CENTRO UNIVERSITARIO DE ARARAQUARA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM DESENVOLVIMENTO REGIONAL
E MEIO AMBIENTE

IDENTIFICACAO DO FARMA:CO CITOTOXICO
FLUORURACILA (5-FU) NO RIBEIRAO DAS PITANGUEIRAS -
BARRETOS/SP

CARLOS CESAR FRUTUOSO

ARARAQUARA
2014



CENTRO UNIVERSITARIO DE ARARAQUARA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM DESENVOLVIMENTO REGIONAL
E MEIO AMBIENTE

IDENTIFICACAO DO FARMA:CO CITOTOXICO
FLUORURACILA (5-FU) NO RIBEIRAO DAS PITANGUEIRAS -
BARRETOS/SP

Dissertacdo apresentado ao Programa de
Pds-Graduacéo em Desenvolvimento
Regional e Meio Ambiente, curso de
Mestrado, do Centro Universitario de
Araraquara — UNIARA — como parte do
requisito para obtencdo do titulo de Mestre
em Desenvolvimento Regional e meio
Ambiente.

Area de Concentragdo: Dinamica Regional e
Alternativas de Sustentabilidade.

Orientado: Carlos Cesar Frutuoso

Orientadora: Prof.2 Dra. Vanessa Colombo
Corbi

ARARAQUARA
2014



FICHA CATALOGRAFICA

F964i

FRUTUQOSO, Carlos Cesar

Identificacdo do farmaco citotdxico fluoruracila (5-FU) no Ribeirdo das
Pitangueiras - Barretos/SP/Carlos Cesar Frutuoso. - Araraquara: Centro
Universitario de Araraquara, 2014,

78f.

Dissertacdo (Mestrado) — Centro Universitario de Araraquara.

Programa de Pds-Graduagdo em Desenvolvimento Regional e Meio Ambiente.

Orientadora: Profa. Dra. Vanessa Colombo Corbi

1. Céncer. 2. Quimioterapia. 3. Fluoruracila. 4. Sedimentos.
. Titulo.

CDU 504.03




m Centro Universitdrio de Araraquara
Q Rua Voluntrios da Patria, 1309 - Centro - Araraquara - SP

UNIARA  CEP14801-320 - Caixa Postal 68 - Fone/Fax: (16) 3301-7100 i

FOLHA DE APROVACAO
NOME DO ALUNO: Carlos Cesar Frutuoso

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em  Desenvolvimento
Regional ¢ Meio Ambiente, curso de
Mestrado, do Centro Universitario de
Araraquara — UNIARA - como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de
Mestre em Desenvolvimento Regional e
Meio Ambiente.

Area  de Concentragdo:  Dinémica
Regional e Alternativas de
Sustentabilidade.

BANCA EXAMINADORA

W}*——%

Profa. Dra. Maria Liicia Ribeiro
UNIARA - Araraquara

Yo i

f. Dr. Juliaho Jose Corbi
USP-S( Carlos

Qe

Profa. Dra. Vanessa Colombo
UNIARA - Araraquara

Araraquara — SP, 28 de novembro de 2014



AGRADECIMENTOS

Escrever os meus agradecimentos torna-se algo grandioso, pois nestes Gltimos
meses ndo imaginava que conheceria pessoas tdo maravilhosas que passaram a ser um
divisor de aguas. Os amigos que fiz no mestrado da UNIARA com certeza vou levar
para vida toda.

Todos do mestrado, alunos, funcionarios e professores sdo os responsaveis pelo
meu crescimento académico e acima de tudo pelo meu crescimento pessoal.

Para os professores Dra. Vera L. Bota Ferrante, Dr. Leonardo Rios, Dr. Zildo
Gallo, Dra. Janaina F. F. Centrdo, Dr. Oriowaldo Queda, Dra. Flavia C. Sossae, Dra.
Dulce C. A. Whitaker, Dra. Maria Lucia Ribeiro e demais ndo tenho palavras pra
descrever tamanho amor pela que faz e nos inspira.

Aos meus grandes amigos André Pipino, Fabio Pipino e Tonico que tornaram
irmaos nesta caminhada, e de todos os demais que se fossem ser citados néo iriam caber
na pagina.

Ao Dr. Ricardo Pereira, técnico da UNICAMP, pelo apoio e incentivo a
pesquisa.

Aos amigos que fiz ao longo do tempo, meu sobrinho Fernando, minha amiga
Fabiana Lopes e outros que me incentivam sempre com pequenos gestos, como as
curtidas no Facebook.

A Deus, este ser maravilhoso, que é a razdo da existéncia humana que permite
meu éxito e minha evolugédo nesta caminhada.

E a uma familia que Deus colocou no meu caminho, como anjos para me
direcionar nesta etapa da vida. Com carinho e admiragdo presto meus agradecimentos a
familia Corbi, minha orientadora Prof. Dra. Vanessa Colombo Corbi, Prof. Dr. Juliano
Corbi e ao professor do Instituto de Quimica da UNICAMP, que muito acrescentou na
minha vida académica com suas sabias palavras, Prof. Dr. Pedro Corbi.

A todos minha admiragéo, gratidao, carinho e respeito e meu muito obrigado.



Dedico este trabalho a minha mae Maria Dolores Prates Frutuoso, ao meu pai
Jose Luiz Frutuoso (in memorian) e meu filho Caio Felipe Frutuoso pelo carinho e amor

para comigo nesta caminhada.



“Ser ecologista ndo ¢ apenas ser contra aquilo que chama progresso, ndo é apenas ser
anti qualquer coisa ou anti tudo ou porque esta na moda, ndo é apenas ser por certas
manifestagcdes com seu qué de folclore (que também é, alias, importante); ser ecologista
é sobre tudo acreditar que a vida pode ser melhor se as mentalidades mudarem e tiverem
em consideracao os ensinamentos que a velha terra e ainda o velho Universo nao
cessam de nos transmitir”.

Fernando Pessoa



RESUMO

O céncer se configura como um grande problema de saude publica mundial e no Brasil
¢ a segunda causa de morte da populacdo. No cuidado do paciente inUmeros farmacos
sdo utilizados, entre eles a Fluoruracila (5-FU) um medicamento citotoxico. Em
Barretos/SP situa-se um dos maiores hospitais oncoldgicos da América Latina. Dentro
da regido administrativa do municipio nasce o Ribeirdo das Pitangueiras, com extensdo
de 35.900 km de onde sdo captadas aguas para o abastecimento da populacdo e descarte
de efluentes do esgoto tratado desaguando no Rio Pardo. O presente estudo tem como
objetivo identificar a presenca do farmaco citotéxico Fluoruracila (5-FU) em amostras
de 4guas no Ribeirdo das Pitangueiras apds o processo de tratamento do esgoto por
lodos ativados. As amostras foram coletadas em 4 pontos do cérrego. Na estacdo de
tratamento de agua (ETA), no ponto de lancamento da estacdo de tratamento de esgoto
IV (ETE 1V), no remanso do cdrrego a cerca de 800 metros da Ultima coleta, e no ponto
de lancamento da estacdo de tratamento Il (ETE Ill). O preparo das amostras foi
realizado conforme procedimento descrito na literatura com modificacdes na
composicdo da fase mdvel e a determinacdo do 5-FU por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e espectrometria de massas. Foi encontrada a presenca do farmaco
citotoxico Fluoruracila (5-FU) nas &guas do Ribeirdo das Pitangueiras na cidade de
Barretos/SP; no ponto de lancamento da estacdo de tratamento IV. Nos testes de
toxicidade dos sedimentos coletados nos mesmos pontos das amostras de agua, houve
morte larval em uma porcentagem de 13,3% o0 que sugere um indicio de baixa
toxicidade. Com o crescimento do cancer, a aumento do farmaco fluoruracila utilizado
no tratamento, chegando aos rios cada vez mais quantidade deste medicamento,
devendo haver por parte da sociedade e poder publico um monitoramento mais apurado

para conhecer melhor os efeitos deste medicamento no meio ambiente.

Palavra-chave: Cancer, quimioterapia, fluoruracila, sedimentos.



ABSTRACT

The cancer is configured as a major problem worldwide and in Brazil public health is
the second leading cause of death of the population. Patient care, numerous drugs are
used, among them Fluorouracil (5-FU) a cytotoxic drug. In Barretos/SP lies one of the
largest cancer hospitals in Latin America. Within the administrative area of the city rises
the Ribeirdo Pitangueiras, extending 35,900 km from where the water supply to the
population and wastewater discharge treated sewage flowing into the Rio Pardo are
captured. This study aims to identify the presence of the cytotoxic drug Fluorouracil (5-
FU) in water samples in Ribeirao Pitangueiras after the process of sewage treatment by
activated sludge. Samples were collected at four points of the stream. In water treatment
(ETA) station, the launching point of the sewage treatment station IV (ETE 1V), the
backwater of the stream about 800 meters from the last collection and the launch point
of the treatment station 111 (ETE IlI). The sample preparation was performed according
to literature procedure with modifications in the composition of the mobile phase and
the determination of 5-FU by high performance liquid chromatography (HPLC) and
mass spectrometry. Found the presence of the cytotoxic drug Fluorouracil (5-FU) in the
Ribeirdo Pitangueiras waters in the city of Barretos/SP; at the launch point of the IV
treatment plant. In tests of toxicity of sediments collected at the same points of water
samples, there were larval death in a percentage of 13.3% suggesting an indication of
low toxicity. With the growth of cancer, the increased drug fluorouracil used in the
treatment, reaching rivers increasingly much of this medicine and should be by society
and public power a closer monitoring to better understand the effects of this medicine

on the environment.

Keywords: Cancer, chemotherapy, fluorouracil, sediments.
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1 INTRODUCAO

A especialidade médica que estuda os tumores benignos ou malignos é
denominada oncologia, ramo da patologia que estuda a neoplasia, tumores que podem
estar localizados ou invadir outros tecidos disseminando por todo o corpo. Devido a
enorme complexidade, envolve todas as especialidades clinicas para seu tratamento
especifico, sendo necesséria a combinacdo de vérios farmacos (MATTHES, 2010).

O céancer configura-se como um grande problema de satde pablica mundial e no
Brasil constitui-se como a segunda causa de morte da populacdo segundo a Organizacao
Mundial da Sadde (OMS). Entre as mulheres o cancer de mama é 0 mais comum, no
entanto, com a introducdo da quimioterapia para tumores considerados inoperaveis,
alcancaram-se bons resultados na melhora do paciente (MATTHES, 2010).

As terapias antineoplasicas sdo medicacdes especificas que atuam nas células
cancerigenas, sempre acompanhadas por um protocolo médico individualizado para
cada paciente tendo como objetivo a cura ou prolongamento da vida deste. Os farmacos
utilizados sdo medicamentos sintomaticos, empregados com o intuito paliativo,
suplementos alimentares, vitaminas, ervas e drogas antineoplasicas inespecificas
(quimioterapia) e especificas (molecular) estando o paciente em tratamento sujeito a
diversas toxicidades. Os efeitos quimioterapicos nos pacientes afetam a rotina fisica e
emocional, e, por mais que evoluam os paliativos, para amenizar os efeitos colaterais
nos paciente, maior é a demanda deste grupo de compostos farmacos (GAUI, 2010).

No paciente o crescimento incontrolavel de células cancerigenas, dividindo-se
rapidamente, tornando-se agressivas e incontrolaveis, determina a formacéo de tumores.
O tratamento quimioterapico impede o crescimento, alivia os sintomas causados pelo
tumor e tem como objetivo tratar ou controlar a doenga. E estes medicamentos podem
ser isolados ou combinados com outras drogas com o intuito de tratar o organismo
como um todo. O cancer pode se expandir para outro 6rgdo, podendo levar o paciente a
morte, pois estas metastases sdo mais dificeis de serem tratadas e exige medicamentos
toxicoldgicos mais agressivos ao paciente em tratamento (GIODA, 2010).

No tratamento, dependendo do estagio da doenca, sdo definidos tipos de drogas
e concentracdes a serem utilizadas. De acordo com a superficie corporal do paciente,
estes farmacos podem causar infeccdes, sangramentos, febre, entre outros efeitos
desagradaveis; de acordo com organismo, as drogas antineoplasicas agem afetando a
funcdo do DNA, limitando o crescimento do tumor (GIODA, 2010).
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Na busca da cura do cancer, inUmeras pesquisas sao realizadas e para cada caso,
existe um tratamento especifico com farmacos quimioterapicos que responda
especificamente & melhora do paciente. Para Matthes (2010) caso a toxidade da
medicacdo aplicada responda de uma forma negativa ao tratamento, a terapia deve ser
suspensa e o0 tratamento quimioterapico deve ser modificado.

