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Resumo

Os inibidores seletivos da recaptagio da serotonina (SSRIs) estio entre os
medicamentos mais prescritos no mundo e estio presentes em diferentes areas do
ambiente. Existem alguns métodos analiticos confiaveis e especificos para a detecio e
quantificacdo de SSRIs em amostras ambientais. A maioria dos métodos referidos envolve
procedimentos de limpeza que geralmente utilizam a extragdo em fase solida (SPE) seguida

de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC/MS").

Neste trabalho procedeu-se ao desenvolvimento e validagio de uma metodologia
analitica para a determinacdo de Fluoxetina (FLU) e do seu metabolito norfluoxetina
(norFLU) em mexilhdes (Mytillus galloprovincialis). A FLU e a norFLU foram extraidas das
amostras de mexilhdes utilizando acetonitrilo 0,1% acido férmico, purificadas com colunas
Oasis MCX e quantificadas por LC-MS-MS. As recuperagdes foram de 79,05% e 80,73% para
a FLU para niveis de fortificagio de 5 ng mL"' e 50 ng mL", respetivamente. Para a norFLU, a

5 ng mL", a recuperagio foi de 70,78 % e a 50 ng ml"' foi de 67,99%.

As amostras para os ensaios de exposicio foram colhidas na Ria Formosa, Portugal.
Estas amostras foram colocadas em aquarios, separados tratando-se de grupo controlo ou
de exposicio, a 75 ng L' de fluoxetina. A diferentes periodos de tempo (0, 3, 7, e 15 dias)
foram removidos dos aquarios mexilhdes dos grupos controlo e de exposigdo. Nas amostras
expostas, a frequéncia de FLU registada foi de 70, 80 e 100% para os 3, 7 e |5 dias,
respetivamente. A frequéncia da norFLU foi mais baixo para os 3 e 7 dias de exposigdo, 10 e

50% respetivamente. Em 15 dias de exposigao a frequéncia de norFLU foi 100%.

Palavras-chave: Metodologias analiticas, SSRIs, fluoxetina, norfluoxetina, mexilh&es.



Abstract

Selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) antidepressants are among the most
prescribed pharmaceuticals worldwide and are ubiquitous in different areas of the
environment. There are few reliable and specific analytical methods for the detection and
quantification of SSRIs in environmental samples. The majority of the reported methods
generally involve cleanup procedures that usually employ solid-phase extraction (SPE)

followed by liquid chromatography with tandem mass spectrometry detection (LC/MS”).

This work was made in order to develop and validate an analytical methodology for
the determination of fluoxetine (FLU) and it metabolite norfluoxetine (norFLU) in mussels
(Mytillus galloprovincialis). The FLU and norFLU were extracted from the mussel samples
using acetonitrile 0.1% formic acid, purified with Oasis MCX column and quantified by LC-
MS-MS. Recoveries were 79.05% and 80.73% for FLU from spiked to 5 ng ml"' and 50 ng ml”,
respectively. For norFLU, 5 ng mL"', the recovery was 70.78%, and 50 ng ml"' was 67.99%.

Samples for testing exposure were collected in Ria Formosa, Portugal. These samples
were placed in separate tanks in the case of the control group or exposure to fluoxetine 75
ng L. At different periods (0, 3, 7 and |5 days) mussels were removed from the aquaria.
Were not detected levels of FLU or norFLU in control samples. In the exposed samples, the
frequency of FLU was recorded at 70, 80 and 100% for the 3, 7 and 15 days of exposure,
respectively. The frequency of norFLU was lower for 3 and 7 days exposure, 10 and 50%

respectively. At 15 days of exposure the frequency of norFLU was 100%.

Keywords: Analytical methodologies, SSRIs, fluoxetine, norfluoxetine, mussels.
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l. INTRODUGAO

Desde o inicio dos anos 90 que tem vindo a aumentar a preocupagdo relativa a
presenga de produtos farmacéuticos e de produtos de cuidados pessoais no ambiente,

consideradas contaminantes ambientais emergentes (Daughton e Ternes, 1999).

Os farmacos e os seus metabolitos bioativos sdo introduzidos continuamente no
ambiente aquatico e, como consequéncia, tém sido realizados cada vez mais estudos, com o

objetivo de avaliar os riscos dai inerentes (Daughton e Ternes, 1999).

Tém sido levantadas preocupagdes sobre os efeitos potenciais dos farmacos sobre a
salde humana e a satde ambiental. Ao longo dos ultimos anos, tém sido realizados varios
estudos com o objetivo de avaliar a ocorréncia, o destino, os efeitos e os riscos destes

compostos no ambiente (Boxall et al., 2012).

Apesar de serem detetados no ambiente aquatico em concentragdes residuais, a sua
presenga suscita preocupagdo, uma vez que sdo substincias biologicamente ativas

desenhadas para serem persistentes (Boxall et al., 2012).

Uma das principais preocupagdes em torno da libertagdo de farmacos nas aguas
superficiais é o seu potencial de bioacumulagio no ambiente, sendo necessario estudos de
bioconcentragdo para a avaliagio sob condicdes laboratoriais controladas, do
comportamento quimico, do impacto ambiental e dos riscos potenciais para a saude dos

organismos aquaticos (McEneff et al., 201 3).

O estudo desenvolvido nesta dissertacio de mestrado centra-se em dois compostos
do grupo farmacoterapéutico dos antidepressivos inibidores seletivos da recaptagio de
serotonina (SSRIs) em mexilhdes, que se encontram entre as substincias ativas mais

prescritas de administragdo crénica em todo o mundo.

Uma vez que o modo de acio dos SSRIs se relaciona com a modulacio do
neurotransmissor serotonina, os organismos aquaticos que possuem sistemas fisiologicos
regulados por transportadores e recetores sensiveis a ativacdo por estes farmacos sio
potencialmente afetados mesmo que expostos a niveis residuais (Fong e Molnar, 2008; Silva

etal., 2012).

A sua presenca foi ja descrita em diferentes compartimentos ambientais, como aguas
residuais, superficiais, subterrdneas e para consumo humano e sedimentos, em

concentracdes residuais (ug L' ou ng L") (Silva et al., 2012). Os seus efeitos toxicos em
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organismos nio alvos ja se encontram reportados na literatura cientifica suscitando uma

crescente preocupacao a nivel mundial.

A fluoxetina (FLU), um dos SSRIs mais consumido, nio é completamente
metabolizado pelo organismo humano e é excretada principalmente sob a forma de

metabolito, a norfluoxetina (norFLU) (Heberer, 2002).

Na avaliagio da potencial toxicidade na saude humana ou ambiental, resultantes da
presenca destes compostos em agua, os bivalves sio organismos que ao filtrarem grandes
quantidades de agua sdo particularmente sensiveis a exposi¢do aos contaminantes, sendo

considerados como bioindicadores de poluicdo (Klosterhaus, et al., 2013).

Com o objetivo principal de avaliar a bioconcentragio da FLU e da norFLU,
procedeu-se ao desenvolvimento e validagio de uma metodologia analitica para a sua
determinacdo em Mexilhdes (Mytillus galloprovincialis)y expostos a concentragdes

ambientalmente relevantes.

