluorogquinolonas,
sulfonamidas e tetraciclinas) frequentemente detectadas no ambiente em concentracfes relativamente elevadas e sua presenca
tem sido encontrada em aguas residuais, superficiais, subterraneas e até mesmo em aguas potaveis (Locatelli, 2011; Jia et al.,
2012; Pinto et al., 2016; Kulkarni et al., 2017; Starling et al., 2018; Galler et al., 2018; Ngigi et al., 2020; Kovalakova et al.,
2020; Fonseca et al., 2020; Duong et al., 2021). As fluoroquinolonas pertencem a um grupo de antibioticos, as quinolonas,
amplamente utilizado para tratar uma grande variedade de infec¢Oes bacterianas Gram (+) e Gram (-) do trato urinario. No
inicio dos anos 60, as primeiras quinolonas foram utilizadas com a introdugéo do acido nalidixico na pratica clinica. No inicio
dos anos 1980, com o acréscimo de um atomo de fldor na posicdo 6 do anel quinoldnico, surgiram as fluoroquinolonas
(principal representante: ciprofloxacina), o que possibilitou avancos terapéuticos importantes, devido ao aumento do espectro
de acdo e melhor biodisponibilidade por via oral, surgiram as fluoroquinolonas de segunda geracdo como a norfloxacina

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2018b).
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As sulfonamidas tém efeito bacteriostatico e inibem o metabolismo do &cido félico, por mecanismo competitivo. O
grupo das sulfonamidas compreende seis drogas principais: sulfanilamida, sulfisoxazol, sulfacetamida, acido para-
aminobenzéico, sulfadiazina e sulfametoxazol, sendo as duas Gltimas de maior importancia clinica. As sulfonamidas sdo um
dos mais antigos medicamentos antibiéticos remanescentes em uso atualmente utilizadas no tratamento de uma variedade de
infeccBes bacterianas, como otite média, sinusite e exacerbacdo aguda de bronquite crénica como alternativa para pacientes
alérgicos aos B-lactamicos (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2018c).

Dessa forma, considerando dados de estudos do Brasil e de diversas partes do mundo evidenciando a alta frequéncia
de deteccdo e a abundancia de antimicrobianos, especialmente as fluoroquinolonas e sulfonamidas, em aguas residuais,
superficiais e até mesmo em aguas potaveis; a presenca dessas substancias no ambiente tem se tornado uma preocupacao
constante na comunidade técnico-cientifica pois ainda ndo se conhece o efeito cronico dessa exposi¢cdo em seres humanos e,
especialmente, devido ao seu papel no desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e ainda podem representar riscos para as
algas no ecossistema aquatico. Nesse contexto, objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia de analitos representantes
desses 2 grupos de antimicrobianos - fluoroquinolonas e sulfonamidas - em aguas superficiais e residuais do municipio do Rio
de Janeiro. A selecédo dos antimicrobianos ciprofloxacina, norfloxacina e sulfametoxazol, baseou-se em dados indicativos dos
mais consumidos no pais e por serem importantes farmacos utilizados no tratamento de infec¢des do trato respiratorio superior
e inferior (ex. bronquite, faringite, sinusite e otite), do trato urinério e do sistema gastrointestinal (Locatelli, 2011; Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2018b; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2018c).

2. Metodologia

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, através da Plataforma Brasil, sob o
Namero do Parecer: 2.265.664.