O tratamento dos tumores cancerigenos varia de acordo com o organismo do
paciente e o estagio da doenca, o cancer surge por causa de uma falha do DNA; por ser
uma doenca onde as células mudam todo instante, tornou-se um grande desafio para os
cientistas a busca da cura da doenca. Em determinados casos, é indicada a combinacgéo
de vérios farmacos, que dependendo do organismo sdo eliminados em sua maior parte
através da via biliar e intestinal (MATTHES, 2010).

O trato gastrointestinal é formado por células de rapida divisdo, sendo
vulnerdvel a acdo dos quimioterdpicos; em razdo disso, inflamagéo e
alteracfes funcionais que ocasionam a diarréia. Pacientes que fazem
tratamento com drogas antineoplésicas podem apresentar esses efeitos
colaterais e quando ndo tratados ou caso apresentem diarréia de dificil
controle, hd o risco de desidratacdo, desequilibrio eletrolitico,
fraqueza, escoriagdo de pele e mucosa, diminuicdo da absorcdo
caldrica e perda de peso; portanto, devemos monitorar a quantidade, a
frequéncia e o aspecto das eliminacdes intestinais. (OLIVEIRA,
GRUZ e MATSUI, 2011, p. 142).

Grandes variedades de substancias farmacéuticas estdo a disposicdo para usos
meédicos, como mostra a Tabela 1; os farmacos citotoxicos compreendem uma ampla
gama de medicamentos e combinacdo de quimioterapicos disponiveis para 0s
profissionais da salde. Na sua maioria, todos os medicamentos sdo empregados no
tratamento do paciente com tumor maligno ou benigno nos hospitais oncoldgicos, sendo
0 cancer o que mais consome drogas antineoplasicas, entre eles o 5-FU (KUMMERER,
2001).
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Tabela 1 - Quimioterapicos mais utilizados em algumas patologias e suas

principais toxicidades

Classe

Substancia ativa

Doencas

Toxicidade

Alquilantes
Alquilagdo do DNA

Ciclosfosfamida

Mama
Linfomas etc.

Hematologica
Cistite hemorrégica

Ifosfamida Sarcoma, Linfomas Hematologica
Cistite hemorrégica
Conjuntivite
Cisplatina Ovario Néausea e vomitos
Carboplatina Pulmao Neurotoxicidade
Oxaliplatina Testiculo Nefrotoxicidade
Antimetabdlitos Methotrexate Mama Hepatoxicidade
Incorporagdo como Leucemia Mielotoxicidade
nucleotideo linfoblastica aguda
fraudulento (LLA)
Premetrexede Pulmaéo Mielotoxicidade
Mesotelioma
5 Fluorouracil Estomago Diarréia
Fluoropirimidina Colon Sindrome mao-pé
orais Mama Mielotoxicidade
Gencitabina Pancreas Neurotoxicidade
Pulmaéo Mielotoxicidade
Ovaério
Inibidores de Vimblastina Linfoma Neurotexicidade
microtubulos Vincristina Pulmao Mielotoxicidade
Paclitaxel Mama Neurotoxicidade
Docetaxel Pulmaéo Pneumonite
Cabeca
Pescoco etc.
Analogo da Topotecano Colon Diarreia
camptocina Irenotecano Ovario Mielotexicidade
Pulméo
Antibiotico Doxorrubicina Mama Cardiaca
Farmorrubicina Sarcoma Mielotoxicidade
Linfoma etc. Mucosite
Mitomicina Mama Mielotoxicidade
Canal anal Sind. hemolitica
Bleomicina Linfoma Pneomunite
Testiculo Mielotoxicidade

Fonte: Intera¢des medicamentosas no paciente oncoldgico (GAUI, 2010, p. 20).

Para o cancer de mama, estdbmago e c6lon é indicado o farmaco fluoruracila 5-

FU, agente antineoplasico da classe dos antimetabdlitos, que é utilizado isoladamente
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ou em combinagdo com outros farmacos. Trata-se de um medicamento que requer maior
precaucdo na sua manipulagéo e descarte (GIODA, 2010).

Sua metabolizacdo é feita principalmente no figado, resultando em produtos
inativos como CO», uréia e alfa-fluor-beta-alanina; aproximadamente 7 a 20% do
farmaco € excretado pela urina na forma inalterada em seis horas e o restante
metabolizado pelo figado. Parte deste farmaco e excretada, ndo metabolizado pelo
paciente e entra em contato com a agua, na rede de esgoto comum, que com outras
substancias podem sofrer novas transformacdes quimicas, chegando ao ambiente
aquatico (GAUI, 2010).

Os efluentes de esgoto que contém residuos deste farmaco podem causar danos ao
meio aquético, ndo havendo normas especificas na legislacdo quanto a concentragdo
toleravel deste farmaco ao meio ambiente (SEIFFERT, 2007).

Para tentar diminuir a contaminacdo dos efluentes de esgoto e dos profissionais
da area, devem ser tomadas certas precaucfes quanto as secrecbes corporais dos
pacientes que receberam ou estdo recebendo quimioterapia em efusdo continua, estes
residuos devem ser isolados, marcados com logotipos de material de risco, bem como os
restos de solucdes quimioterapicas (ANDRADE, 2009).

Os farmacos citotdxicos langados no meio ambiente podem ser nocivos ao longo
dos anos, podendo haver o surgimento de novas doencas, causado por um processo de
tratamento de efluentes de esgoto inadequado no presente ou a mudanca de uma cadeia
ambiental. Quanto maior a quantidade de efluentes contaminantes lancados nos ecos-
sistema aquatico, maior serdo as mudancas nocivas que podem ocorrer, 0 que nos
mostra a necessitando e um sistema de fiscalizacdo mais eficaz, para amenizar este
impacto ao longo dos anos (LINHARES, 2005).

No Brasil foi criado a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criada
pela lei n® 9.782 de janeiro de 1996 é uma agéncia reguladora do Ministério da Saude
(MS) relacionada a regulamentacdo de produtos e servicos que afetam a saude da
populagéo brasileira (ANVISA, 1996).

Mesmo com as leis vigentes, 0s municipios ndo estdo preparados para tratar 0s
esgotos contaminados por materiais quimioterapicos. Com todo 0 processo no
tratamento dos efluentes de esgoto, estes ainda podem conter substancias toxicas pelos
dejetos eliminados por pacientes em tratamento, configurando-se entdo, um grande

desafio dos setores hospitalares e municipais (LINHARES, 2005).



18

Quanto ao monitoramento do desempenho ambiental organizacional, foi
estabelecido padrdo de lancamento de efluentes, pela Resolugdo do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357 (17/03/2005), a qual estabelece a classificagéo
dos corpos de agua (doce, salobra e salgada), provendo diretrizes ambientais para seu
ajuste, bem como instituindo as condi¢bes e padroes de lancamento de efluentes
(CONAMA, 2005).

A importancia do processo de gestdo ambiental na esfera privada
reside no fato de que a organizacdo vem se adaptando as condi¢des
cada vez mais exigentes quanto ao seu desempenho ambiental em
virtude de pregdes exercidos por varios agentes envolvidos no
processo de gestdo ambiental, entre eles: 6rgdos de controle ambiental
(municipal, estadual e federal), comunidades circundante, ONGs
ambientalistas, clientes, acionistas etc (SEIFFERT, 2007, p.56).

1.1 Cancer

Multiplas alteracdes no material genético normal provocam mutacdes nas
células, surgindo células cancerigenas, formando os tumores e adquirindo habilidade
para invadir os tecidos (LOPES et al., 2008).

Para entender melhor como ocorre esse processo é preciso recordar
como se da a transmissdo da informagdo genética presente em uma
célula. A expressdo génica envolve a copia de regido especificas do
DNA (os genes) em uma molécula de RNA mensageiro (Transcri¢do) e
a passagem da informag&o contida na sequéncia de nucleotideos desse
mMRNA (RNA mensageiro) para uma sequéncia de aminoécidos [...]
(LOPES et al., 2008, p.15).

Durante a transformacdo maligna das células cancerigenas, a célula é capaz de
transmitir suas caracteristicas fenotipicas para as células filhas; este processo complexo
envolve mdltiplos estagios sendo que em alguns casos apresentam alta incidéncia
familiar, entende-se entdo, que € uma doenca de padrdo mediano de heranca genética
(LOPES et al., 2008).

Tumor ou neoplasia é uma massa que nao tem funcdo atil. O tumor benigno ndo
tem a capacidade de se desenvolver em outras partes do corpo, podendo ser removido

por cirurgia, e ndo volta a crescer enquanto o tumor maligno, considerado cancer,
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caracteriza-se por invadir outros 6rgdos ou tecidos, desenvolvendo-se por todo corpo
(OLIVEIRA et al., 2011).

Aproximadamente 10,5 milhdes de novos casos de cancer sao previstos por ano,
sendo a segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento, sabendo-se hoje que
10% das neoplasias malignas sdo hereditarias enquanto as esporadicas sdo adquiridas ao
longo da vida havendo envolvimento de agentes fisicos, quimicos e biolégicos (LOPES
et al., 2008).

A idade representa um fator de risco para o cancer em funcéo do envelhecimento
da populacdo. O avanco da terapéutica prolonga a vida, o surgimento de novos farmacos
possibilitou o tratamento e cura do cancer. Estes medicamentos antineoplésicas podem
ser combinados com outras drogas (quimioterapia), com grande potencial de eventos
adversos pela sua toxicidade, tornando fundamental a troca de informacdes entre os
profissionais no cuidado dos pacientes oncol6gicos (GAUI, 2010).

As complicagfes do tratamento, tanto na fase inicial da doenga como na
avancada, provoca efeitos secundarios decorrentes do tratamento com depresséo,
ansiedade entre outros (OLIVEIRA et al., 2011).

O tratamento do paciente com cancer representa um grande desafio
para os médicos, demandando um cuidado multidisciplinar e
interdisciplinar e uma compreensdo da biologia da doenga, do seu
tratamento e suas interagcGes com as comorbidades a que esse paciente,
por suas caracteristicas, esta sujeito (GAUI, 2010, p.23).

O diagnostico e o tratamento precoce para alguns tipos de cancer pode resultar
na diminuicdo da mortalidade, para isso a populagdo juntamente com os profissionais da
area da salde devem estar orientados quanto aos sintomas que diagnostica o cancer; a
descoberta no inicio da doenga resultard numa maior taxa de cura ou reducdo dos altos
custos econdmicos e sociais da doenca, afirma Oliveira et al., (2011).

Para Lopes et al. (2008) noventa por cento dos tumores poderiam ser curados se
diagnosticados no inicio da doenca e tratados corretamente o que ndo ocorre pela falta
de agentes capacitados e estruturas publicas no sistema de saude no Brasil, tornando o
cancer um grande desafio ao sistema publico de saude.

A mortalidade por cancer no Brasil, desde 2003, é a segunda causa de morte da
populacdo. E esta mortalidade esta relacionada a maior exposi¢do dos individuos a
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fatores de risco cancerigenos. As grandes transformacdes globais modificaram o estilo
de vida pela adocdo de novas formas de produgdes de bens de servicos, padrdes de
consumo alterando o estilo de vida e a salde dos povos, fatores que contribuiram no
aumento do cancer, este impacto global dobrou a incidéncia de cancer nos ultimos 30
anos (OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo Oliveira et al., (2011), o cancer ¢ uma doenca descrita atraves de
desenhos por civilizagbes primitivas. E, em toda parte do mundo, as civilizacGes tém
fornecido descricGes de cancer, na Grécia 500 a. C. Hipdcrates descreveu a palavra

carcinos, que em grego significa caranguejo.

1.1.1 Tratamentos

Os farmacos citotoxicos mostraram grande eficacia no tratamento do cancer; em
sua maioria interagem com o DNA inibindo a sintese de novos materiais genéticos ou
causando lesdo irreparavel do DNA; quando utilizados em combinacBes no estagio
inicial da doenca os agentes citotdxicos apresentam maior efetividade (GOODMAN et
al., 2010).

Para Lopes et al., (2008) ao utilizar os farmacos citotdxicos no tratamento do
cancer o profissional da area deve evitar combina¢es cujas toxidades se sobreponham,
para que o tratamento seja eficaz e seguro ao paciente.