Vias de entrada no ambiente

Os farmacos na sua forma ndo modificada assim como os metabolitos sio excretados
através das fezes e da urina atingindo diretamente as redes de saneamento, onde sio
conduzidos até as ETARs. Apesar da releviancia que apresenta, este nio é a Unica via

responsavel pela introdugio de farmacos no meio ambiente (Ruhoy e Daughton, 2008).

Os farmacos podem também atingir o ambiente através de descargas das indUstrias
de producdo, através do uso de aguas residuais para irrigacdo ou por eliminagdo através do
lixo comum, sendo depois enviado para o aterro, onde ocorre a formagdo de lixiviados que

podem vir a contaminar o ambiente aquatico (Ruhoy e Daughton, 2008).

Em 2005, Bound et al. realizaram uma pesquisa sobre a incorreta eliminagio de
farmacos e a percecdo dos riscos para o meio ambiente. Esta pesquisa revelou que 64,9 %
dos inquiridos consideram os antidepressivos, entre os oito grupos farmacolégicos
direcionados, como um dos grupos mais perigosos para o meio ambiente. Revelou ainda que
66,7% dos inquiridos diz eliminar os medicamentos ndo usados diretamente para o lixo,

juntamente com os residuos organicos domésticos comuns.

Os farmacos podem ndo ser totalmente metabolizados pelo organismo, sendo

excretados na sua forma inalterada. Desta forma estas substincias sio encontradas no
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ambiente sob a forma inalterada ou metabolizada. Mesmo que os farmacos sejam
extensivamente metabolizados, os seus metabolitos podem continuar a ser biologicamente
ativos ou, em alguns casos, serem facilmente transformados no composto principal sob as

condi¢bes ambientais (Halling-Sorensen et al., 1998; Richards e Cole, 2006).
Segundo Halling-Sorensen et al. (1998) é importante:

e Identificar e determinar as concentracdes de farmacos e dos seus metabolitos no
ambiente;

e Compreender os seus padrdes de metabolismo e de excregio;

e Auvaliar a eficiéncia dos tratamentos de aguas residuais na remocao destes poluentes;

e Compreender sua dispersio, mobilidade, persisténcia em condigdes ambientais,

absorgio e os efeitos sobre organismos ndo-alvo.

Os farmacos nao sdo totalmente removidos pelos tratamentos nas ETARs. Como
resultado, esses compostos sdo encontrados em efluentes de ETARs e consequentemente
em aguas superficiais e subterraneas. Os efeitos adversos causados polos farmacos incluem
toxicidade aquatica, como por exemplo o desenvolvimento de resisténcia em bactérias

patogénicas, genotoxicidade e disturbios endécrinos (Silva, et al., 2013).

Nas ETARs, as aguas residuais sio submetidas a varios processos de tratamento que
podem levar a eliminagio dos farmacos, na tentativa de diminuir o impacto negativo, que
pode advir da presenca destes residuos, tanto para o ambiente como para os seres Vivos.
Encontram-se descritos na literatura cientifica varios estudos de avaliacio da eficiéncia de
remogido das ETARs, através da comparagido entre a qualidade da agua nos afluentes e
efluentes. Estes estudos demonstram que ndo existe uma eliminagio total de todos os
grupos farmacoterapéuticos, ocorrendo de igual modo uma variagdo desta taxa entre

compostos do mesmo grupo (Boxal et al., 2004).

As 4guas residuais depois de tratadas nas ETARs vdo contaminar aguas de superficie e

subterraneas (Boxal et al., 2004).

Consumo de SSRIs

A depressdo pode atingir cerca de 20% da populagdo, tendendo a aumentar, e é a
primeira causa de incapacidade, na carga global de doengas, nos paises desenvolvidos (Plano

Nacional de Saude, 2004).
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A Organizacdo Mundial de Salude alerta para o facto de um em cada quatro europeus
sofrer de disturbios psicolégicos ou psiquiatrico, desde a depressio a esquizofrenia. De
forma mais leve ou mais grave, males como a melancolia, o stress, a ansiedade e o abuso de
substancias impedem o pleno funcionamento e desenvolvimento em todos os aspetos da

vida quotidiana, tanto privados como publicos.

O Eurobarémetro sobre a saude mental, realizado em 2010, concluiu que | em cada
|4 cidaddos da Unido Europeia (UE) consumiu antidepressivos durante o ano de 2009. Além
disso, a proporgdo de inquiridos portugueses que tomaram antidepressivos em 2009 é mais

elevada do que a média da UE, 15% versus 7%.

Anualmente sido publicadas estatisticas, pelo INFARMED (Autoridade Nacional do
Medicamento e Produto de Salde, l.P.), relativas ao consumo de SSRIs por parte dos
portugueses. Através da observagio dos dados publicados relativos a Portugal confirma-se a
tendéncia de um aumento marcado no consumo de SSRIs. A FLU permanece desde 2002
como o SSRI mais vendido em Portugal. Entre 2003 e 2011 as vendas de SSRIs subiram de
cerca de |,3 milhdes para 2,6 milhdes de embalagens, o que representa um aumento de
cerca de 100% no consumo. Uma tendéncia semelhante foi observada em muitos paises da

Europa (Eurobarémetro, 2010).

Caracteristicas e modo de acio dos SSRls

Os antidepressivos sio medicamentos amplamente prescritos. Uma das classes mais
comuns de antidepressivos sdo os inibidores de seletivo de recaptagio de serotonina (SSRls)
que atuam por modulacio dos niveis do neurotransmissor serotonina (Brooks et al., 2005).
Os SSRIs sio amplamente prescritos para tratar a depressio clinica, transtorno compulsivo
obsessivo, transtorno do panico, bem como outros casos em que a inibicio seletiva da

recaptagio da serotonina seja desejavel (Brooks et al., 2003; Schultz e Furlong, 2008).

Nos seres humanos, os SSRls, através da inibicdo do mecanismo de recaptagdo de
serotonina, induzem um aumento da concentracdo de serotonina no sistema nervoso central
(Kreke e Dietrich, 2008). Apds a ingestdo, os SSRIs sio amplamente metabolizados. A
maioria destes metabolitos conserva a sua atividade farmacolégica, com excegio da

norfluoxetina, o metabolito ativo da fluoxetina (Silva et al., 2012).

As percentagens de excrecdo SSRI sio relatadas na literatura e as quantidades

excretadas nas formas inalteradas ou conjugadas variam consideravelmente (Calisto e
4
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Esteves, 2009). A FLU ¢ principalmente excretada na urina (com menos de 10% excretada
de forma inalterada) assim como a FLU N-glucuronido ou a norFLU (Vaswani et al., 2003).
Por outro lado, outros estudos farmacocinéticos relatam que apenas cerca de 20% ¢

excretada como norFLU e como FLU N-glucuronide (McEvoy, 2000; Nalecz-Jawecki, 2007).