2.1 Coleta das amostras

Foram coletadas um total de 14 amostras, sendo 4 amostras ambientais em sete diferentes pontos (rios, lagoa e canal);
e 10 amostras, nos pontos de entrada e saida, provenientes de quatro ETEs do municipio do Rio de Janeiro. As diferentes areas
do estudo possuem em comum a entrada de esgoto doméstico, hospitalar, industrial e de pesquisa nos corpos hidricos. As
amostras foram coletadas nos meses de marco, abril, maio e junho de 2019. Uma aliquota de 500 mL de cada amostra de agua
foi coletada em frascos de polipropileno com tampas, devidamente identificadas e transportadas para o laboratério, onde foram
acondicionadas em refrigerador a temperaturas inferiores a -18°C. Para preservar o sigilo das ETEs participantes do estudo, as
amostras receberam uma codificagdo alfanumérica (Al a A9). Os locais da coleta, a natureza do efluente e as coordenadas
geograficas sdo os seguintes: Amostra Al (ETE) - 22°52'53.9"S e 43°13'29.1"W; Amostras A2, A3 e A9 (ETEs) -
22°52'41.9"S e 43°14'55.0"W; Amostra A4 (ETE) - 22°57'03.5"S e 43°22'09.7"W; A5 (dgua de rio) - 22°52'45.4"S e
43°14'31.3"W; A6 (4gua canal de rio) - 22°54'50.8"S e 43°14'10.4"W; A7 (4gua de lagoa) - 22°57'52.1"S e 43°12'53.2"W; A8
(4gua de lagoa)22°58'26.1"S e 43°13'27.4"W. Todas as ETES que participaram do estudo utilizam o tratamento secundario.

2.2 Reagentes e materiais

Os padrdes de cloridrato de ciprofloxacina (CIP), norfloxacina (NOR) e sulfametoxazol (SMZ) foram de pureza
superior a 99% e obtidos da Farmacopeia Brasileira (Santa Maria, Brazil). As solucgdes estoques individuais foram preparadas na
concentracdo de 1000 pug/mL no solvente NaOH 0,03 mol/L no caso das fluoroquinolonas, e em metanol grau HPLC no caso da
sulfonamida. As solugdes foram armazenadas em freezer a -70°C. As solugdes intermedidrias e solucdes de trabalho contendo a

mistura dos analitos foram preparadas em metanol imediatamente antes da analise. Papel de filtro e filtro de membrana PVDF
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0,22 um Millex® (Millipore, Darmstadt, Alemanha) foram usados para a filtragdo das amostras. Cartuchos OASIS HLB (60
mg, 3 mL) da Waters Corporation (Milford, MA, U.S.A.) foram usados para a extracdo por fase solida. Metanol para
cromatografia liquida (> 99,8%), acetonitrila hypergrade para LC-MS (> 99,9%), acido formico (98-100%), acetona para
cromatografia liquida (> 99,8%) e 4cido cloridrico 37% foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Hidroxido de
sodio foi adquirido também da Merck. Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) foi adquirido da Sigma (St. Louis, MO,
EUA). Agua purificada tipo | foi obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford; MA, EUA).

2.3 Equipamentos

Sistema de cromatografo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu Prominence(Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrometro de massas sequencial (CLAE-EM/EM) API5000, com interface Turbolonspray™ (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Foster City, CA, EUA); Sistema de obtencdo de agua purificada tipo I, Milli-Q (Millipore, Bedford; MA, EUA);
Software Analyst®, versdo 1.6.2 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Foster City, CA, EUA); Coluna cromatogréfica Pursuit®
C18 RS 2,0 x 100 mm, 3 um de tamanho de particula (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA); Coluna de guarda
Metaguard C18 Pursuit®, 2 mm d.i., 3 um de tamanho de particula (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