Madltiplas modalidades medicamentosas séo utilizadas em paciente com cancer,
cada forma de tratamento tem seus riscos e beneficios, sendo necessario considerar
maultiplos fatores, sendo o maior desafio da terapia ajustar a dose que obtenha o
resultado terapéutico desejado. Estes agentes alquilantes sdo altamente toxicos podendo
resultar em problemas diversos de saude ao paciente em tratamento, seus efeitos sdo
inesperadas pela toxicidade a outros 6rgdos no uso prolongado e em altas doses durante
o tratamento; estes efeitos podem aparecer ao longo de varios meses e anos, podendo
ser irreversiveis e fatais (GOODMAN et al., 2010).

Acles citotoxicas. As agdes farmacoldgicas mais importantes dos
agentes alquilantes consistem naquelas que afetam a sintese de DNA e
a divisdo celular. A capacidade desses farmacos de interferir na
integridade e na funcdo do DNA e de induzir morte celular em tecidos
de proliferacdo rapida fornece a base para as suas aplicacdes
terapéuticas e propriedades toxicas. Embora determinados agentes
alquilantes possam ter efeitos lesivos sobre tecidos com indices
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mitéticos normalmente baixos — por exemplo, figado, rins e linfécitos
maduros -, esses tecidos sdo habitualmente afetados de modo tardio.
Os efeitos agudos manifestam-se primariamente nos tecidos de
proliferacdo rapida. A letalidade da alquilagdo do DNA depende do
reconhecimento do complexo, da criacdo de rupturas nos filamentos de
DNA por enzimas de reparo e em uma resposta apoptética intacta. O(s)
verdadeiro(s) mecanismo(s) de morte celular relacionado(s) com
alquilacdo do DNA ainda ndo estdo bem caracterizados (GOODMAN
etal., 2010, p. 1193).

No tratamento quimioterapico as drogas antineplasicas tém acao de interferir no
processo de crescimento e divisdo celular, atacando na corrente sanguinea todas as
células cancerosas que estdo crescendo ativamente no organismo. Estas drogas nao
conseguem diferenciar as células saudaveis das doentes, como resultado ha efeitos
secundarios do tratamento com a destruicdo das células saudaveis, exigindo uma equipe
multiprofissional devido a complexidade da doenca que utiliza drogas, isolados ou em
combinacéo, essas toxicidades séo frequentes e intensas, dependendo do tipo de tumor e
extensdo da doenca (OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), compreende-se por
quimioterapia 0 método que utiliza compostos quimicos, chamados
quimioterapicos, no tratamento de doencgas causadas por agentes
bioldgicos. Quando aplicada ao cancer, ela é chamada de quimioterapia
antineoplasica ou quimioterapia antiblastica (LOPES et al., 2008, p.
178).

1.1.2 Quimioterapico Fluoruracila

A Fluoruracila (5-FU) é um agente antineoplasico da classe dos antimetabdlitos
utilizado isoladamente ou em combinagdes com outros farmacos no tratamento de
varios tipos de cancer (GIODA, 2010).

O medicamento é captada pelas células, sendo incorporada no DNA, bloqueando
0 alongamento do filamento e sua fun¢do de modelo (GOODMAN et al., 2010).

O FAULDFLUOR® é um medicamento cujo principio ativo é a 5-FU e pode ser
administrado por infusdo ou injecdo intravenosa. A posologia deve ser baseada no peso
atual do paciente e a dose total ndo deve exceder a 1g, devendo ser reduzida em um

terco ou pela metade dependendo das condi¢fes do paciente.
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As drogas de toxicidade local, as dermatologicas séo classificadas como
visicantes, medicamento que causa lesdo tecicular quando a infiltrada fora do vaso
sanguineo, provocando problemas graves como irritacdo severa e necrose local e as

irritantes, causam reacgdes cutaneas menos intensas (OLIVEIRA et al., 2011).

Para os analogos das pirimidinas, o fluoruracila e a fluoturidina
causam manifestagdes clinicas de toxicidade semelhante que podem
ser dificeis de prever devido ao seu aparecimento tardio. Os sintomas
adversos iniciais durante a terapia séo anorexia e nauseas; seguidas por
estomatite e diarréia, sinais de adverténcia de que a dose suficiente foi
administrada. Ocorrem alterages das mucosas ao longo de todo o
tracto gastrointestinal podendo conduzir a diarréia fulminante, choque
e morte. Os principais efeitos toxicos dos esquemas com doses em
bolus resultam na acdo mielossupressora destas drogas. Podem ocorrer,
também, trombocitopenia e anemia; perda de cabelo, ocasionalmente
progredindo para alopecia total, alteracBes ungueais, dermatite e
pigmentagdo aumentada e atrofia da pele podem ser encontradas
(TEIXEIRA, SIMOES E TABAQUINHO, 2001, p. 8).

O 5-FU, no Brasil esta disponivel em cépsulas de 250 mg, creme dermatoldgico,
solugdo injetavel: 10 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL, medicamento antineoplasico
antimetabdlico, cujo principio ativo é o fluoruracila , sua massa molar é 130,08 g mol™
e sua férmula empirica é C4sH3FN2O2 como mostra a Figura 1, sua toxicidade depende

da dose e via utilizada.

Figura 1 - Estrutura Quimica do farmaco Fluoruracila

H
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Fonte: (SINGH et al., 2009, p. 241).
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Nas terapias em combinacGes com outros agentes, o 5-FU mostrou ser um
potente sensibilizador de irradiagdo. Foram constatados efeitos benignos com a
combinacdo do 5-FU com a radioterapia, no tratamento de cancer de eséfago, estomago,
pancreas, colo do Utero, anus, cabeca e pesco¢o, com resultados muito favoraveis
(GOODMAN et al., 2010).

A resposta parcial em 10 a 20% dos pacientes com a administragdo do 5-FU
mostrou-se eficaz no tratamento de carcinomas metastaticos de colon, do trato
gastrintestinal superior e de mama. Associado a outras drogas dentro do contexto da
terapia, mostrou vantagens em termo de sobrevida do pacientes (GOODMAN et al.,
2010).

[...] o quimioterdpico 5-FU é um agente antimetabdlito e age em uma
fase especifica do ciclo celular (fase S). E considerado um
medicamento visicante, sendo administrado por via endovenosa. Tem
como principal efeito colateral a hiperpigmentagdo cutanea,
principalmente na palma das mdos, face e no trajeto venoso
(OLIVEIRA et al., 2011, p. 76).

Os medicamentos antineoplasicos tém grandes potenciais de efeitos adversos ao
interagir com outras drogas (GAUI, 2010).

Ao associar varias drogas no tratamento, os protocolos quimioterapicos,
auxiliam na prevencéo de efeitos colaterais, na metabolizagdo das drogas e no efeito de
acao (OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo Gioda (2010) o 5-FU é um medicamento que requer dos profissionais
da saude precau¢des na manipulacéo e descarte, sua toxicidade depende da dose e via
utilizada no paciente.

De acordo com as Normas Regulamentadora 32 (NR 32) que tem por diretriz
garantir seguranga dos trabalhadores dos servicos de salde, o profissional da satde deve
estar devidamente orientado, quanto as precaucdes padrdes dos procedimentos técnicos
na manipulacéo e descarte dos materiais quimioterapicos (OLIVEIRA et al., 2011).

Em Barretos/SP; o centro hospitalar especializado em oncoldgico tem um

departamento especifico que cuidas destes procedimentos técnicos.

1.2 Contaminantes de efluentes
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Muitos farmacos citotdxicos sdo encontrados em efluentes de esgotos das
Estaces de Tratamento de Esgotos (ETEs), pelo fato de ap6s a ingestdo do
medicamento por pacientes em tratamento, partes destes, s&o excretados ou descartados
de forma irregular no esgoto, sendo detectados em matriz de &gua como mostra varios
estudos da literatura (BILA e DEZOTTI, 2003).

O 5-FU é um farmaco antineoplasico persistente a sua propria quimica, para
servir aos propositos terapéuticos; partes desta medicacdo sdo excretadas
inalteradamente nos efluentes de esgoto, e mesmo apds tratamento nas ETES, chega ao
meio ambiente, podendo ocasionar mudanca nos organismos aquaticos e efeitos
adversos a saude humana (BILA e DEZOTTI, 2003).

No Brasil, estudos realizados em hospital universitario, considerado um dos
maiores do Estado do Rio de Janeiro, que atende a uma populacdo de mais de dois
milhGes de habitantes, na area oncoldgica, com toda estrutura na manipulacao e descarte
de material, resultante de lixo hospitalar, entre eles os materiais quimioterapicos,
demonstrou que o medicamento mais utilizado no tratamento do cancer é o Fluoruracila
(5-FU) e sua embalagem contém resquicios de quimioterapicos, 0 que requer um maior
cuidado no descarte e destino final do residuo (MAURA, 2012).

No norte do Reino Unido, pesquisa realizada para avaliar as concentracdes de
efluente de esgoto dos hospitais oncoldgicos, buscando identificar os farmacos
citotoxicos, constatou que estes, incluido o 5-FU é mal biodegradavel, quando incubado
com lodo ativado, uma vez que as muitas drogas citotdxicas sdo hidrofilicas. Algumas
das moléculas ndo contém atomo de halogénio, sdo conhecidas por serem problemaéticas
por biodegradacdo, podendo ser tdxicas para as bactérias, mostrando que os farmacos
citotoxicos podem ser extremamente persistentes nas aguas dos rios (JOHNSON et al.,
2008).

Este mesmo estudo detectou em 2008, em uma lagoa no norte do Reino Unido, a
presenca do farmaco 5-FU em concentracdo de 5,50 pg/L em longos trechos de
captacdo de agua, podendo ocasionar a0 meio aquatico danos aos organismos
eucaridticos e dependo da concentragdo, danos a saude humana, principalmente as
gestantes (JOHNSON et al., 2008).

Geralmente, os farmacos sdo absorvidos pelo organismo e estdo
sujeitos a reagBes metabdlicas. Entretanto, uma quantidade
significativa dessas substancias originais e seus metabdlitos sao
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excretados na urina, fezes ou esterco animal, sendo frequentemente
encontrados no esgoto doméstico. De acordo com Richardison et al.,
nas ETEs ha trés destinos possiveis para qualquer farmaco individual:
1. Pode ser biodegradavel, ou seja, mineralizado a gas carbdnico e
agua, como por exemplo, o acido acetilsalicilico; 2. Pode passar por
algum processo metabélico ou ser degradado parcialmente, como as
penicilinas; 3. Pode ser persistente como o clofibrato, que ¢ um
antilipénico. Pouco se conhece sobre as rotas dos farmacos no meio
ambiente (BILA e DEZOTTI, 2003, p. 524).

A preocupacdo por contaminacdo de efluentes de esgoto ao meio ambiente
tornou-se interesse de ordem econdmica, sanitaria e social, determinando que o0s
efluentes sejam submetidos a tratamentos eficazes, que amenizem o impacto ambiental,
tornando um grande desafio aos 6rgdos governamentais, para isto foram criados
agencias de fiscalizacdo, como a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB) que realizam monitoramento, tentando prever e amenizar 0
comprometimento dos recursos hidricos no Estado de S&o Paulo (CORDI et al., 2008).

A grande preocupacdo destas organizacfes governamentais é que os residuos
gerados por qualquer atividade tenham o procedimento de descarte adequado que leve a
sustentabilidade em nivel estratégico dentro das organizacGes. Neste contexto as
empresas integrantes do complexo de salde também buscam novas tecnologias que
amenizem os residuos produzidos, como os frascos e as embalagens de medicamentos.
Nestes, existe grande demanda de agentes quimioterapicos devido ao crescimento da
doenca do cancer (MAURA, 2012).

Segundo Parron et al., (2011) os centros hospitalares devam ter Programa de
Gerenciamento de Residuos Quimicos (PGRQ) que contemplem residuos ativos,
gerados continuamente dentro da unidade em atividades rotineiras, e o passivo de todos
os residuos estocados, aguardando destinacao final (restos reacionais, residuos solidos,
frascos de reagentes etc...) podendo ser enviadas para incineracdo ou estacdo de

tratamento que foram criadas para tratar carga organicas altas e normalmente toxicas.