Caracteristicas fisico-quimicas da FLU e da norFLU

As caracteristicas fisico-quimicas da FLU e da norFLU (tabela |) indicam o seu
comportamento no ambiente. Sdo compostos lipofilicos, com pKa que varia entre 10,05 e
10,32. Os valores de log Kow sio baixos, 1,22- 1,37 e os valores de solubilidade com a agua
sdo relativamente altos. Um valor de 4,65 e 4,47 para o log Koc significa que estes
compostos sdo persistentes (Silva et al.,, 2012). A polaridade de compostos ionizaveis varia
com o pH do sistema de recolha e esta sujeito a alteragdes em diferentes compartimentos

biolégicos, modificando assim a sua bioacumulagio esperada e real (Ramirez et al., 2009).

Tabela |. Caracteristicas fisico-quimicas da FLU e da norFLU (Kwon e Armbrust, 2008).

Nome Numero MM pka log k,’ log k,.*° Estrutura molecular
CAS
FLU 54910-89-3 309,13 10,05 1,22 4,65 /H\/\{O\Q\
CFs

Q
(C|7H |SF3NO)

H

norFLU 61869-08-7 295,30 10,32 1,37 4,47 HN G o\©\
EB CFq

(CI6H IGFBNO)

? Medido em forma de sal (HCI) de cada SSRI.

® Média calculada a partir de experiéncias com cinco solos e sedimentos diferentes ao pH 5,0-7,8.

Efeitos no ecossistema

Embora os SSRIs sejam desenhados para atingir as vias metabdlicas especificas dos
seres humanos, muitas vezes podem ter efeitos nos sistemas metabodlicos de organismos que

ndo sdo alvo, especialmente de organismos invertebrados (Daughton e Ternes, 1999).
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Estudos toxicolégicos indicaram recentemente que, a concentragdes ambientais, os
SSRIs induzem efeitos biolégicos em peixes, moluscos e outros invertebrados aquaticos,
incluindo atrasos no desenvolvimento reprodutivo e fisiologico, diminuigdo da agressividade

e inibicdo nas respostas a alimentagio (Demeestere et al., 2010; Fong e Ford, 2013).

Ocorréncia no meio aquifero

A presenca de SSRIs no meio ambiente, especificamente da FLU, foi pela primeira vez
relatada por Kolpin et al. (2002), em aguas superficiais nos Estados Unidos da América

(E.U.A.) e numa ETAR, no Canada, por Metcalfe et al. (2003).

Desde entio, varios estudos cientificos realizados referem a presenca destes residuos
em varios tipos de amostras de agua, aguas residuais em concentragdes que variam entre
0,15 e 32228 ng L', em 4guas subterrineas e superficiais que oscilam entre 0,5 e 8000 ng L,

e em 4guas para consumo, 0,5 a 1400 ng L' (Silva et al., 2012).

Bioacumulagdo

A FLU, bem como o seu principal metabolito, norFLU, é sem duvida o SSRI mais

investigado tanto nos meios aquaticos como nas amostras de biota (Silva et al., 2012).

Brooks et al. (2005) reportaram os primeiros dados relativos a presenca de FLU e
norFLU no cérebro, figado e tecidos musculares de diferentes espécies de peixes. Entre as
trés espécies de peixes examinados, os niveis médios de norFLU foram mais elevados no
figado (10,27 ng g'), no cérebro (8,86 ng g') e no tecido muscular (1,07 ng g') em
comparagio com a FLU (1,34, 1,58, e 0,11 ng g', respetivamente). Na verdade, essas
observagdes também foram feitas mais tarde por outros investigadores (Lajeunesse et al.,
201 I; Ramirez et al., 2009; Ramirez et al., 2007; Schultz et al., 2010). Por conseguinte, nio
foi possivel quantificar a FLU em tecidos homogeneizados de peixe, nem no plasma, mas foi
possivel a determinagio da norFLU em concentragdes de 1,22 ng g' e 4,08 ng mL",
respetivamente (Gelsleichter e Szabo, 2013; Metcalfe et al., 2010). De facto, os racios de
norFLU foram de aproximadamente 2:|1 em /apanese medaka expostos a fluoxetina durante

7 dias (Paterson e Metcalfe, 2008).

A FLU e a norFLU foram detetadas em tecidos de peixes, enfatizando a possibilidade de

bioacumulagdo pelos organismos aquaticos. Brooks et al. (2005) constataram concentragdes de
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0,1-10 ng g' de FLU, sertralina (SRT) e os seus metabolitos (norFLU e desmetilsertralina,
respetivamente) em tecidos musculares, hepaticos e cerebrais de quatro espécies de peixes, num
efluente municipal no Texas, EUA. Uma experiéncia semelhante efetuada por Chu e Metcalfe

(2007) revelou concentragées entre 0,14 e 1,02 ug kg de FLU (Tabela I).

Estudos de ecotoxicidade

A FLU é o SSRI mais estudado e foi relatado como sendo o que apresenta maior

toxicidade aguda em geral (Brooks et al., 2003a).

A absorcio e a bioacumulacio de FLU na biota foi relatada em concentracbes de
0,01-73 ng g' (Chu e Metcalfe, 2007; Ramirez et al., 2007; Schultz et al., 201 |, 2010). Estudos
toxicolégicos indicaram recentemente que, a nivel das concentragdes ambientais de FLU e
norFLU, os efeitos biolégicos em peixes, moluscos e outros invertebrados aquaticos incluem
atrasos no desenvolvimento reprodutivo e fisiolégico, diminuigdo da agressividade e inibigao

de respostas de alimentagdao (Demeestere et al., 2010; Fong e Ford, 2013).

Os bivalves sio membros importantes dos ecossistemas aquaticos e marcadamente
interagem com a agua e os sedimentos. Estes organismos filtram grandes quantidades de
agua para respirarem e para se alimentarem. A agua entra na cavidade paleal e banha as
branquias onde ficam retidos os microrganismos e as particulas organicas que se encontram

em suspensido (Spooner e Vaughn, 2006).

O mexilhio do Mediterraneo é um excelente bioindicador para monitorizar os
poluentes organicos, pois tem o poder de bioacumular substancias através de suas branquias

e/ ou através do trato digestivo (Gémes et al., 2012).

A FLU mostrou ser um indutor de desova em mexilhdes-zebra (Dreissena
polymorpha), em concentragio da ordem dos 15,5 pg L', para os machos, e 1,55 mg L' para
as fémeas. Brooks et al. (2003b) observaram que a reprodugdo de Ceriodaphnia dubia foi
aumentada quando estes foram expostos a 56 pg L' de FLU, durante 7 dias. Nos machos
Elliptio complanata, a exposigio a FLU 3000 pg L', durante 48 horas, induziu
significativamente a liberagdo de gidmetas. Estes resultados sugerem que a FLU acumula-se
nos tecidos de mexilhio e tem o potencial para destruir varios aspetos da reprodugio
destes organismos (Bringolf et al., 2010). Na estimulagdo de Physa acuta, durante 44 dias, foi
observada a reprodugio em concentragdes inferiores (31,25 e 62,5 pg L-'. Assim, a FLU

parece ter diferentes efeitos sobre a fecundidade e a reprodugio, dependendo da espécie

7
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(Pery et al., 2008). Por exemplo, duas espécies de gastréopodes, Potamopyrgus antjpodarum
e Valvata piscinalis, apresentaram sensibilidade diferente a FLU. Talvez isso possa ser

explicado pela degradagio metabdlica de FLU que difere entre espécies.