2.4 Método analitico

Trata-se de uma pesquisa de abordagem semiquantitativa. O método analitico baseou-se no procedimento descrito por
Monteiro et al. (2018b), com modificagdes. A extracdo dos antimicrobianos em 50 mL de &gua ou efluente sanitério
previamente filtrado em papel de filtro e filtro de membrana PVDF 0,22 um foi efetuada com 2 mL de uma solucéo a 25 mg/L
de 4&cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) em pH &cido (ajustado a 2,5 com HCl 37%), com posterior purificagdo
empregando extracdo por fase solida. Os cartuchos Oasis HLB 3cc (60 mg) foram previamente condicionados com 3 mL de
metanol, 3 mL de 4gua e 3 mL de agua acidificada (pH 2,5). Apds lavagem com 2 mL de agua, os cartuchos foram eluidos
com trés porcBes de 2 mL de metanol e uma porcao de 2 mL de acetona. O eluato foi dividido em duas aliquotas de 4 mL que
foram evaporadas a secura, com fluxo de nitrogénio, a aproximadamente 46°C. Apds ressuspensdo em 1 mL do solvente de
reconstituicdo, 0,1% de acido férmico em agua e metanol 80:20 (v/v) e filtracdo por um filtro de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) de 0,22 um, o extrato estava pronto para injecdo de 20 pL no CLAE-EM/EM. Um programa de elui¢do gradiente foi
usado para a separagdo dos analitos. O modo de ionizacdo empregado foi o eletrospray positivo, com aquisi¢cdo por
Monitoramento de Reacdes Mltiplas (MRM). Duas transicdes de MRM por substancia foram adquiridas. O software Analyst®
1.6.2 foi empregado para controle do sistema, aquisicdo e analise dos dados. O método permite a deteccdo de antimicrobianos
na agua e efluentes sanitarios com um Limite de Quantificagdo (LOQ) de 100 ng/mL. A concentra¢do dos antimicrobianos nas
amostras foi estimada como sendo maior ou menor que o LOQ. Considerando a auséncia de uma amostra branca representativa
e o efeito matriz variavel, trés aliquotas de cada amostra foram analisadas em diferentes condigdes. Dessa forma, uma aliquota
foi analisada na forma tal qual, outra aliquota foi fortificada com os analitos de interesse e com o padrao interno no inicio do
procedimento e outra aliquota foi fortificada no final do procedimento (Locatelli, 2011; Schneider, Fujii & Corazza, 2017,
Pereira et al., 2018; Monteiro et al., 2018b).

A confirmacdo da identidade das substancias foi efetuada segundo critérios para a identificacdo por CLAE-EM/EM,

definidos na Deciséo 657/2002 da Unido Europeia (Comisséo Europeia, 2002).

3. Resultados e Discussao

Do total de 14 amostras de agua residuais e superficiais analisadas no presente estudo, 10 amostras (71%)

apresentaram resultados positivos para, pelo menos, um dos analitos pesquisados com concentragdes estimadas variando em
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<100 ng/mL e >100 ng/mL. Em todas as 10 amostras, ambientais e provenientes de ETEs (entrada/saida), foram identificados
os analitos CIP e/ou SMZ, enquanto que em apenas uma amostra proveniente de ETEs foi identificado o analito NOR. A

presenca de SMZ foi detectada em oito amostras, num total de dez, tendo uma frequéncia de 80% de contaminagéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Antimicrobianos pesquisados no presente estudo nas amostras de aguas de superficie e de ETEs em (ng/mL).

Resultado
Grupo Cadigo da Antimicrobiano Ponto de coleta Matriz Concentragéo
Farmacolégico amostra ETE/Ambiental estimada (ng/mL)

Al ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) <100
ETE - Saida Agua residual >100
ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) <100

A2 ETE - Saida Agua residual Néo identificado

Fluoroquinolonas CIP

ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) <100
A3 ETE - Saida Agua residual >100
A8 Amostra ambiental Agua superficial <100
ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) <100

A9 NOR ETE - Saida Agua residual N&o identificado
ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) >100

Al ETE - Saida Agua residual N&o identificado
ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) <100
A2 ETE - Saida Agua residual <100

ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) N&o identificado
Sulfonamidas A3 SMz ETE - Saida Agua residual <100
A5 Amostra ambiental Agua superficial <100
A8 Amostra ambiental Agua superficial <100
ETE - Entrada Agua bruta (esgoto) <100
A9 ETE - Saida Agua residual <100

ETE (Estagdo de Tratamento de Esgoto); CIP (Ciprofloxacina); NOR (Norfloxacina); SMZ (Sulfametoxazol).

Fonte: Autores (2020).