1.2.1 Tratamento de efluentes contendo fluoruracila por lodos ativados

Para Bila e Dezotti (2003) o efluente de esgoto contaminado com farmacos
citotoxicos tratado pelo processo de lodos ativados, alcangaram um melhor resultado de
remocdo, do que efluentes tratados com filtros biologicos, sendo uma remocao

incompleta dos farmacos durante sua passagem pelas ETEs.
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O tratamento de efluentes de esgoto por lodos ativados pode ser definido,
segundo Cordi et al., (2008), como processo de tratamento fermentativo, aerébico,
continuo com reciclo de biomassa que constitui em um in6culo permanente e
aclimatado. A Figura 2 mostra um dos modelos de reatores utilizados no tratamento de
efluentes por sistema bioldgicos, operando em fluxo continuo de lodos ativados, com

grandes vantagens no processo aerdbico e baixo custo na implantagao.

Figura 2 - Modelo esquematico do sistema de lodos ativados

Afluentes
» Efluente tratado
_—
decantador
Tanque Wdo
de
aeracéo

Recirculagédo da biomassa \
Purga do lodo

Fonte: (Cordi et al., 2008, p. 101).

O modelo de estacdo de tratamento por lodos ativados (Figura 2) consiste em
um tanque de aeracgdo, no qual ocorre a oxidacdo da matéria organica onde o efluente é
introduzido e misturado com lodo ativado, e o decantador utilizado para sedimentacao
dos flocos microbiais produzidos durante a fase de oxidagcdo no tanque de aeragéo
(FREIRE et al., 2000).

O processo de tratamento por lodos ativados alcanca resultados mais eficazes
pela combinacdo de reagdes aerdbicas, processo que se fundamenta na utilizagdo de
bactérias e fungos que requer oxigénio molecular; sua forma mais comum esta
representada por lagoas aeradas e pelo sistema lodos ativada, muito utilizada pelas
industrias. As reacdes anaerdbicas tém sido objeto de muito interesse em funcdo da

capacidade de certas bactérias, transformarem grandes nimeros de compostos clorados
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em espécies menos toxicas e mais susceptiveis a degradacdo posterior por organismos
aerdbicos.

O sistema de tratamento de efluentes por lodos ativados iniciou-se na Inglaterra
no século XX e mostrou-se eficiente (FREIRE et al., 2000).

Em 1997, antilipémicos, antiinflamatérios e alguns metabdlitos foram
detectados em esgoto, em efluentes de ETE e em &guas de rios no
estado do Rio de Janeiro por Stumpf et al. A concentracdo média, nos
efluentes da ETE, da maioria dos fArmacos investigados esteve na faixa
de 0,1 a 1,0 u g/L, como consequéncia da remoc¢do incompleta dos
farmacos durante sua passagem pela ETE e pelo descarte de esgoto in
natura. A taxa de remocéo de fArmacos individuais durante a passagem
pela ETE variou de 12 a 90%. Em outro estudo também relacionado ao
Brasil, realizado por Ternes et al. Em 1997, foram encontrados
estrogénios naturais e contraceptivos sintéticos na ETE da Penha/RJ.
Em esgoto bruto, os estrogénios 17 B-estradiol e estrona foram
detectados nas concentragcbes de 0,021 ug/L e 0,04 ug/L,
respectivamente. As taxas de remocgéo de estrona observadas foram de
67% para o efluente tratado em filtros bioldgicos e 83% para o efluente
tratado pelo processo de lodos ativados. Para 17 B-estradiol, estas
taxas foram de 92 e 99%9 para e efluente tratado em filtro bioldgico e
para o efluente tratado pelo processo de lodos ativados,
respectivamente. Para 0 estrogénio contraceptivo 17 x-etinilestradiol,
as taxas de remocdo na ETE foram de 64 a 78% para o efluente do
filtro biologico e para o efluente do tanque de lodo ativado (BILA e
DEZOTTI, 2003, p. 524).

Para os demais efluentes de esgoto de origem doméstica ou industrial o
tratamento é baseado em processos biolégicos, utilizando o mesmo mecanismo aerdbio
de biodegradacdo, que ocorre naturalmente nos rios. Sdo represadas grandes
quantidades de efluentes e adicionados processos bioldgicos para remocdo de matéria
organica, o oxigénio € o principal aceptor de elétrons gerados a partir da degradacédo
destes compostos (CORDI et al., 2008).

Estes efluentes de esgoto doméstico ou industrial podem ser organicos
biodegradaveis, com tempo relativo e curto de decomposi¢do, enquanto 0s ndo
biodegradaveis sdo mais evidentes, formam espuma sob a agua, em uma gama de
toxicidade maior, inibindo o transporte de oxigénio e carbono na interface da agua,
contribuindo para as alteracGes dos niveis de oxigénio dissolvidos (PARRON et al.,
2011).

1.3 Legislacdo no Brasil sobre medicamentos e seu descarte.
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O mercado de medicamentos no Brasil movimenta bilhGes de reais. Esta
producdo em massa pode acarretar sérios ricos socioecondémicos e ambientais se forem
descartados incorretamente; para isto existem leis governamentais que estabeleceram
condicgdes adequadas para o descarte destes medicamentos.

A populagéo deve atuar junto com o governo na prevencdo dos problemas que
estes residuos possam gerar a saide humana e ao meio ambiente. A lei dos residuos
solidos mostra a preocupacdo do descarte inadequado destes residuos (BALBINO e
BALBINO, 2014).

A Lei 12.305/2010 de Politica Nacional de Residuos Sélidos estabelece que,
conceito de medicamentos é todo produto sélido ou liquido com composto de um
principio ativo.

No art. 2° da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 33 de 25 de fevereiro
de 2003 diz que compete Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e as
Secretarias de Saude Estaduais, Municipais e Distritais, responsabilidade de fiscalizar
em conjunto com o0s 6Orgdos do meio ambiente o cumprimento desta resolucéo,
orientando no que lhe for pertinente.

A RDC n° 33/2003 dispGe sobre o regulamento técnico dos residuos nos servicos
de saude, dentro desta categoria esta o grupo B (quimico) e enquadra neste grupo 0s
medicamentos antineoplasicos controlados por uma portaria Ministério da Saude (MS)
344/98 e suas atualizacgdes, neste grupo sdo determinadas que as excrec¢des de pacientes
tratados com quimioterapicos antineoplasicos devem ser eliminadas no esgoto com
abundante quantidade de agua, desde que haja Sistema de Tratamento de Esgoto na
regido onde se encontra a unidade. Caso ndo exista tratamento de esgoto, devem ser
submetidas a tratamento prévio no proprio estabelecimento.

A RDC n°50/2002 e ANVISA n° 33/2003 determinam que o gerenciamento dos
residuos solidos de saude constitui-se em um conjunto de procedimentos de gestdo,
planejados e implementados a partir de bases cientificas, normativas e legais, com o
objetivo de minimizar a producdo de residuos e proporcionar aos residuos gerados um
encaminhamento seguro, de forma eficiente, visando a protecdo dos trabalhadores,
preservacao da saude publica, dos recursos naturais e do meio ambiente.

O CONAMA 358/2005 dispbe sobre o tratamento e a disposicdo final dos
residuos dos servigos de salde e da outras providencias, em atendimento aos principios

da prevencdo, da precaucédo, do poluidor pagador, da correcdo na fonte e de integracédo
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entre varios orgdos envolvidos para fins do licenciamento e da fiscalizag¢do. Impde aos
geradores de residuos solidos de saude a responsabilidade pela segregacéo,
acondicionamento, transporte, tratamento e disposicao final, ou seja, 0 gerenciamento
desses residuos.

De acordo com a classificacdo dos efluentes de esgoto € aplicado um sistema de
tratamento; para farmacos citotoxicos o recomendado é o tratamento por lodo ativado.
Em cidades com grandes centros hospitalares e que utiliza medicamentos altamente
toxicos no tratamento do cancer é necessario um sistema de tratamento de efluentes por
lodo ativado para evitar a contaminacdo ambiental das fontes de agua MAZZER e
CAVALCANTI, 2004).

Mesmo com as leis existentes de controle e fiscalizacdo aos residuos gerados
pelo sistema de salde, ha uma deficiéncia no sistema no caso do tratamento de efluentes
de esgoto gerados pelos hospitais e industrias farmacéuticas. Estudos mostram que
varias substancias existentes nos farmacos séo resistentes ao processo de tratamento dos
efluentes de esgoto permanecendo no meio ambiente por longo periodo (BALBINO e
BALBINO, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € verificar a presenca do farmaco citotoxico
fluoruracila (5-FU) no Ribeirdo das Pitangueiras. Considerando que este corrego recebe
os efluentes de esgoto hospitalar oncolégico ap6s tratamento por sistema de lodos
ativados, pretende-se através deste estudo demonstrar que o sistema de tratamento de
efluentes de esgoto por lodos ativados ndo elimina totalmente o farmaco citotoxico

fluoruracila (5-FU) como mostra a literatura.

2.2 Objetivo especificos

- Avaliar possivel toxicidade dos sentimentos na biota aquatica.

- Analisar os efluentes de dgua apds o tratamento que chega ao Ribeirdo das
Pitangueiras.

- Utilizar desta ferramenta para sinalizar ao poder publico a necessidade de
novas pesquisas de efluentes contendo residuos do medicamento fluoruracila e seus

possiveis efeitos ao meio ambiente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de estudo

Barretos encontra-se situada na regido norte do Estado de S&o Paulo, limita-se ao
norte com o Municipio de Colémbia, ao sul com os Municipios de Colina, Jaborandi e
Severinia, a leste com Guaira e Morro Agudo e a oeste com 0s Municipios de Guaraci e
Olimpia (Figura 3). Segundo fonte do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) em 2010 foi estimada uma populacdo de 112.101 habitantes.

Como podemos observar na Figura 3, a cidade é cortada por corregos: corrego
do Barro Preto, corrego Campo Redondo, cérrego Barretos, cérrego do Aleixo e 0
Ribeirdo das Pitangueiras. O Ribeirdo das Pitangueiras tem sua nascente no topo da
fazenda Pitangueiras, proximo ao morro dos Angicos, localizado na regido onde esta
instalado o aeroporto da cidade, com a Latitude 7.716° Norte, Longitude 743° Leste,
tem 35.900 km de extens&o e desagua no rio Pardo (SABIA, 2007, p.3).

Figura 3 - Localizacdo administrativa de Barretos/SP
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32

Parte da 4gua consumida pelo municipio é captada no Ribeirdo das Pitangueiras
e bombeada pela Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) no bairro Pereira, para ser
tratada e distribuida a populacdo; sendo o principal manancial da cidade, um dos
maiores problemas deste corrego € o assoreamento e a falta de matas ciliares. Na
sequéncia do curso do corrego temos as estacdes de tratamento de esgoto que recebem
o0s dejetos dos bairros da regido do hospital oncoldgico, que sdo: Estacdo de Tratamento
de Esgoto 111 (ETE I11) e a Estagdo de Tratamento de Esgoto IV (ETE IV).

Instalado na cidade desde 1967, o Hospital do Cancer de Barretos é um dos
maiores centros de estudos em oncologia da América Latina, destacando-se por possuir
0 maior banco de tumores entre as instituicdes brasileiras e de atuar no atendimento de
doentes vindos de todas as partes do Brasil e de paises vizinhos. Em virtude do uso de
medicamentos altamente tdxicos no tratamento destas doencas, a cidade de Barretos tem
um sistema de tratamento de efluentes por lodos ativados para evitar a contaminagéo
ambiental das fontes de agua, corregos e rios da regido. Dada as caracteristicas
geogréficas do entorno do hospital, o despejo do esgoto tratado nos corregos e rios

requer um monitoramento dos 6rgaos ambientais do estado de Sdo Paulo.

3.2 Procedimentos metadoldgicos

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliografico dos aspectos
cientificos e legais envolvidos nesta pesquisa e, numa segunda etapa, foram realizadas
andlises quantitativas do farmaco 5-FU no Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP. A primeira etapa das anélises foi feitas em abril de
2014 e repetidas em maio de 2014 para identificar a presenca do farmaco 5-FU em

amostras de agua captadas no Ribeirdo das Pitangueiras.

3.2.1 Estrategia de amostragem de agua no corrego

Quando a coleta de amostras é feita diretamente de um corpo hidrico,
sdo recomendados os seguintes procedimentos: evitar a coleta de
amostras em areas estagnadas ou em locais proximos as margens;
remover a tampa do frasco, segura-lo pela base, mergulhar rapidamente
com a boca para baixo, de 15 cm a 30 cm abaixo da superficie da agua,
para evitar a introducdo de contaminantes superficiais; direcionar o
frasco de modo que a boca fique em sentido contrério a correnteza; se
o0 corpo de agua for estético, devera ser criada uma corrente superficial,
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através da movimentacdo do frasco na direcdo horizontal (sempre para
frente); inclinar o frasco lentamente para cima, a fim de permitir a
saida de ar e seu subsequente enchimento; fechar o frasco e
acondiciona-lo sob refrigeracdo (PARRON et al., 2011, p. 34).