Recentemente, o estudo de Luna et al. (2013) também demonstrou que a FLU, em
concentracdes ambientalmente relevantes, afetou as caracteristicas e as taxas de

crescimento populacional do caracol de dgua doce Physa pomilia.
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Metodologias analiticas para a determinagdo de FLU e norFLU

Amostragem

A validade de um resultado analitico assenta inteiramente sobre a integridade dos

compostos alvo na matriz da amostra (Lajeneusse et al., 2008).

As amostras de mexilhdes devem ser dissecadas e armazenados até a analise (Brooks
et al., 2005). Apés a homogeneizagio dos tecidos da amostra esta pode ser armazenada
(Brooks et al., 2005; Ramirez et al., 2007) e congelada a -20 °C (Ramirez et al., 2007) ou -80
°C (Brooks et al., 2005). Muitos autores argumentam que, antes da andlise, é necessario
fazer um tratamento de desnaturagio da amostra para libertar os compostos alvo das

ligagdes as proteinas (Chu e Metcalf, 2007).

Preparagdo da amostra

A homogeneizacdo da amostra é realizada com o objetivo de fragmentar as células,
de modo a permitir toda a extracdo do conteldo tecidular. E realizada com recurso a um

vortex, ultra-turrax, moinho ou um equipamento de ultrassonificacao (Camel, 2003).

Apobs a extragio é efetuada uma centrifugacdo para que ocorra a separagio da
amostra sélida do extrato liquido, sendo aconselhavel efetuar mais do que um processo de

centrifugagio de modo a obter uma melhor separagio (Bueno et al., 2007).

Extracdo em fase sélida (SPE)

Devido aos niveis extremamente baixos de FLU e norFLU que podem estar
presentes em uma amostra, a extracdo e a purificagio sio obrigatérias, de modo a eliminar

interferéncias e assim atingir os niveis desejados de sensibilidade analitica (L6pez-Serna et al.,

2012).

A extragio em fase solida (SPE) é realizada com solventes orginicos ou uma mistura
de solventes organicos e aquosos (Camel, 2003). E importante que no processo de extragdo

ndo ocorram perdas de substancias em estudo (Lépez-Serna et al., 2012).

O método de SPE apresenta algumas vantagens, tais como a rapidez de execugio,
melhor reprodutibilidade, simplicidade de manuseamento e obtencdo de extratos mais

limpos. E passivel de ser automatizada, o que pode minimizar a utilizacio de solventes
9
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(Camel, 2003).

O processo geral engloba os processos de acondicionamento, passagem da amostra,

lavagem e eluigdo.

CONDITIONING SAMPLE ADDITION WASHING ELUTION
a4

Ur W1 4 lr

[ T B |

[Analyte »  Interferents = M]

Figura |: Etapas do método de SPE (Camel, 2003).

A maior dificuldade na andlise por SPE reside na escolha do melhor adsorvente. E
imprescindivel que com ele se obtenha uma recuperagio aceitavel para todos os compostos

caracterizados por diferentes propriedades fisico-quimicas (Hordern et al., 2007).

A selegdo de um adsorvente de extracdo SPE apropriado depende da compreensio
do mecanismo de interagio entre o adsorvente e o analito de interesse. Cada absorvente
apresenta uma combinagdo Unica de propriedades e estas podem ser associadas a uma
grande variedade de problemas de extracio (Zwir-Ferenc e Biziuk, 2006). As publicacdes

cientificas analisadas relatam a utilizacdo de vérios adsorventes distintos.

As colunas Oasis HLB fornecem um bom desempenho em amostras de pH neutro e
eluicdes com solventes orginicos puros (por exemplo: metanol) (Gracia-Lor et al., 2010;
Petrovic et al., 2010), enquanto outros absorventes precisam de um ajuste de pH da amostra

e de condigdes especiais, como por exemplo, eluigio.

Em relagido a andlise especifica dos SSRls, Shultz e Furlong (2008) relataram que as
recuperagdes melhoraram 5% com a acidificacdo das amostras. Ao utilizarem acido férmico
a 0,1% antes da extracdo com Oasis HLB obtiveram valores que variaram entre 70 e |18%.
Gomez et al. (2007) testaram o absorvente Oasis HLB em diferentes valores de pH, 5, 7 e

8,5, e concluiram que o pH mais baixo melhora a recuperacédo para a fluoxetina.
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De acordo com diversos autores, as colunas de Oasis MCX sdo as mais adequadas
para a extragio de compostos basicos e neutros de uma solugdo aquosa (Chu e Metcalf,
2007; Hordern et al., 2007). Assim, este adsorvente proporciona seletividade para a
adsorg¢do de SSRIs, com pKa variando entre 9,05 e 10,5 (Chu e Metcalf, 2007; Metcalf et al.,
2010; Nagarnaik et al., 201 1). Sousa et al. (201 1) utilizaram colunas de Oasis MAX, para a
determinacdo de diversas classes terapéuticas, incluindo a FLU, em amostras de aguas
residuais. Este adsorvente permitiu uma maior seletividade e sensibilidade na extragio de
compostos acidos, enquanto os compostos basicos e neutros foram retidos pelo adsorvente
polimérico. Experiéncias preliminares demonstraram que a acidificagdo da amostra com HCI
a pH 2 assegura a retencdo adequada de compostos tais como a FLU no adsorvente. (Sousa

etal., 2011).

Gros et al. (2009) testaram colunas Oasis HLB e Oasis MCX na analise de FLU e
norFLU na superficie das aguas residuais e observaram que a recuperacio de substincias
basicas, tais como a FLU, melhorou com o adsorvente Oasis MCX. Isto pode ser atribuido
ao facto de que a valores de pH baixo (2 e 3) as drogas basicas sio carregadas positivamente
e, portanto, sio fortemente ligadas a coluna. Chu e Metcalf (2007) também deram

preferéncia a colunas Oasis MCX para a analise de FLU e norFLU em tecidos de peixe.

Métodos de Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS-MS)
tem sido a mais utilizada para a detegdo de antidepressivos nas aguas superficiais, nas aguas
residuais e na biota (Lajeneusse et al., 2008). Este método permite a detegdo de quantidades
residuais, bem como a identificagio de um grande nimero de compostos em simultaneo,

sem a perda de sensibilidade (Gros et al., 2012).

Como a maioria dos farmacos sio compostos polares, a técnica de escolha é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (MS), de
preferéncia, a MS em tandem, devido a sua versatilidade, especificidade e seletividade (Gros
et al, 2009). O desenvolvimento de métodos mais rapidos e mais sensiveis é hoje viavel
utilizando técnicas como a cromatografia liquida de ultra-alta performance (UHPLC), que se
tornou uma das ferramentas analiticas mais adequadas para a determinagdo de

contaminantes em amostras ambientais (Gracia-Lor et al., 2010).
A influéncia do efeito da matriz na andlise quantitativa por LC-MS-MS é um fenédmeno
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amplamente observado e estudado, uma vez que pode resultar na supressio ou no aumento
do sinal, o que conduz a resultados errados (Lopez-Serna et al., 2010). Este fenémeno torna-
se mais pertinente com a complexidade da matriz da amostra (biota, aguas residuais) e a
quantidade de amostra a ser concentrada antes da analise (Chu e Metcalf, 2007). Os efeitos
da matriz dependem também da preparagio da amostra, da separagdo cromatografica, da
instrumentacdo da espectrometria de massa, e das condigdes de ionizagio. Nio é possivel
prever se a combinagdo dessas condicdes ira afetar o sinal do analito (Gracia-Lor et al.,
2011). Portanto, a avaliagdo do efeito de matriz deve ser incluida no processo de validagdo

do método considerando as diferentes matrizes estudadas.