De acordo com os resultados compilados na Tabela 1, observa-se que os antimicrobianos CIP e SMZ foram 0s mais
detectados. As concentracBes obtidas nas analises das amostras variaram de <100 ng/mL a >100 ng/mL para os 3 analitos
identificados. Isso é bem provavel que esteja relacionado as suas diferentes propriedades fisico-quimicas, como acidez,
polaridade e solubilidade em agua, combinada com a natureza e a complexidade das matrizes ambientais, como também a
varios processos que atuam sobre as substancias, tais como degradagdo, sor¢do e transformacdo como resultado de processos
metabolicos (Locatelli, 2011; Monteiro, 2018a). As Figuras 1 a 4 apresentam os cromatogramas de ions extraidos da transicao
de quantificacdo e de confirmacdo dos analitos CIP e SMZ referentes as amostras de ETE-Entrada (A1) e gua superficial (A8)
com concentragBes estimadas < 100 ng/mL, amostras controle de cada matriz fortificadas no final do procedimento e uma

solucdo padrdo dos analitos no solvente de reconstituicdo com concentracdes equivalentes a 100 ng/mL.
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Figura 1 — Cromatogramas de ions extraidos da transi¢do de quantificacdo (a esquerda) e uma transicdo de confirmagdo (a
direita) do analito ciprofloxacino (CIP) referente a amostra A1, (a) amostra controle fortificada no final do procedimento (b) e

solucdo padréo do analito no solvente de reconstituicéo (c).
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Figura 2 - Cromatogramas de ions extraidos da transi¢cdo de quantificacdo (a esquerda) e uma transicdo de confirmacao (a
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Fonte: Autores (2020).

direita) do analito sulfametoxazol (SMZ) referente a amostra A1, (a) amostra controle fortificada no final do procedimento (b)

e solucéo padréo do analito no solvente de reconstituigdo (c).
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Fonte: Autores (2020).
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Figura 3 — Cromatogramas de ions extraidos da transi¢do de quantificacdo (a esquerda) e uma transicdo de confirmagdo (a
direita) do analito ciprofloxacina (CIP) referente a amostra A8, (a) amostra controle fortificada no final do procedimento (b) e

solucdo padréo do analito no solvente de reconstituicéo (c).
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Fonte: Autores (2020).

Figura 4 — Cromatogramas de fons extraidos da transi¢do de quantificacdo (a esquerda) e uma transicdo de confirmagéo (a
direita) do analito sulfametoxazol (SMZ) referente & amostra A8, (a) amostra controle fortificada no final do procedimento (b)

e solucéo padréo do analito no solvente de reconstituigéo (c).
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Fonte: Autores (2020).

E importante ressaltar que os resultados deste estudo relativos as amostras A1, A2, A3 e A9, provenientes de ETES,
evidenciaram que, mesmo ap0s o tratamento do efluente, foram detectados os antimicrobianos CIP (Al e A3); SMZ (A2 e A9).
O antimicrobiano NOR foi detectado no efluente bruto (A9), porém néo foi detectado apds o tratamento. Esse resultado vem
corroborar com estudos apresentados por diversos autores como Teixeira (2014); Santos e Carvalho (2016); Pinto et al., 2016;

Monteiro (2018a) entre outros. A Figura 5 apresenta 0s cromatogramas de ions extraidos da transicdo de quantificacdo e de
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confirmacdo do analito NOR referente a amostra de ETE-Entrada (A9) com concentragdo estimada < 100 ng/mL, amostra
controle na matriz fortificada no final do procedimento e uma solucdo padrdo do analito no solvente de reconstituicdo com

concentracdo equivalente a 100 ng/mL.

Figura 5 — Cromatogramas de ions extraidos da transicdo de quantificacdo (a esquerda) e de confirmacéo (a direita) do analito
norfloxacino (NOR) uma transicdo referente a amostra A9, (a) amostra controle fortificada no final do procedimento (b) e

solucédo padrdo do analito no solvente de reconstituicdo (c).
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Fonte: Autores (2020).