Para eficicia nas coletas das amostras de agua no corrego, afirma o SISAGUA
(2009), que as coletas devam ser programadas, definindo-se os pontos de coleta com
antecedéncia, bem como, os volumes a serem coletados, tendo conhecimento dos
objetivos do trabalho. Ao levar em consideracdo esses fatores, se obtém um melhor

resultado evitando distor¢do nas anélises.

A coleta de agua deve ser feita de acordo com o objetivo principal do
monitoramento, priorizando a seguranca dos executores da tarefa. Em
caso de morte de peixes por motivos desconhecidos, equipamentos
especiais de seguranca devem ser utilizados. O laboratério de medigéo
ambiental deve ser cadastrado junto ao Sistema Estadual do Meio
Ambiente — SISEMA — e adotar os procedimentos de controle de
qualidade analitica, necessdrios ao atendimento das condicdes
exigiveis, conforme Deliberacdo Normativa — COPAM no 89/2005,
requisitos imprescindiveis para a aceitagdo dos relatorios ou laudos
pelos 6rgdos ambientais e outras autoridades (SISAGUA, p. 7, 2009).

Foram coletadas amostras de dgua do corrego em diferentes pontos e levadas
para analises no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP. Os pontos de coletas foram definidos de acordo com a facilidade de acesso
ao corrego. A primeira amostra foi coletada no ponto onde ndo ha efluente de esgoto,
sendo esta agua captada para o abastecimento de aproximadamente 60% da populacédo
local, os demais pontos de coletas foram definidos por serem pontos de efluentes de
esgoto tratados langados ao corrego.

Ponto de coleta da amostra 1 na Estacio de Tratamento de Agua (ETA) no

bairro Pereira, fonte de captacdo de 4gua para a cidade como mostra a Figura 4.
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Figura 4 — Estacdo de Tratamento de Agua

Ponto de coleta da amostra 2 no ponto de lancamento da Estacdo de Tratamento
de Esgoto IV (ETE 1V), esta utiliza o sistema de tratamento de efluentes de esgoto por
lodos ativados como mostra a Figura 5.

Figura 5 — Ponto de langcamento da Estacéo de Tratamento de Esgoto IV
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Ponto de coleta da amostra 3, cerca de 800 metros da ETE IV, tem uma bomba
que retira agua do cdrrego para a criacdo de animais, cultivo de lavoura e para tanques

de peixes do pesqueiro local (Figura 6).

Figura 6 — Ribeirdo das Pitangueiras a cerca de 800 metros da ETE IV

A Figura 7 mostra o ponto de coleta da amostra 4 no ponto de langamento da
Estacdo de Tratamento de Esgoto Il (ETE IlI) este recebe os afluentes de esgoto dos

bairros proximo ao hospital oncolégico.

Figura 7 — Ponto de langamento da Estacdo de Tratamento de Esgoto I11




36

A Figura 8 mostra os pontos especificos de coletas de amostra de agua.

Figura 8 — Localizagio dos pontos de coletas no Ribeiréo das Pitangueiras
(Barretos/SP).
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A coleta das amostras na primeira etapa deste experimento foi realizado em abril
de 2014, com clima nublado e chuviscos ao longo do dia, nos ultimos 7 dias. A coleta
foi realizada no periodo da manhd, sendo coletadas 500 mL de cada ponto com auxilio
de garrafas plasticas descartaveis de agua potavel ambientada com agua do corrego. As
mostras 1 e 3 foram coletadas no remanso do corrego em uma profundidade de 50 a 60
centimetros e 3 metros de largura e as amostra 2 e 4 foram coletadas nos pontos de
langamento dos efluentes de esgoto. Estas amostras foram lacradas, etiquetadas com
horario e data como mostra a Tabela 2, e armazenado sobe refrigeracdo em caixa

térmica com gelo.

Tabela 2 — Coleta das amostras na primeira etapa experimental

AMOSTRAS PONTOS
1 ETA
2 ETE - IV
3 a cerca de 800 mts da ETE - IV
4 ETE - 1l

A segunda etapa foi realizada em maio de 2014 (Tabela 3), as amostras foram
levadas para o Instituto de Quimica da UNICAMP e repetidas as analises, no entanto,
apos a primeira coleta (realizada em abril de 2014) foram feitas algumas modificacdes:
repetiu-se 0 experimento desta vez partindo de um volume superior das amostras
coletadas no corrego de 500 mL para 1000 mL, com objetivo de conseguimos uma
concentragdo maior do analito nas amostras ap0s a concentragdo no rotaevaporador da
marca BUCHI modelo RII, com bomba de vacuo da marca BUCHI V-700. As coletas
das amostras foram realizadas no periodo da tarde com o clima ensolarado ao longo dos
ultimos 7 dias, foram nos mesmos pontos anteriores, lacradas, etiquetadas com horario e
data. Ndo foi feito a coleta e analise da amostra 1 como mostra a Tabela 3, pelo fato de
ndo ter possibilidade de constatar o farmaco 5-FU, pois neste ponto esta livre de

efluente de esgoto.
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Tabela 3 — Coleta das amostras na segunda etapa experimental

AMOSTRAS PONTOS
2 ETE - IV
3 a cerca de 800 mts da ETE - IV
4 ETE -1l

3.2.2 Preparagéo das amostras

As amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas sob refrigeracédo
para serem analisadas segundo SISAGUA (2009). Esta etapa foi feita no Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Inicialmente, as
amostras coletadas foram pré-concentradas em rotaevaporador, a pressdo reduzida e sob
aquecimento entre 55°C e 60 °C. O volume inicial da primeira etapa de cada amostra
coletada foi de 500 mL, o tempo de concentracdo foi de aproximadamente 4 horas. Na
segunda etapa (1.000 mL coletado de amostra) o tempo de concentragdo foi de
aproximadamente 7 horas e as amostras foram concentradas a cerca de 50 mL do
volume inicial. Apds a pré-concentracdo cada amostra foi submetida a uma filtragdo em
filtros de seringa descartaveis com tamanho de poro de 0,20 um e didmetro de 13 mm, e
acondicionada em vial de 2,0 mL para ser analisada utilizando-se cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) segundo procedimento descrito por Mattos et al., (2013),
utilizando agua na fase moével e a coluna Microsorb MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5

um).

3.2.3 Preparacao das solucbes padrao

Foram preparadas solugdes padrdes nas seguintes concentracfes: 2,0, 4,0, 6,0,
8,0, 10,0 ng/mL todas diluidas em agua deionizada. Inicialmente foi injetada a solugéo
padrdo de 5-FU para determinar o tempo de retencdo deste composto, que foi
determinante para verificar sua presenca nas amostras.

A medicacdo adquirida para andlise, 5-fluorouracil (5FU) é de procedéncia dos
laboratérios MEIZLER, (FAULDFLUOR®) contendo 10 mL do farmaco em cada

ampola.
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3.2.4 Andlise cromatogréfica

A determinagéo da presenga de 5-FU foi feita utilizando-se um coluna Microsorb-
MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase mével: 100% agua (H20), temperatura

ambiente, volume inje¢do 100 microlitros, tempo maximo da analise 7 minutos.

3.2.5 Analise por espectrometro de massas

Anélises por espectrometro de massas, infusdo direta, empregando vazdo da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: agua 0,1% é&cido férmico 50:50

(v/v), vazédo de 0,1 mL/min.

3.3 Equipamentos

- Rotaevaporador da marca BUCHI modelo RII, com bomba de vacuo da marca
BUCHI V-700.

- Filtro de seringa com tamanhos de poro de 0,20 um e 0,45um.

- Cromatografico Liquido SHIMADZU modelo PROMINENSE dotado de
detector por arranjos de diodo, modelo SPD-M20A.

- Espectrometria de massas Micromas Quattro MicroTM API, com fonte de

ionizacdo por eletrospray e analisador triplo quadrupolo. Fabricante Waters.

3.4 Estratégia de amostragem de sedimentos do cérrego

As coletas dos sedimentos foram realizadas nos mesmos pontos das amostras de
agua, no remanso do corrego e nos pontos de lancamentos das ETES. Foram coletados
500 gr de cada amostra, etiquetada com data e horario, lacrados, refrigerados em caixa
de isopor com gelo e posteriormente conduzidas ao laboratorio da Escola de Engenharia
de Séo Carlos, Universidade de Sdo Paulo (EESC-USP) para analises. As amostras dos
sedimentos foram coletadas manualmente na data de 03 de julho de 2014 no periodo da
manh& com o tempo ensolarado e seco nos ultimos 30 dias. As amostras dos sedimentos

foram coletadas utilizando uma p& média de jardinagem.
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3.4.1 Manutencéo dos organismos teste

Os organismos testes utilizados foram da espécie Chironomus xanthus cujos
exemplares foram obtidos em cultura mantida no laboratério da Universidade de S&o
Paulo, campus S&o Carlos. A espécie de C. xanthus tem sido alvo de estudos
ecotoxicoldgicos sendo facil a manutencdo desta espécie, as criacdes das larvas foram
realizadas seguindo os métodos de manutencdo modificados por Fonseca (1997). O
equipamento utilizado para o cultivo de Chironomus xanthus com sedimentos foram
bandejas e tela de nylon e bancada utilizada nos bioensaios de toxicidade. As condicdes
do teste foram iguais as de cultivo das larvas, com foto-periodo de 12 horas e
temperatura de 22-26 °C. O procedimento adotado nos testes com a espécie foi a
recomendada por Fonseca (1997) e Strixino&Strixino (1995).

3.4.2 Método para teste de toxicidade utilizado-se larvas do inseto C. xanthus

Testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais, realizadas sob condicdes
experimentais especificas e controladas, utilizadas para estimar a toxicidade de
substancias, efluentes industriais e amostras ambientais (dguas ou sedimentos). Nesses
ensaios, organismos-testes sdo expostos a diferentes concentragcbes de amostra e 0s
efeitos tdxicos produzidos sobre eles sdo observados e quantificados. Enquanto as
analises quimicas identificam e quantificam as concentragdes das substancias toxicas, 0s
testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre sistemas bioldgicos
(Costa, et al., 2008).

Foram testados sedimentos de 4 pontos do cérrego e foi realizado o teste
controle utilizando-se um sedimento esterilizado. O sedimento controle foi obtido a
partir de areia fina comum, lavada em agua corrente e levada a estufa por 4 horas a 60
°C. Os testes controle foram realizados pela utilizacdo de agua deionizada e sedimento
esterilizado.

Nos testes de toxicidade agudo utilizou-se 10 larvas de IV instar (42 fase da
larva) com 3 réplicas e as larvas foram alimentadas no inicio do teste e mantidas sem
aeracdo por 96 horas. As larvas foram alimentadas com 20 mL de solugdo contendo 1
litro de &gua destilada e 5,0 g de ragdo para peixe triturada (tipo Tetramim®) de acordo

com métodos padronizados por Dornfeld (2006).
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Na amostra 1 de sedimento coletada na ETA, livre de efluentes de esgoto, e na
amostra 3, cerca de 800 metros da ETE IV, foram colocados na bandeja de cultivo 10
larvas de C. xanthus para bioensaio de toxicidade, nesta as 10 larvas permanecerdo
vivas dentro do tempo estimado. Foram feitas 3 réplicas que alcancou 0s mesmos
resultados, ficando evidente que nestas condi¢cbes ndo foi observado a presenca de

residuo contaminantes que possa interferir na sobrevivéncia dos organismos.
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4 RESULTADOS

4.1 Curva analitica do 5-FU

Para identificar o farmaco 5-FU presente na amostra 2, preparou-se uma curva
analitica do composto a partir do farmaco utilizado a partir de 5 concentragdes: 2,0, 4,0,
6,0, 8,0, 10,0 ug/mL (Figura9).

O resultado ndo foi obtido com mais precisdo devido a presenca de uma
substancia desconhecida que interferia na resolugdo do tempo de retengéo
cromatografico.

A curva analitica area x concentracao ajustado para uma reta é representado pela
equacéo onde:

y=a+bx
y = area
e

X = concentracdo pg/mL

Do grafico obtido temos: a=26908,2
b =61678,9

Reagrupando a equacéo temos: X =y —a
b

R?=99%
Né&o foi possivel determinar a concentragdo do farmaco existente na amostra 2

devido a interferéncia de uma substancia desconhecida que saiu no tempo de retengéo

cromatografico da analise.