Tabela 2: Preparacao da amostra, SPE e método analitico na analise de FLU e norFLU no ambiente aquatico.

SPE

Composto Amostra  Preparacdo da amostra Método Recuperagéo Referencia
Colunas  Acondicionamento  Lavagem Eluicdo analitico bibliografica
Fluoxetina Aguas Filtracdo através de filtro Oasis HLB 6 mL acetona - 3x3mL LC/MS/M - Metcalf et al.
~ residuais de fibra de vidro 6 mL MeOH MeOH S 2003 ’
Norfluoxeti o). Ajuste do pH para 7,5 6mL H,0 (pH
na com hidréxido de sédio 7,5)
Tecido Homogeneizacédo da Bond Elute 2 mL MeOH 1 mL &cido 4 mL GC/MS 49 - 107 Brooks et al.,
muscular amostra Certify 2 mL tampéo acético hidréxido 2005
de peixe Diluicdo 1:5 com tampédo fosfato 0,10 M 1,0M6mL de amédnio
0,25a1,00 fosfato 0,10 M (pH 6) (pH 6) MeOH em acetato
g Adicdo de 9 mL ACN de etilo

Agitacdo 15 min
Centrifugacdo a 820 g 5
min

Evaporacgdo em banho de
agua 40 °C até volume <
1mL

Adicdo de 4,0 mL de
tampéo fosfato 0,10 M

(pH 6)




Tabela 2: Preparacao da amostra e SPE na analise de FLU e norFLU no ambiente aquatico. (continuagéo)

Composto Amostras  Preparacdo da amostra SPE Método Recuperacéo Referencia
Colunas Acondicionamento Lavagem Eluigéo analitico (%) Bibliografica
Fluoxetina Peixe PLE Oasis 6 mL 5 mL agua 2 mL MeOH LC/MS/ 80,1e925alpg Chuand
(tecido Adicéo de HCI 0,05 M MCX 150  diclorometano 2 mL HCI 3X3mL MS kg™ Metcalf, 2007
Norfluoxeti  myscular) a0 extrato metanlico mg 6mLMeOH 0,1M diclorometano
na 3g 6 mL H,O 2 mL MeOH
2 mL hidréxido de
aménio/
MeOH/H,0
(4:30:44)
3 x 3 mL hidroxido
de aménio (5:95)
2 X4 mL MeOH
Aguas Acidificacdo com &cido Oasis 5mL H,O 5mL 10 mL - 72-118a0,5ng Schultzand
residuais férmico 0,1% HLB 500 5 mL MeOH MeOH MeOH 70% Lt Furlong, 2008
1L mg 70% em em acido 70-1182a100ng
acetato de  acético 2% L*
amanio 2%
Aguas Filtracdo através de um Oasis 6 mL ACN 6 mL &cido 2x5 - 60-101 em 4guas  Batt et al.,
residuais filtro 0,7 um MCX 6 mL H,O formico hidréxido de residuais 1000 ng 2008
500 mL Adicdo de 2 mL solucéo 2% amoénio em Lt
de Na,EDTA50g L™ e 25 ACN 57-93 em 500 ng

mg L-1 &cido ascérbico

L™ em aguas de
superficie




Tabela 2: Preparacdo da amostra, SPE e método analitico na anélise de FLU e norFLU no ambiente aquatico (continuagao).

Composto Amostra Preparacdo da amostra SPE Método  Recuperagéo Referencia
Colunas  Acondicionamento  Lavagem Eluicdo analitico (%) Bibliografica
Fluoxetina Aguas Filtracdo através de um Oasis MCX 6 mL de 2mLde HCL 3 x3mL de5% LC/MS/ - Metcalf et al.,
residuais filtro de fibra de vidro 1,5 150 mg MeOH 0,1 MemH,O hidrdxido de MS 2010
Norfluoxetina 100 mL Hm 6 mL H,0 3x3mL amonio/ MeOH
Aguas de Ajusto de pH para 3 com diclorometano  (5:95)
rio 200 mL  HCI concentrado
Agua de
consumo
500 mL
Aguas de - Oasis HLB 2 mL MeOH 2 mL &cido 2mL LC/MS/ - Alonso et al.,
superficie 200 mg 2 mL H,0O formicoa2%  diclorometano/2-  MS 2010
emH,0 propanol/hidréxid
2 mL &cido o0 de amdnio
férmico em (75:24,5:0,5)
MeOH
Aguas Filtracdo através de filtro Oasis HLB 10 mL MeOH 8 mL H,0 2 x 3 mL MeOH UPLC/M 60-101 Huerta-
residuais microfibra GF/A 200 mg 10 mL H,0 S/IMS Fontela et al.,
2010
Aguas Filtracdo através de filtro Oasis MCX 6 mL ACN 6 mL &cido 4 mL UPLC/M 71-105 Nagarnaik et
residuais de 0,7 um 150 mg 2 mL H,O férmico 2% ACN:hidréxido SIMS al., 2011
unidade de  Adicdo 10 mg de de amonio (95:5)
salde 500 Na2EDTA, e 50 mg acido

mL

ascorbico




Tabela 2: Preparacio da amostra, SPE e método analitico na anélise de FLU e norFLU no ambiente aquatico (continuagao).

Composto Amostra Preparacédo da SPE Método Recuperagéo Referencia
amostra Colunas  Acondicionamento Lavagem Eluicéo analitico (%) Bibliografica
Fluoxetina Aguas Filtracdo Adicdo de 0,5 Strata-X-C 4 mL MeOH 2mL HCL 2x2mL LC/MS/MS  72-102 em Lajeneusse et
residuaise  mL MeOH 8 mL H,0 2mL MeOH  acetato de aguas residuais  al., 2012
Norfluoxetina  pipssglido  Acidificagdo (pH 3) etilo 500 ng L™
de ETAR’s com 4cido fosforico 2x2mL de 71-87
0,2g 85% hidrdxido de biossolidos 25
Adic&o de MeOH / aménio a 5% ng g™
tampado acido acético em MeOH
0,1 M pH 4 (1:1)
Agitacdo 15 min
Ultrassons 15 min
Adicdo de 4 mL H,0
Centrifugacgdo a 320 g
5 min
Fluoxetina Aguas - Filtracdo através de Oasis-HLB 5mL n-hexano 5 mL H,0 5mL n- LC/MS/MS - Weigel et al.,
residuais filtro de fibra de vidro 5 mL acetato de hexano 2004
hospitalare  1,2um etilo 5 mL acetato
slL Ajusto do pH para 7 10 mL MeOH de etilo
com é&cido sulfurico. 10 mL H,O 14 mL MeOH
Aguas Ajusto do pH para 12 Bond Elut 6 mL MeOH 4 mL 8mLHCIO03 LC/MS/MS  58-84 Vasskong et
residuais com amdnio 25% ENV (125 6 mL H,O (pH MeOH a M em MeOH al, 2006
25L Dupla filtracdo com pum didmetro  12) 20%
filtro no.1 da particula
esférica,
porosidade

média 450 A




Tabela 2: Preparacdo da amostra, SPE e método analitico na andlise de FLU e norFLU no ambiente aquéatico (continuagéo).