Alguns resultados divergentes devem ser considerados. A amostra Al coletada antes do tratamento apresentou uma
concentragdo menor para o analito CIP (< 100 ng/mL) quando comparada com a concentracdo encontrada apds tratamento
(>100 ng/mL). Na amostra A3, o antimicrobiano SMZ néo foi detectado no efluente bruto, entretanto, foi detectado no efluente
tratado. A falta de homogeneidade da amostra, que pode torna-la ndo representativa do efluente coletado, pode ser uma das
hipoteses para explicar este resultado. E importante ressaltar que muitas substancias podem ser transformadas ou degradadas &
medida que sdo conduzidas para 0 meio ambiente como resultado de varios fatores e processos metab6licos. No ambiente, uma
vasta gama de moléculas residuais pode interagir entre si, manifestando efeitos aditivos, antagénicos, sinérgicos, etc.
influenciada por uma variedade de fatores, como as propriedades fisico-quimicas da molécula e as condi¢cbes ambientais
(Sarmah et al., 2006; Locatelli, 2011).

De acordo com varios autores, os antimicrobianos CIP e NOR, entre outras fluoroquinolonas, sdo amplamente
utilizados no Brasil e no mundo, sugerindo que, devido ao alto consumo e fabricacdo, tém sido constantemente detectados no
meio ambiente, como, por exemplo, em corpos d’agua (Bottoni et al., 2010; Locatelli, 2011; Monteiro et al. 2016; Kulkarni et
al., 2017; Rodriguez-Mozaz et al., 2020; Fonseca et al, 2020; Duong et al., 2021) refor¢ando, assim, os resultados apresentados
pelo presente estudo.

O SMZ e a CIP foram as substancias mais identificadas e/ou quantificadas nas amostras analisadas, fazendo parte da
classe de sulfonamidas e fluoroquinolonas, respectivamente, ambas amplamente utilizadas nas medicinas humana e
veterinaria. O SMZ tem sido a substancia mais encontrada em diversas partes do mundo em diferentes tipos de agua, por

apresentar uma relativa polaridade e persisténcia. As sulfonamidas sdo parcialmente metabolizadas e parcialmente excretadas
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como substancias inalteradas, o que pode justificar a presenga da mesma em ambientes aquaticos (Jia et al., 2012; Jank et al.,
2014).

As quinolonas também apresentam um comportamento inerte aos tratamentos convencionais como identificado por
Zorita et al. (2009); Gao et al. (2012).

No Brasil, varios estudos realizados apresentaram resultados de concentragdes significativas dos analitos
identificados no presente estudo. Locatelli (2011) analisou amostras de agua de rios coletadas em cinco pontos localizados ao
longo da bacia do rio Atibaia, no Estado de Sao Paulo, e foram encontrados niveis significativos de CIP (119 ng/L), SMX
(106 ng/L) e NOR (51 ng/L). Um estudo realizado em amostras coletadas no rio das Pedras no distrito de Lidice do municipio
de Rio Claro, no estado do Rio de Janeiro, encontrou a maior concentragdo determinada de SMZ de 467,0 ng/L (MONTEIRO
et al., 2016). Jank e colaboradores (2014) avaliaram quatro pontos de amostragem localizados no Arroio Diluvio em Porto
Alegre, no estado do Rio Grande do Sul, e o resultado mostrou que, dos oito antimicrobianos analisados, cinco foram
detectados, nas seguintes faixas de concentragdo: SMZ (376— 572 ng/L), trimetoprim (27-94 ng/L), azitromicina (24-40
ng/L), CIP (16-66 ng/L) e NOR (30-54 ng/L).