43

Figura 9 — Curva analitica do 5-FU linear obtida atraves de 5 pontos de

ug/mL
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4.2 Analises cromatograficas das amostras de agua

Na primeira etapa do trabalho inicialmente foi injetado o padrdo de 5-FU para
determinar o tempo de retencdo deste composto (Anexo 1), que foi determinante para
verificar sua presenca nas amostras. A Figura 10 mostra o cromatograma da solucao
padrdo do 5-FU, obtido a partir da diluicdo do medicamento utilizado comercialmente
na seguinte concentracdo de 10,0 ug/mL diluidas em agua deionizada, o tempo de

retencéo foi de 3,08 minutos.

Figura 10 - Cromatograma do 5-FU, obtido a partir da diluicdo do medicamento

utilizado na concentragéo de 10,0 pg/mL
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Condicoes cromatograficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel:
100% é&gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo méximo da
anélise 7 minutos em 254 nm.

1 PDA Multi
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A amostra 1 de agua coletada na ETA (Figura 11) teve seu volume inicial de 500
mL reduzidos para 63 mL, esta amostra foi coletada no ponto livre de efluente de
esgoto, ao ser analisada no CLAE teve seu tempo de retencdo em 2,00 minutos.
Comparada a solucdo padrdo com tempo de retencdo de 3,08 minutos (Anexo 2),
mostrou que nestas condi¢fes a amostra ndo contém presenca de residuo do farmaco 5-
FU.

Figura 11 - Cromatograma da amostra 1 coletada na ETA.
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Condigbes cromatogréficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel:
100% &gua (H20), temperatura ambiente, volume inje¢do 100 microlitros, tempo méaximo da
analise 6 minutos em 254 nm.

1 PDA Multi
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A amostra 2 de agua coletada no ponto de lancamento da ETE 1V, estacédo de
tratamento por lodos ativados (Figura 12), teve seu volume inicial de 500 mL reduzidos
a 45 mL. A anélise por CLAE mostrou o tempo de retengdo de 3,25 minutos (Anexo 3),
comparada com a amostra padrdo com tempo de retencdo de 3,08 minutos, determinou

que nestas condic¢des nao existem residuos do farmaco 5-FU.

Figura 12 - Cromatograma da amostra 2 coletada no ponto de langamento

da ETE IV
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Condicbes cromatogréficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), fase movel:
100% &gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo maximo da
analise 17,50 minutos em 254 nm.

1 PDA Multi
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No cérrego a cerca de 800 metros da ETE IV (Figura 13), a amostra 3 foi
coletada no remanso do corrego, aproximadamente neste ponto o corrego tem 3 metros
de largura e 50 cm de profundidade. Esta amostra tem efluente de esgoto tratado da ETE
IV. Seu volume inicial de 500 mL foi reduzido a 62 mL. Analisada por CLAE teve o0
tempo de retencdo em 2,56 minutos (Anexo 4). Comparada com o tempo da solugédo
padrdo de 3,08 minutos ndo mostrou nestas condi¢gdes cromatografica a presenga do
farmaco 5-FU.

Figura 13 - Cromatograma da amostra 3 coletada a cerca de 800 metros da
ETE IV
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Condicoes cromatograficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel:
100% é&gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo méximo da
anélise 6 minutos em 254 nm.

1 PDA Multi
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A amostra 4 foi coletado diretamente no ponto de lancamento da ETE 1l (Figura
14), seu volume de 500 mL foi reduzido a 38 mL, analisada por CLAE teve o tempo de
retencdo em 3,24 minutos (Anexo 5), muito préximo ao tempo da amostra padrdo de
3,08 minutos. Devido a proximidade do tempo de retencdo do analito 5-FU, esta
amostra foi analisada por espectrometria de massas, nao sendo confirmada a presenca

do farmaco citotéxico fluoruracila.

Figura 14 - Cromatograma da amostra 4 coletada na ETE 111
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Condicbes cromatogréficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), fase movel:
100% &gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo maximo da
analise 6 minutos em 254 nm.

1 PDA Multi
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A Figura 15 mostra o Espectrémetro de massas enriquecido em laboratério com

o farmaco puro fluoruracila 5-FU para detectar seu peso molecular [C4H3FN2O — H]?
que foi de 128,77 (Anexo 6).

Figura 15 — Espectrometro de massas da solucao-padrao do 5-FU obtido a partir

da diluicdo do medicamento utilizado
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Condic6es do espectro de massa: infusdo direta no espectrémetro de massas, empregando vazdo da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: agua 0,1% acido férmico 50:50 (v/v), vazdo de

0,1 mL/min.
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Amostra 4 analisado por espectrdmetro de massas (Figura 16), mostrou nao existir
a massa molecular de 128,7; confirmado que nesta amostra sobre estas circunstancias

ndo a presenca de residuo do farmaco 5-FU (Anexo 7).

Figura 16 — Amostra 4 coletada na ETE 11l analisada por espectrémetro de

massas
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Condic6es do espectro de massa: infusdo direta no espectrémetro de massas, empregando vazdo da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: agua 0,1% &cido férmico 50:50 (v/v), vazao de
0,1 mL/min.
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Na primeira etapa experimental deste trabalho, sob estas condi¢bes de analises,
ndo foi possivel a confirmagdo do farmaco citotoxico 5-FU por CLAE, nas amostras 1,
2, 3 e 4, entretanto para uma andlise mais especifica da amostra 4 foi utilizando
deteccdo por espectrometro de massas onde nédo foi confirmado a presenca por massa
molecular do farmaco 5-FU.

Repetiu-se o experimento desta vez partindo de um volume superior das amostras
coletadas no corrego de 500 mL para 1000 mL, com objetivo de conseguir uma
concentracdo maior do analito nas amostras apds a reducdo no rotaevaporador, com
bomba de vacuo e foram concentradas cerca de 50 mL.

Na primeira etapa experimental o tempo de retencédo da solucéo padrdo foi de 3,08
minutos, e na segunda de 2,50 minutos. Observou-se uma diferenca no tempo de
retencdo entre a primeira etapa do trabalho e a segunda etapa com o tempo de retencao
sem que houvesse uma explicacdo clara para o fato. Entretanto, o preparo das solucdes
padrdo foi feito da mesma forma em ambas as etapas. Durante a construgdo da curva
analitica, 0 mesmo padrdo foi triplicado mantendo o tempo de retencéo e, portanto, o
resultado foi aceito do ponto de vista qualitativo.

A Figura 17 mostra o cromatograma da solucdo padrdo do 5-FU, na concentracao

de 10,0 ug/mL, obtendo o tempo de retencdo de 2,50 minutos (Anexo 8).

Figura 17 - Cromatograma do 5-FU obtido a partir da concentracéo de 10,0 pg/mL

507 tr= 2,50

0 ‘ ‘ ‘ — — 1 PDA Multi

0 1 2 3 4 5 6

Condicoes cromatograficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel:
100% &gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo maximo da
analise 6 minutos em 254 nm.



52

Né&o foi feito analise da amostra 1, ETA bairro Pereira, pois neste ponto ndo ha
efluente de esgoto.

Figura 18 mostra o cromatograma da amostra 2 de agua de efluente do esgoto
tratado coletada no ponto de langcamento da ETE 1V, estacdo de tratamento por lodos
ativados. O volume inicial de 1000 mL foi reduzido a 40 mL. Ao ser analisada no
CLAE, observa-se um tempo de retencdo em 2,42 minutos (Anexo 9), bastante proximo
ao tempo de retencdo da amostra padrdo de 2,50 minutos. Comparou-se 0 espectro
correspondente a espécie em questdo com o espectro do padrdo, confirmando a presenca
do farmaco 5-FU nesta amostra. Observamos que foi refeita a analise por espectrometria
de massas permitiu uma confirmacdo clara da presenca do farmaco por massa

molecular.

Figura 18 - Cromatograma da amostra 2 coletada no ponto de langcamento da ETE
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Condicoes cromatograficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel:
100% &gua (H20), temperatura ambiente, volume inje¢do 100 microlitros, tempo méaximo da
anélise 6 minutos em 254 nm.

Amostra 2 (Figura 19) analisada por Espectrometro de massas. Confirmando a

presenca do farmaco 5-FU por massa moléculas de 128,7 nesta amostra (Anexo 12).

1 PDA Multi
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Figura 19 — Confirmagc&o da presenca do farmaco fluoruracila na mostra 2

coletada no ponto de lancamento da ETE IV
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Condic6es do espectro de massa: infusdo direta no espectrémetro de massas, empregando vazdo da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: 4gua 0,1% &cido formico 50:50 (v/v), vazao de
0,1 mL/min.

No cérrego a cerca de 800 metros da ETE IV (Figura 20). A amostra 3 coletada
teve seu volume inicial de 1000 mL reduzidas a 30 mL, ao ser analisada no CLAE teve

0 tempo de retencdo em 1,58 minutos, quando comparada a amostra padrdo de 2,50



minutos (Anexo 10) fica comprovado a auséncia de residuos do medicamento 5-FU

nesta amostra sob circunstancias de analise.
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Figura 20 - Cromatograma da amostra 3 coletada a cerca de 800 metros do

ponto de lancamento da ETE 1V
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Condicoes cromatograficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel:
100% é&gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo méximo da

analise 6 minutos em 254 nm.

Coletado no ponto de langamento de efluente de esgoto da ETE Il (Figura 21) a
amostra 4 de 1000 mL foi reduzida 51 mL, colocada no CLAE teve o tempo de retencédo
em 2,35 minutos, quando comparada com a amostra padrdo de 2,50 minutos (Anexo

11), mostra que neste ponto sob estas circunstancias de analises ndo ha presenca do

farmaco citotoxico fluoruracila 5-FU.

6
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Figura 21 - Cromatograma da amostra 4 coletada no ponto de langamento da ETE
i

1007

‘ \ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5 6

Condicdes cromatograficas: coluna Microsorb-MV-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), fase mdvel:
100% &gua (H20), temperatura ambiente, volume injecdo 100 microlitros, tempo maximo da
analise 6 minutos em 254 nm.

4.2 Aanalises de toxicidade dos sedimentos

Os testes realizados foram para avaliar a qualidade dos sedimentos do Ribeirdo
das Pitangueiras por meio de bioensaios de toxicidade aguda utilizando larvas C.
xanthus.

No teste controle, das 3 réplicas realizada utilizando 10 larvas em cada, houve a
morte de 2 larvas na segunda réplica, uma estimativa de 6,6% de mortandade o0 que
demonstrando estar dentro do padrdo de nédo toxicidade.

A amostra 2 de sedimento coletada no ponto de langamento da ETE 1V, sendo a
Unica estacdo de tratamento por lodos ativados, e a amostra 4 de sedimento coletada
diretamente no ponto de langamento da ETE Ill, foram colocados na bandeja de cultivo
com 10 larvas de C. xanthus para bioensaio de toxicidade, nesta primeira réplica as 10
larvas permanecerdo vivas dentro do tempo estimado, porém a segunda e terceira
réplica somente 8 larvas permaneceram vivas no tempo estimado da metodologia
utilizada, tendo uma mortalidade de 4 larvas, uma estimativa de 13,3% de mortandade,
sob estas circunstancias dos sedimentos coletados verificou-se a presenca de toxicidade
muito baixa, pois o controle também apresentou a morte de 2 larvas, uma estimativa de
6,6% de mortalidade.

1 PDA Multi
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A Figura 22 apresenta o grafico com o teste de toxicidade utilizando a espécie de
larvas Chironomus xanthus, verificando que na Estacdo de Tratamento de Agua (ETA)
e no remanso do corrego a cerca de 800 metros da ETE 1V ndo houve morte das larvas
dentro do tempo estimado da analise e que somente nos pontos de lancamento das
Estacdes de Tratamento de Esgoto, ETE IV e Ill, houve mortandade de larvas

mostrando uma possivel toxicidade da biota aquética.

Figura 22 — Numero das larvas vivas de Chironumus xanthus expostas ao
sedimento do Ribeirdo das Pitangueiras (Barretos/SP) durante o periodo de
estudos.
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Os bioensaios de toxicidade com amostras de sedimentos do Ribeirdo das
Pitangueiras mostra que houve uma mortalidade de apenas 13,3% das larvas o que é
considerado nestas circunstancias de analise muito fraco o indicios de toxicidade.