Composto Amostra  Preparacdo da amostra SPE Método Recuperagéo Referencia
Colunas  Acondicionamento  Lavagem Eluicéo analitico (%) Bibliografica
Fluoxetina Aguas Filtracdo com filtro fibra  Oasis-HLB 6 mL MeOH 5mL 2x4mL MeOH LC/MS/  41-45em 500 Bueno et al.,

residuais de vidro 0,7 um 6 mLH,OapH8 H,0 MS ng L™ 2007
200 mL com de hidréxido
(pH 8,5) de aménio a 20%
Afluente Filtracdo com filtro de SPE 6 mL MeOH 5mL 2x4 mL MeOH LC/MS/ 80,1e925em1 Gomézetal.,
hospitalar ~ fibra de vidro 0,7 um automatico 5mL H,O (pH H,O MS pg L? 2007
100 mL off-linecom  7) com HCI 2N
(pHT7) Oasis-HLB

200 mg
Aguas Filtracdo com filtro de Oasis-HLB - - 5mL MeOH LC/MS/  62-115 MacLeod et al.,
residuais fibra de vidro 0,7 ume 60 mg MS 2007
500 mL 1,2 um
Aguas Filtracdo com filtro fibra  Oasis-HLB 5mL MeOH 5mL 2x4mL MeOH LC/MS/  84-110em Grose t al., 2009
residuais de vidro e filtro de 60 mg 4mL H,O H,0 MS aguas
100 mL membrana de nylon superficiais 50
Aguas Adicdo de EDTA 5% ng L™
superficiais 84-112 em
500 mL aguas residuais

100 ng L*
Aguas Filtracdo com GFC 0,45  Strata X200 5mL MeOH 5 - 6 mL MeOH UPLC/M <50 Langford et al.,
residuais pm mg mL H,O 6 mL MeOH em S/MS 2009
hospitalare  Acidificacdo (pH 3) com 5mL H,0 acido acético a
s25L HCI acidificada (pH 3) 2%
com HCI 6 mL MeOH em
hidroxido de

aménio a 2%




Tabela 2: Preparacdo da amostra, SPE e método analitico na andlise de FLU e norFLU no ambiente aquéatico (continuagéo).

Composto  Amostra Preparacao da amostra Método Recuperacéo Referencia
Colunas  Acondicionamento  Lavagem Eluicéo analtico (%) Bibliografica
Fluoxetina  Aguas Filtracdo com GFC 0,45 um  StrataX 5mL MeOH 5 6 mL MeOH UPLC/MS/ <50 Langford et
residuais Acidificacdo (pH 3) com 200 mg mL H,O 6 mL MeOHem MS al., 2009
hospitalare  HCI 5mL H,0 acido acético 2%
s25L acidificada (pH 3) 6 mL MeOH em
com HCI hidréxido de
amonio 2%

Aguas de Filtracdo com filtro fibrade  StrataX  2x3 mL MeOH 2x3mL MeOH LC/MS/M  68-121 em Wu et al.,
drenagem  vidro 0,7 um 200 mg 2x3mL H,0O S 100 ng L™ 2009
docampo  Adicdo de 0,2 g Na2-EDTA
250 mL (pH 5)
Aguas Filtracdo com filtro de RP-C18 1 mL MeOH 4x1mL MeOH LC/MS 60-82 em 100  Salgado et al.,
residuais membrana de nylon 0,45 um 500 mg 1mL H,0 pg L* 2010
500 mL Ajuste de pH 7-7,5
Lamas de Solvente de extracéo
tratamento  ultrassénico com 2 x 2 mL
dedguas2 MeOH e 2 x 2 mL acetona
g Centrifugagdo a 10,000 rpm

1 min

Sobrenadantes diluidos com

150 mL de agua
Aguas Filtracdo com filtro de Oasis 5mL 1 mL hidréxido LC/MS/M  44-876 em Orte et al.,
residuais membrana de nylon 0,45 um HLB 60  diclorometano de amédnio:ACN S 1000 ng L™* 2010
hospitalare  Diluicdo 50 mL &gua mg 5mL MeOH (2:98)
s5mL Adicdo 1 mL 4cido férmico 5mL H,0 2mL

diclorometano




Parte experimental



Parte Experimental

Il. 1. Amostragem

Os ensaios de exposicdo foram conduzidos pelo Centro de Investigagio Marinha e
Ambiental da Universidade do Algarve. De acordo com Gonzalez-Rey e Bebianno (2013),
mexilhdes da espécie Mytillus galloprovincialis, foram colhidos, em 2010, da Ria Formosa, em
Portugal. Estas amostras foram transportadas vivas para o laboratério, e apés limpeza das
valvas, colocadas em aquérios separados tratando-se de grupo controlo ou de exposicdo a
75 ng L' de FLU. Anteriormente ao periodo de exposicio, todos os mexilhdes foram
mantidos por 7 dias nos aquarios por forma a aclimatizarem a agua do mar oxigenada de
forma natural. Os aquarios foram mantidos a temperatura (18,6 °C % |), a salinidade (33 *
0,4), pH (8,1 £ 0,2) e a saturacdo de oxigénio (> 98% * 2) constantes. Os mexilhdes nio
foram alimentados até ao términus do ensaio e a concentracio de fluoxetina foi
reestabelecida a cada 48 h. A diferentes periodos de tempo (0, 3, 7, e |5 dias) foram
removidos dos aquarios mexilhdes dos grupos controlo e de exposi¢ao. Cada amostra foi
imediatamente congelada em azoto liquido e armazenada, individualmente, a -20 ° C. Antes
de serem analisadas as amostras foram trituradas. De acordo com as tabelas 3 a 6 os pesos
dos mexilhdes antes da trituragdo variaram de 0,40 g a 1,89 g e depois da trituragio

variaram de 0,42 ga 1,87 g.

Tabela 3: Peso dos mexilhdes de controlo antes e depois de serem triturados.

Amostras de mexilhdes m (g) m (g)
Tempo de exposigio (antes de ser (depois de ser triturado)
triturado)

Amostras de controlo t,,

Cotoui 1,07 0,99
Coto #2 |,64 1,61
Coto # 3 0,90 0,86
Coto # 4 0,57 0,54
Coto # 5 1,42 .36

Amostras de controlo t,,,

Citon 0,80 0.78
Ct,#2 1,48 1,38
Ct,#3 1,89 .87
Ct, # 4 1,46 143
Cit, #5 0,84 0.8]
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Tabela 3: Peso dos mexilhdes de controlo antes e depois de serem triturados (continuagio).