Nos EUA, o SMZ também tem sido frequentemente detectado em aguas de superficies de rios. Batt e colaboradores
(2016) realizaram uma pesquisa que incluiu 182 locais de amostragem de rios proximos as areas urbanas. O SMZ foi detectado
em 141 das 182 &guas superficiais analisadas, em concentracfes de até 570 ng/L. Na Nigéria, altas concentragdes de SMZ
foram detectadas no rio Nairobi, onde a concentragdo maxima encontrada foi de 20 ug/L, o que pode estar relacionado ao
grande consumo desse antimicrobiano no pais (JIA et al., 2012). Duong et al. (2021) avaliaram residuos de quinze
antimicrobianos, incluindo sulfonamidas e quinolonas, em lagos da &rea metropolitana de Hanoi, Vietnd, para elucidar suas
ocorréncias e comportamentos em ambiente urbano. O resultado mostrou que a concentracdo média das sulfonamidas foi de
117,9 ng/L e das quinolonas acima de 20,19 ng/L, enquanto que a maior concentracdo de SMX foi 806,5 ng/L detectada em
aguas superficiais.

Estudos mostram uma preocupacéo especial em relacdo ao antimicrobiano SMZ, presente em formulacdes de largo
espectro, pois quando descartado no meio ambiente pode causar toxicidade bioldgica, inducdo da resisténcia antimicrobiana
em bactérias patogénicas e genotoxicidade - que pode ser definida como a capacidade de algumas substancias quimicas
produzirem alteracBes genéticas (Bottoni et al., 2010; WHO, 2011; Kim et al., 2012; monteiro et al., 2016; Galler et al.,
2018).

Resultados de pesquisas e programas de monitoramentos para detec¢do de farmacos nas &guas de vérios paises
mostram a presenca de antibidticos tanto em &guas naturais como também em A&guas tratadas. Dentre os 22 produtos
farmacéuticos detectados em aguas de superficie em todo o mundo, os antimicrobianos sdo os mais frequentemente detectados
e cerca de 13 sdo comuns no Brasil e em outros paises (Quadra et al., 2017).

No presente estudo foram identificados antimicrobianos em amostras de efluentes de ETES que tratam esgotos mistos
(domésticos, industriais e de pesquisa) e aguas superficiais de rios e lagoas préximas a hospitais e/ou contaminadas por

esgotos domesticos e industrial.

4. Concluséo

No Brasil, estudos sobre a ocorréncia de antimicrobianos em amostras de efluentes de esgoto e corpos hidricos ainda
sdo incipientes. Nesse sentido, esses estudos devem ser ampliados, seus efeitos devem ser investigados, como também os
sistemas de tratamento devem ser aperfeicoados e adequados no sentido de minimizar a presenga desses contaminantes nos

recursos hidricos e, com isso, proteger a salide humana e ambiental.
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Apesar das limitacdes da presente pesquisa, em especial quanto ao nimero de amostras, 0 estudo permitiu a
detecco dos antimicrobianos ciprofloxacina, sulfametoxazol e norfloxacina nas amostras analisadas; os mais detectados
foram a ciprofloxacina e o sulfametoxazol. Vale ressaltar que embora o estudo tenha incluido amostras de aguas superficiais
coletadas préximas a hospitais a detecgdo dos analitos foi em amostras provenientes de ETEs e de rios e lagoas contaminadas
por esgotos domeésticos e industrial.

Por fim, no Brasil, ndo existem limites legais ou normativos para o lancamento de efluentes com residuos de
antimicrobianos no meio ambiente. Entretanto, essa pratica pode representar um risco a salde ambiental podendo favorecer o
desenvolvimento de bactérias multirresistentes. A resisténcia aos antimicrobianos é um problema critico de saide publica em
todo 0 mundo, uma vez que ameaca a capacidade terapéutica para tratar as doencas infecciosas.

Trabalhos futuros sobre ocorréncia de antimicrobianos no ambiente devem ser ampliados para avaliar os efeitos
ecotoxicoldgicos (agudo e crbnico) em organismos aquaticos, como também avaliar a resisténcia antimicrobiana em aguas de
superficies que sdo utilizadas para o consumo humano que podem comprometer a eficicia da prevencéo e do tratamento de um

namero crescente de infecces.
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