Os testes de sedimentos ndo analisam o farmaco 5-FU em estudo, e sim a acao
conjunta de compostos diversos nao especificados, sobre estas circunstancias de analise,
temos uma dimensdo da qualidade dos sedimentos no coérrego, que podem ser alterados
de acordo com o volume de efluentes de esgoto tratado lancados no Ribeirdo das

Pitangueiras durante o ano.
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5 DISCUSSAO

No Brasil 0 Ministério da Saude (MS) instituiu no Sistema Unico de Salde
(SUS) através da portaria n® 2.048 de 3 setembro de 2009 a Politica Nacional de
Atencdo Oncoldgica (Pnao) definindo uma série de acdes preventivas e assistenciais ao
doente de cancer. O Pnao tem por objetivo abranger em todo o pais um conjunto de
medidas, possibilitando uma maior integracdo entre os Estados, municipios e as regides
de salde, esta medida foi implementada pela crescente mortalidade por cancer no Brasil
(Oliveira, 2011).

Segundo o Instituo Nacional de Cancer (INCA) no Brasil existem 276 centros
hospitalares credenciados no tratamento de pacientes com céancer, distribuidos em todo
o territério nacional, em cada Estado existe pelo menos um centro habilitado no
tratamento oncoldgico.

Com o crescimento da doenca no pais, automaticamente houve o aumento de
drogas utilizadas no tratamento, gerando uma maior quantidade de residuos
hospitalares, ou seja, no tratamento do cancer inimeros farmacos s&o utilizado sendo o
medicamento citotoxico fluoruracila (5-FU) um dos mais usados, devido a sua funcao
de inibir o crescimento celular (MATTHES, 2010).

Por ser um medicamento citotoxico, depois de eliminados nos dejetos dos
pacientes em tratamento quimioterapicos, estes efluentes de esgoto deve ser
monitorados, pois sua decomposi¢do requer um maior tempo para degradacao do que 0s
de mais medicamentos utilizados, também pelo fato de ser resistente a decomposi¢do
por bactérias, persistindo por maior tempo no meio ambiente (JOHNSON et al., 2008).

A contaminagdo por fluoruracila e outros medicamentos utilizados no tratamento
do céancer, tem sido tema de estudos, justamente por despertar preocupagdo nos efeitos
gue podem causar a salde humana e ao meio ambiente. Dessa forma por se tratar de
algo recente ndo se sabe os efeitos que pode causar ao eco-sistema, o que leva a uma
maior atencdo no monitoramento dos efluentes de esgoto (BILA e DEZOTT], 2003).

Johnson (2008) encontrou no norte do Reino Unido a concentracdo de 5,50 pg/L
de fluoruracila nas aguas dos lagos Aire e Calder em trechos onde a agua é captada para
0 abastecimento da populagdo. Os resultados apontam que mesmo com o tratamento
prévio antes do consumo, o medicamento pode persistir e assim representar risco a

saude, por exemplo, das mulheres gestantes. Ainda ndo estd claro até que ponto as
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baixas concentragdes podem afetar fauna e flora, e que, mesmo com a utilizacdo da
tecnologia para tratar a &gua ndo existe estudo adequado que comprove sua eficécia.

No presente estudo fica claro a presenca na amostra 2, coletada no ponto de
lancamento da ETE IV residuos do farmaco 5-FU, porém o resultado ndo quantificado
devido a presenca de uma substancia desconhecida que interferiu na resolugdo do tempo
de retengdo cromatografico.

Nestas condic¢des de analises ndo ha como prever os efeitos ao meio ambiente e
a salde humana. Para uma analise mais acurada seria necessario varias coletas de
amostras em dias e horarios diferentes, quantificando o volume do principio ativo do
farmaco em estudo que chega ao corrego, levando em consideracdo a variacdo do
periodo de atendimento do hospital oncoldgico.

As leis existentes que tratam sobre descarte de efluentes de esgoto em cidades
com grandes centros hospitalares ndo define o tipo de medicamento que pode ser
eliminado em esgoto comum; ndo existe no Brasil legislacdo especifica que classifica
cada farmaco e seus efeitos nocivos ao meio ambiente, deixando sempre uma lacuna, o
que nos leva a estudar os efeitos dos medicamentos citotoxicos entre eles o fluoruracila
5-FU, pois sua principal funcdo bioldgica é inibir o crescimento das celulas
cancerigenas.

O estudo mostra a necessidade de mais pesquisas para conhecer os efeitos desse
farmaco na biota aquatica, porém pode-se sugerir um monitoramento mais apurado das
ETEs e adaptacdes de outros processos de tratamento que complementem a remogao
dos principios ativos dos fluoruracila.

Uma adaptacdo da Biomassa pode trazer resultados mais eficazes, este processo
de adaptagdo mostrou-se capaz de degradar um maior numero de compostos organicos,
alcancando uma melhora nos resultados de tratamento de efluentes por lodos ativados
(CORDI, 2008).

Em virtude do uso de medicamento altamente toxico no tratamento do cancer, a
cidade de Barretos deve ter um tratamento de efluentes com eficacia garantida para
evitar a contaminacdo ambiental do Ribeirdo das Pitangueiras, embora varios fatores
estejam envolvidos neste sistema de tratamento de esgoto, fica evidente a presenca do
residuo do farmaco fluoruracila no ponto de langamento da ETE IV no corrego.

Foram coletadas amostras de sedimentos nos mesmos pontos de coleta das
amostras de efluentes de agua para testes de toxicidades, a fim de avaliar a qualidades
dos sedimentos do cdrrego.
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O sedimento é o habitat de muitos organismos, sendo um indicativo da qualidade
do local. Nestes sedimentos ficam grandes quantidades de compostos organicos
depositados no fundo do corrego ou em seus remansos, estes sedimentos sdo ferramenta
utilizada no monitoramento da qualidade local (COSTA et al., 2008).

Segundo Dornfeld (2006) nos analise de sedimentos é considerando que acima
de 50% de mortandade das larvas representa toxicidade, entre 10% e 50% de
mortandade demonstra indicio de toxicidade e abaixo de 10% ndo é tdxico.

O teste de toxicidade de sedimentos mostra que houve 13,3% de mortandade
das larvas cultivadas com sedimentos das ETE IV e Ill, podendo concluir que nestas
circunstancias sugere um indicio de toxicidade nestes sedimentos.

Os testes de toxicidade séo ferramentas importantes exigidos por leis no Brasil
como a resolucdo n® 357 do CONAMA que refere as condicdes e padrbes no
lancamento de efluentes ao meio ambiente. As informacdes obtidas por estes testes
sinalizam o caminho a percorrer para amenizar 0 impacto no meio aquatico.

Mediante a situacdo atual da degradacdo do meio ambiente, fica evidenciado que
a natureza por si s6 ndo tem condicGes de degradar todos os residuos que sdo despejados
nos corregos e rios, devendo haver uma interferéncia mais acurada do poder publico e

sociedade, na intengdo de minimizar os impactos gerados a todo o eco-sistema.
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6 CONCLUSOES

No Brasil a literatura mostra que parte dos medicamentos consumidos pela
populagdo sdo descartados nos efluentes de esgoto comum, causado danos ao meio
ambiente, este acumulo de residuos que chegam aos rios pode contaminar 0s recursos
hidricos, provocando a mortandade de plantas e animais ou a proliferacdo de doencas.

Sob os medicamentos citotoxicos incluindo o fluoruracila 5-FU, no Brasil,
existem poucos estudos sobre esta droga e os danos que pode causar no meio ambiente,
0 que demanda uma maior atencdo por parte dos pesquisadores, do poder publico e
sociedade. A Constituicdo Federal e a Lei n° 8.080/90 mostra a necessidade de serem
criadas politicas publicas, com a participacdo da sociedade, como prestacéo positiva do
Estado, no sentido de resguardar o bem estar da populacdo no que diz sob danos que
pode vir ser prejudicial, porém somente com um plano eficiente apresentando
alternativas que diminua o impacto ao meio ambiente, esta sociedade pode estar
resguardada de problemas futuros com o surgimento de novas doencas.

A legislacdo brasileira € bem definida no que se diz respeito as cidades que tem
grandes centros hospitalares e na forma de como deve ser tratado os dejetos de efluentes
de esgoto gerado por estas, neste caso especifico, a cidade de Barretos/ SP; cumpre a
legislagdo, pois possui um centro de tratamento por lodos ativados.

Neste estudo foi feito apenas algumas coletas de amostras em dias e horarios
diferenciados, ainda assim, foi detectada a presenca do farmaco fluoruracila (5-FU) em
uma das amostras coletadas. A quantidade de amostra coletada na primeira etapa, bem
como o clima da época néo foi suficiente para evidenciar o composto quimico nas aguas
do cérrego, somente em uma segundo etapa com um volume maior do analito e em
clima de estiagem foi encontrado o medicamento, ndo podendo afirmar com precisdo a
guantidade encontrada devido na amostra onde foi encontrado o residuo do farmaco ter
uma substancia ndo identificada paralelo a substancia procurada.

Foram coletados amostras de sedimentos do cOrrego nos mesmos pontos de
coletas dos efluentes e para o teste de toxicidade os organismos utilizados foram da
espécie Chironomus xanthus cujos exemplares foram obtidos em cultura mantida no
laboratério de EESC-USP, pois esta espécie € muito utilizada em estudos de
ecotoxicoldgicos. Os resultados obtidos mostrardo ndo haver nesta circunstancia
contaminacdo significativa nos sedimentos do Ribeirdo das Pitangueiras, das amostras

obtidas, a amostra 1 coletada na ETA e a amostra 3 coletada no remanso do corrego
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cerca de 800 metros da ETE IV néo teve mortandade das larvas C. xanthus, as demais
amostras de sedimentos coletado nos pontos de langamento da ETE 11l e 1V, tiveram
morte das larvas em uma estimativa de 13,3%, sendo no mesmos ponto de coleta da
amostra de agua da ETE IV onde foi encontrado residuos do farmaco citotoxico
fluoruracila (5-FU) por CLA. Os testes nos sedimentos sugerem uma baixa toxicidade,
0 que ndo tem como prever nestas circunstancias a interferéncia que pode ocorrer na
sobrevivéncia dos organismos, ndo podendo esquecer que pode haver mudancas devido
a fatores diversos decorrentes ao fluxo de atendimento do hospital oncolégico.

Portanto, esta plenamente evidenciado que ao longo do ano, volume de efluentes
de esgoto gerados, a grande demanda na procura do tratamento do céancer, pode haver
um aumento do principio ativo do fluoruracila nas aguas do corrego, o que requer
monitoramento mais acurado para verificar possiveis efeitos nocivos a biota.

A partir desses resultados, esta pesquisa mostra a presenca do farmaco citotdxico
fluoruracila (5-FU) nas &guas do Ribeirdo das Pitangueiras, especificamente no ponto de
lancamento da estacdo de tratamento de esgoto 1V, que utiliza o sistema de tratamento
por lodos ativados, demonstrando ndo haver a eliminacdo total do farmaco por este
sistema. Nestas condicBes apOs a agua retornar ao corrego é captado novamente pela
populacdo das margens que a utiliza para agricultura e criacdo de animais, bem como
retira deste cOrrego peixes para sua alimentacao.