Amostras de mexilhdes m (g) m (g)
Tempo de exposigio (antes de ser (depois de ser triturado)
triturado)

Amostras de controlo t,,

Ct, # | 1,02 1,00

Cto #2 1,21 1,20

Cto#3 1,00 0,99

Cto # 4 1,41 1,34

Ct, #5 1,14 11
Amostras de controlo t,,,

Cit, # | 1,41 1,34

Cit,#2 1,25 1,21

Ct, #3 1,08 1,03

Ct, #4 1,03 0,99

Cit,#5 1,22 1,18

Tabela 4: Peso dos mexilhdes expostos a FLU durante 3 dias, antes e depois de serem triturados.

Amostras de mexilhdes m (g) m (g)
Tempo de exposicdo (antes de ser (depois de ser
triturado) triturado)
3 dias
IC/AQE t, # | 1,02 0,99
IC/AQ Ejt; #2 0,4 0,47
IC/AQEt; #3 1,28 1,23
IC/AQ E\t; # 4 1,04 1,02
IC/AQEt; #5 1,03 1,01
IC/AQEt; # 6 1,03 1,01
IC/AQE¢t; #7 0,95 0,95
IC/AQEt; #8 1,37 1,31
IC/AQEt; #9 0,97 0,94
IC/AQEt; # 10 I,11 1,09
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Tabela 5: Peso dos mexilhdes expostos a FLU durante 7 dias, antes e depois de serem triturados.

Amostras de mexilhes m (g) m (g)
Tempo de exposicio (antes de ser (depois de ser
triturado) triturado)
7 dias
IC-Et, # 1 1,20 1,18
IC-Et, #2 0,42 0,42
IC-Et, #3 1,74 1,70
IC-Et, #4 1,07 1,05
IC-Et, #5 0,49 0,49
IC-Et, #6 1,22 1,20
IC-Et,#7 0,82 0,8l
IC-Et, #8 1,77 1,71
IC-Et,#9 0,60 0,59
IC - Et, # 10 0,77 0,76

Tabela 6: Peso dos mexilhdes expostos a FLU durante 15 dias, antes e depois de serem triturados.

Amostras de mexilhdes m (g) m (g)
Tempo de exposigio (antes de ser (depois de ser
triturado) triturado)
I5 Dias
IC — Eyt;s # | 0.93 0.87
IC — Eyts #2 1,06 1,05
IC — Ejt,s #3 0.54 0.54
IC - Eyt,; # 4 1,09 1,04
IC — Eyt;s #5 143 140
IC — Ejt,s #6 0.6 0.6
IC -~ Eyt, s #7 1,00 0.99
IC ~ Est,s #8 1,09 1,08
IC — Ejtys #9 .49 .48
IC — Eyt,s # 10 .18 17
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Il. 2. Materiais e métodos

Neste capitulo apresentam-se todos os materiais, equipamentos e métodos utilizados

para a determinacdo de FLU e norFLU nos mexilh&es.

Il. 2. . Reagentes

- Acetato de amoénio (Merch, Darmstadt, Alemanha)

- Acetato de sodio (Merck, Alemanha)

- Acetonitrilo para HPLC (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, EUA)

- Acido acético com grau de pureza superior a 99,7% (Panreac, Barcelona, Espanha)
- Acido cloridrico a 37% (Panreac, Barcelona, Espanha)

- Acido formico (98%) (Merch, Darmstadt, Alemanha)

- Acido acético glaciar (Panreac, Barcelona, Espanha)

- Agua obtida através de sistema Millipore, Milli-Q System (Bedford, MA, EUA)

- Metanol, Sigma-aldrich, (St. Louis, MO, EUA)

- Azoto (Ar Liquido)

- Padrées de fluoxetina, fluoxetina-d5, norfluoxetina, com grau de pureza superior a 98%,

Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, EUA).

II. 2. 2. Solucdes

A solucdo de acetonitrilo com 0,1% de acido férmico foi preparada adicionando 0, |
mL de acido férmico a um baldo de 100 mL completando-se o volume com ACN, obteve-se

um pH entre 2,0 e 2,3.

Para a solugio MeOH/ tampdo acido acético 0, M (pH 3) (l:l) foi necessario
preparar uma solugdo de acido acético 0,1 M (5,7 mL de acido acético glaciar perfazendo o
valor de IL com H,0) e de acetato de soédio 0,1 M (1,4 g de acetato de sédio em 100 mL de
agua). Em seguida adicionou-se 982,3 mL de acido acético com 17,7 mL de acetato de sédio,

para obter | L de solucdo tampio.

A solucdo de 100 mL de ACN:MeOH (1:1) foi preparada em 50 mL de ACN e 50 mL
de MeOH.

A solugio de MeOH a 20% foi preparada com uma solugio de acetato de amoénio a
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2%.
A solugdo de 250 mL de agua acidificada a pH 2,5 foi preparada com HCl a 37%.
A solugio de MeOH a 5% foi preparada com 95 mL de agua e 5 mL de MeOH.

A solugio de 100 mL de NH,OH a 5% foi preparada com 95 mL de MeOH e 5 mL
de NH,OH.

As solucbes stock e intermédias de FLU e norFLU, FLU-d5 e norFLU-dé foram
preparadas a 100 pg mL"' e 10 pug mL"', respetivamente, e foram armazenadas a -20 °C. As
solugdes de trabalho, renovadas antes de cada analise, foram preparadas a 500 ng mL"' e 50
ng mL"', para cada SSRI, e usadas para ensaios de linearidade, precisio e repetibilidade. Para a
curva de calibragio foram usadas solugdes em MeOH:H,O (10:90) com as seguintes
concentragdes: 50 ng mL"', 35 ng mL", 25 ng mL", 15 ng mL", 5 ng mL"' e 2,5 ng mL". Todas

as solucdes foram armazenadas a -20 °C e em baldes de vidro dmbar para proteger da luz.

Il. 2. 3. Material e Equipamentos

- Agitador (Edmund Buhlu, Alemanha)

- Aparelho de ultrassonificagio modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Suica)

- Balanga analitica Mettler Toledo modelo AG 285 (Toledo, Suiga)

- Centrifugadora Sigma Modelo 3-16 K (St. Louis, E.U.A.)

- Coluna cromatografica Zorbax Eclipse XDB - Phenyl (150 mm # 3,0 mm; 3,5 ym)
- Colunas de extracdo de fase solida Oasis MCX 6cc/ 200 mg (Damstadt, Alemanha)
- Eletrodo pH Jenway 3505 (Reagente 5, Porto, Portugal)

- Espectrometro de massa hibrido Quadrupolo - lon Trap (LCQ AdvantageMax, Thermo

Finnigan, San José, California, E.U.A.)

- Evaporador Labconco Rapidvap vertex (Kansas)

- Material de vidro @mbar

- Membrana Durapore com poro de 0,22 ym (Millipore, Dassel, Irlanda)

- Sistema de vacuo para extragido em fase solida Dinko (Barcelona, Espanha)

- Ultraturrax Xstral (Alemanha)
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- Vortex Retsch Mixer (Alemanha).
Il. 2. 4. Metodologia Analitica

Il. 2. 4. |. Extracido

A metodologia analitica aplicada na extragio em mexilhdo abrange as seguintes etapas:

|- Pesar um grama de mexilhdo para um tudo de centrifuga.