Ha crescente preocupacdo mundial sobre os residuos de farmacos no ambiente
aquaticos e os efeitos nocivos qués este podem causar. O fluoruracila tem sido muito
pesquisado nos outros paises, como no Reino Unido, mas ndo se desenvolveu um
método eficaz capaz de reter os residuos do farmaco nas ETES e pouco € conhecido 0s
efeitos desta substancia no meio ambiente, uma vez conhecida e quantificada serdo
necessarios a formulacdo de Politicas Publicas relacionado & droga e a quantidade de
concentracdo permitida para um descarte seguro. NoO presente momento o0
monitoramento destes efluentes pode ser de grande importancia para evitar problemas
ambientais, pois é crescente o caso de cancer pelo mundo havendo uma demanda maior

de medicamento citotoxico utilizados no tratamento da doenca entre eles o floruracila.
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Anexo 1 — Cromatograma das Solugdes padrédo do 5-FU obtido a partir da diluicdo do

medicamento utilizado na concentracdo 10,0 pug/mL.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection VVolume
Data Filename
MethodFilename

: Admin
: pd-10-3
: pd-10-3
01
18
:100 uL
: pd -10-7.Icd

isofluorouracil.lcm

Samplelnformation

67

Batch Filename : 24abrill4.1ch
ReportFilename  : relatoriopadrao.lcr
Date Acquired 25/4/2014
11:04:32
Data Processed 25/4/2014
11:12:04
Chromatogram
pd-10-3 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\amostras 5-Fu\pd -10-7.lcd
mAU
SO(T N
08
2007
1007
: 1.1 2,
0 8®9 51
T T ‘ T T ‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ T T
0 1 2 3 4 5 6
min 1 PDA Multi 1/265nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.885 4485 754 0.133 0.260
2 1.995 11099 994 0.328 0.342
3 2.517 18599 685 0.550 0.236
4 3.085 3349084 287836 98.990 99.162
Total 3383268 290270 100.000 100.000

1 PDA Multi



Anexo 2 — Cromatograma da amostra 1 coletado na ETA.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection Volume
Data Filename
MethodFilename

: Admin
: 25abril-am1
: 25abril-am1
01
19
;50 uL
: 25abril-am7.lcd

isofluorouracil.lcm

Samplelnformation

68

Batch Filename : 25abril14.Icb
ReportFilename  : relatoriopadrao.lcr
Date Acquired 25/4/2014
14:29:36
Data Processed 25/4/2014
14:35:39
Chromatogram
25abril-am1 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\amostras 5-Fu\25abril-am7.lcd
mAU
1007 2.
i 00

75]

507

25

0
L \ \ - T
1 3 4 5 6
min 1 PDA Multi 1 /265nm 4nm
PeakTable
PDA Chl1 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %

1 2.001 938015 98265 100.000 100.000

Total 938015 98265 100.000 100.000

1 PDA Multi
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Anexo 3 — Cromatograma da amostra 2 coletada no ponto de langamento da ETE V.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection Volume
Data Filename
MethodFilename
Batch Filename
ReportFilename
Date Acquired
Data Processed

SampleInformation

: Admin

: 25abril- amostra 2-test-agua pura-2

: 25abril- amost

01
110
;50 uL

ra 2-test-agua pu

: 25abril- amostra 2-test-agua pura-2.lcd
: isofluorouracil.lcm

: relatoriopadrao. lcr
: 25/4/2014 11:14:29
: 25/4/2014 11:32:47

Chromatogram - 25abril- amostra 2-test-agua pura-2 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro
Corbi\amostras 5-Fu\25abril- amostra 2-test-agua pura-2.lcd mAU
1 2.
] 08
400]
300}
2007
100}
b 3.
1 L 25 44 4 66. 6.7. 8. 1 12 "
07 34 024 53 024 7911 20 29 e 10
7 T T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ T
0.0 2.5 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5
m
in 1 PDA Multi 1/ 265nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.341 8529 696 0.115 0.126
2 2.083 5248506 457845 70.730 83.261
3 2.656 1032416 46041 13.913 8.373
4 3.251 631399 24376 8.509 4.433
5 4011 34416 3569 0.464 0.649
6 4.249 65701 3764 0.885 0.685
7 4.683 84769 2838 1.142 0.516
8 6.050 96030 3417 1.294 0.621
9 6.247 67504 3378 0.910 0.614
10 6.799 8120 691 0.109 0.126
1 7.115 1435 142 0.019 0.026
12 8.207 26259 962 0.354 0.175
13 10.632 12447 392 0.168 0.071
14 12.725 10962 338 0.148 0.062
15 16.549 92022 1444 1.240 0.263
Total 7420516 549894 100.000 100.000

1 PDA Multi
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Anexo 4 — Cromatograma da amostra 3 coletado a cerca de 800 mts da ETE IV.

samplelnformation

Acquiredby : Admin
SampleName : 25abril-am3
Sample ID : 25abril-am3
Tray# 01
Vail# 111
Injection VVolume ;50 uL

Data Filename
MethodFilename

: 25abril-am8.lcd

isofluorouracil.lcm

Batch Filename : 25abril14.1cb
ReportFilename  : relatoriopadrao.lcr
Date Acquired : 25/4/2014
14:36:10
Data Processed : 25/4/2014
14:42:12
Chromatogram
25abril-am3 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\amostras 5-Fu\25abril-am8.Icd
mAU
i 2,
08
1007
507
] >
56
il 1. 38 5
47 80
0 ‘ | ‘ — — 1 PDA Multi
0 1 2 3 4 5 6
min 1 PDA Multi 1/ 265nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.472 3353 367 0.202 0.247
2 2.087 1253199 131731 75.394 88.935
3 2.563 365166 13521 21.969 9.128
4 4.989 35684 2265 2.147 1.529
5 5.805 4796 237 0.289 0.160
Total 1662198 148121 100.000 100.000




Anexo 5 — Cromatograma da amostra 4 coletado na ETE IlI.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection VVolume
Data Filename
MethodFilename

: Admin
: 25abril-am4
: 25abril-am4
01
112
;50 uL
: 25abril-am9.lcd

isofluorouracil.lcm

Samplelnformation

71

Batch Filename : 25abril14.lcb
ReportFilename  : relatoriopadrao.lcr
Date Acquired 25/4/2014
14:42:43
Data Processed 25/4/2014
14:48:46
Chromatogram
25abril-am4 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\amostras 5-Fu\25abril-am9.lcd
mAU
1 2.
3007 15
2007
1007
] 2% 4
1 0. L gé 6181 5. 5
24 46 /Tlf\ 51 8
0
‘ \ \ \
0 1 3 4
min 1 PDA Multi 1 /265nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 0.247 12665 788 0.253 0.194
2 1.463 10008 851 0.200 0.209
3 2.151 3693845 315801 73.686 77.614
4 3.243 435190 35499 8.681 8.725
5 3.682 271392 12076 5.414 2.968
6 4611 161021 15971 3.212 3.925
7 4817 380050 22996 7.581 5.652
8 5.518 45275 2280 0.903 0.560
9 5.851 3532 624 0.070 0.153
Total 5012978 406887 100.000 100.000

6

1 PDA Multi
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Anexo 6 - Espectrobmetro de massas da solucdo padrdo do 5-FU obtido a partir da

diluicdo do medicamento utilizado comercialmente.

cone20
140514_PCORBI_PADRAO_FU_NEG 18 (1.833) Cn (Cen,1, 80.00, Ar); Sm (Mn, 2x1.00); Cm (2:20) Scan ES-
B 128.7 1.58e6
5-fluorouracil 1
[C4H3FN20 — H]
P
0 T v T T T T T T T T T T T T T T T T m/z
80 100 120 140 160 180 200 220 240

Condictes do espectro de massa: infusdo direta no espectrémetro de massas, empregando vazdo da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: 4gua 0,1% &cido formico 50:50 (v/v), vazéo de 0,1
mL/min.


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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Anexo 7 - Amostra 4 coletada na ETE Ill analisada por espectrdmetro de massas ndo evidenciado o
composto do fluoruracila 5-FU.

cone25
120514_PCORBI_AM_4_NEG 18 (1.935) Cn (Cen,1, 80.00, Ar); Sm (Mn, 2x1.00); Cm (3:20) Scan ES-
5 1.00e5
Amostra 4 — coleta 18/04/2014
Auséncia do sinal em 128,7 — nado foi detectado o 5-
fluorouracila na amostra “in natura” analisada
92.5
Sy
-
102.5
1 -~
154.7
292.7
4 112.6 | 160.7 3149 28.8
L e o L e b B e B e B e L e B e L B e L Ry L by L et has s s sa s I ) T 4
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Condic¢bes do espectro de massa: infusdo direta no espectrémetro de massas, empregando vazao da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: agua 0,1% acido férmico 50:50 (v/v), vazao de
0,1 mL/min.
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Anexo 8 — Cromatograma do 5-FU obtido a partir da concentracdo de 10,0 ug/mL

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection Volume
Data Filename
MethodFilename
Batch Filename
ReportFilename
Date Acquired
Data Processed

: Admin

: 14maio-5fu-10-2
: 14maio-5fu-10-2

01
07
120 uL

: 14maio-5fu-10-2.lcd
. isofluorouracil.lcm

: 14mail4d-2.Ich
: relatoriopadrao.lcr

: 14/5/2014 18:39:09
: 14/5/2014 18:45:10

Samplelnformation

Chromatogram
14maio-5fu-10-2 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\14maio14\14maio-5fu-10-2.lcd
mAU
1 2.
J 50
507
257
ol
\ \ - T
0 1 3 4 5 6
min 1 PDA Multi 1 /265nm 4nm
PeakTable
PDA Chl1 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 2.503 649917 63643 100.000 100.000
Total 649917 63643 100.000 100.000

1 PDA Multi



Anexo 9 — Cromatograma da amostra 2 coletado no ponto de lancamento da ETE IV.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection VVolume
Data Filename
MethodFilename

Batch Filename
ReportFilename
Date Acquired

Data Processed

: Admin
: 14maio-am2-2
: 14maio-am2-2
01
01
:20uL
: 14maio-am2-2.lcd

isofluorouracil.lcm
1 14maiol4.lcb
: relatoriopadrao.lcr
: 14/5/2014
16:21:19
: 14/5/2014
16:27:21

75

Chromatogram
14maio-am2-2 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\14maiol4\14maio-am2-2.lcd
mAU
] 2.
1 01
3007
2007
] 2.
1 42
1007
1 3. 4. 5. 5,
1 55 56 15 57
0
‘ \ \ \
0 1 3 4 6
min 1 PDA Multi 1/265nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 2.017 3187098 330615 55.921 69.143
2 2.423 2427838 142534 42.599 29.809
3 3.556 10459 1375 0.184 0.288
4 4.686 34103 1456 0.598 0.305
5 5.152 6813 819 0.120 0.171
6 5.637 32953 1364 0.578 0.285
Total 5699264 478163 100.000 100.000

1 PDA Multi



Anexo 10 — Cromatograma da amostra 3 coletado a cerca de 800 mts da ETE IV.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection VVolume
Data Filename
MethodFilename

Batch Filename
ReportFilename
Date Acquired

Data Processed

Samplelnformation

: Admin
: 14maio-am3
: 14maio-am3
01
12
120 uL
: 14maio-am3.lcd

isofluorouracil.lcm
: 14maiol4.lch
: relatoriopadrao.lcr
14/5/2014
14:38:12
14/5/2014
14:44:13

76

Chromatogram
14maio-am3 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\14maiol4\14maio-am3.lcd
mAU
2007 =
1507
1007
50
1 3. 5.
1 27 01
0 -
\ \ \ -
0 1 2 3 4 5 6
min 1 PDA Multi 1 /265nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %

1 1.580 1813978 203111 99.438 99.712

2 3.276 4355 365 0.239 0.179

3 5.010 5902 222 0.324 0.109

Total 1824235 203698 100.000 100.000

1 PDA Multi



Anexo 11 — Cromatograma da amostra 4 coletado no ponto de langamento da ETE III.

Acquiredby
SampleName
Sample ID
Tray#
Vail#
Injection VVolume
Data Filename
MethodFilename

: Admin
: 14maio-am4
: 14maio-am4
01
13
120 uL
: 14maio-am4.lcd

isofluorouracil.lcm

Samplelnformation

77

6

Batch Filename 1 14maiol4.Icb
ReportFilename  : relatoriopadrao.lcr
Date Acquired 14/5/2014
14:44:41
Data Processed 14/5/2014
14:50:44
Chromatogram
14maio-am4 C:\LabSolutions\Data\Data\Prof Pedro Corbi\14maiol4\14maio-am4.lcd
mAU
4007 2.
1 01
3007
200
1007
i 2.
il 1 35 5.
1 56 18
O .|
‘ \ \ \ \
0 1 3 4 5
min 1 PDA Multi 1 /265nm 4nm
PeakTable
PDA Chl1 265nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.561 36325 3210 0.780 0.794
2 2.019 4501905 395597 96.723 97.861
3 2.355 38732 3915 0.832 0.968
4 5.188 77480 1521 1.665 0.376
Total 4654442 404243 100.000 100.000

1 PDA Multi
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Anexo 12 - Confirmacédo da presenca do farmaco fluoruracila 5-FU na mostra 2

coletada no ponto de lancamento da ETE IV por espectrometro de massas.

cone25
190514 AM _PCORBI_DIL 7 (0.713) Cn (Cen.1, 80.00, Ar); Sm (Mn, 2x1.00); Cm (4:18) Scan ES-
% 96.56 2.6905
9251
,3-9-
102.59 118.66
128.77
176.79 18687
15477
104.56 178.81
164’.8\2
0 | RAALE R | T T T | R LA | T T T T V2
80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Condic6es do espectro de massa: infusdo direta no espectrémetro de massas, empregando vazdo da
amostra de 50 mL/min e fluxo auxiliar de metanol: 4gua 0,1% &cido formico 50:50 (v/v), vazao de
0,1 mL/min.