2- Adicionar 10 mL da solucio de acetonitrilo com 0,1% acido férmico.

3- Agitar durante 5 minutos no agitador.

4- Ultrassonificacio durante |5 minutos.

5- Centrifugagdo a 4°C a 5400 g, durante |0 minutos.

6- Separar o sobrenadante do tubo de centrifuga e colocar num tubo de vidro de centrifuga.
7- Repetir o procedimento a partir do ponto 2.

8- Juntar os sobrenadantes e centrifugar a 4 °C durante 10 minutos a 20000 g

II. 2. 4. 2. Purificacio

Na extragio em fase solida (SPE) utilizaram-se coluna Oasis MCX, 200 mg (6cc) e

realizaram-se as seguintes etapas:

|- Acondicionamento das colunas com 5 mL de MeOH, seguido de 5 mL de agua Milli Q.
2- Passagem do extrato da amostra.

3- Lavagem com 2 mL de HCI, 0,1 N seguido de 2 mL de MeOH a 5% em H,O.

4- Secagem das colunas durante |10 minutos.

5- Eluigdo dos compostos em 2 mL de MeOH, seguido de 6 mL de NH,OH.

6- Concentragido a secura a 40 °C sob uma corrente suave de N,.

II. 2. 4. 3. Cromatografia Liquida Acoplada & Espectrometria de Massa em 7andem

Para as andlises realizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa em tandem (LC/MS"), o extrato seco foi reconstituido em | mL de uma mistura

MeOH:H,O (10:90) e, de seguida, microfiltrado por uma membrana Durapore com um
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didmetro de poro de 0,22 um. O volume de injegio foi de 20 pL (/oop parcial) e o fluxo
cromatografico de 200 uL min™, quando um gradiente de 4gua com 0,5% de acido férmico

(A) e MeOH com 0,5% de acido formico (B) (tabela 7).

A coluna cromatografica foi mantida a uma temperatura de 45°C tendo-se utilizado
uma pré-coluna do mesmo material. O espectrémetro de massa hibrido operou em modo
de ionizagdo positiva por electrospray (ESI) com aquisicio por monitorizacdo seletiva de
reacoes (SRM). As temperaturas da fonte e capilar foram de 0 e 220 °C e as voltagens de 4.5
e 34V, respetivamente. O gas nebulizador foi o azoto, com uma velocidade do fluxo de 40
arb (unidades arbitrarias) e uma velocidade do fluxo do gas auxiliar de varredura de 10 arb.
O gas de colisdo foi o hélio com uma energia de colisio de 30% para a fluoxetina e 35% para
a norfluoxetina. Um iio precursor (MS’) e dois ides produto (um MS? e um MS’) foram
obtidos da seguinte forma: fluoxetina (m/z 310 — m/z 148 — m/z | 17) e norfluoxetina (m/z

296 ->m/z 134 > m/z | 17).

Tabela 7: Gradiente cromatografico.

Tempo (min) % A % B
0 90 10
2 90 10
2.1 55 45
4 55 45
8 I5 85
10 I5 85
10.1 5 95
I5 5 95
5.1 90 10
20 90 10

A: Agua com 5% de acido formico.
B: Metanol com 0,5% de acido férmico.
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II. 3. Validagdo da metodologia analitica

A validagio foi realizada para garantir que este método analitico é adequado para a
determinagdo dos SSRIs em mexilhdes. Os procedimentos de validagio foram realizados
abrangendo diferentes critérios de desempenho, tais como sensibilidade, os efeitos da

matriz, exatidio e precisio.

Il. 3. I. Sensibilidade

A sensibilidade do método é avaliada através dos limites de detecdo (LD) e dos

limites de quantificagio método (LQ). Estes valores foram calculados através da curva de

I , S S . , ,
calibragio na matriz com 3,3 ?y /be 10 %/ b, respetivamente, em que b é o declive da

Sy . = . T
curvaeo—¢€o desvio padrio residual da funcio linear.

Il. 3. 2. Linearidade

A linearidade é a capacidade do método em permitir a obtencdo de resultados

diretamente proporcionais a concentracio da substancia em analise (Ribani et al., 2004).

A linearidade foi estudada tendo em consideracio as curvas de calibracio das

solucdes padrdo em solvente e as curvas de calibragdo preparadas com a matriz em estudo.

A curva de calibragdo das soluces padrido em estudo foi realizada utilizando niveis de
concentracio entre 50 ng mL' e 2,5 ng mL"' para a FLU, norFLU, FLU-d5 e norFLU-dé. Para
o estudo da linearidade em matriz, as concentracdes de FLU, norFLU, FLU-d5 e norFLU-d6é

variaram entre 50 ngg' e 2,5 ng g'.

Il. 3. 3. Exatiddo e precisido

A exatiddo ¢é avaliada pela taxa de recuperagio, ou seja, é a razio entre a quantidade

de substancia adicionada e a quantidade de substéncia recuperada.

Para avaliar a exatidio do método foram utilizadas amostras fortificadas com 50 ng g’
',25ng g' e 5ng g' de FLU, FLU-d5, norFLU e norFLU-dé e amostras nio fortificadas. As

amostras foram analisadas em triplicado, nas mesmas condicSes analiticas.

A precisio intra-dia foi calculada através da média dos desvios padrdes das

percentagens de recuperacdo de cada dia.

A precisio inter-dia foi calculada através da média dos desvios padrdes das

percentagens de recuperagdo dos trés dias.
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II. 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Il. 4. . Otimizagdo do procedimento de extragio

Com o objetivo de otimizar a metodologia analitica, foram testados diferentes
pardmetros do método de extragdo e purificacdo, tendo sido utilizada uma concentracdo de

50 ng g-'.

O parametro primeiramente analisado foi o solvente de extragio. Utilizaram-se trés
reagentes de extragdo, MeOH/ tampio acido acético 0,1 M pH 3 (I:l), ACN em 0,1% de
acido formico e ACN:MeOH (I:1). Os melhores resultados foram obtidos com ACN em

0,1% de acido formico (tabela 7).

Il. 4. 2. Otimizagio da SPE

Para cada método de extracéo, foram testadas dois tipos de colunas, Oasis HLB (200
mg/ 6cc) e Oasis MCX (200 mg/ 6cc) (tabela 8). A avaliagio das colunas Oasis HLB foi
baseada no estudo de Schultz e Furlong (2008). O extrato da amostra foi diluido em 80 mL,
180 mL e |75 mL de 4gua Milli Q em funcdo de cada um dos diferentes reagentes de
extracdo utilizados, para manter a proporgdo entre a fase aquosa e a ionizada do extrato

adicionado a coluna de SPE.

A avaliacdo das colunas Oasis MCX foi testada em extrato da amostra sem diluigdo e
com diluicio em agua Milli Q. Para cada método de extragdo foram testadas diluices de 5
mL, 20 mL e 15 mL. Os melhores resultados foram obtidos com as colunas Oasis MCX
(200 mg/ 6cc), e com diluicio de 20 mL de 4agua Milli Q. A presenca de agua fez com que a
passagem da amostra fosse mais lenta e, assim a retencdo de compostos pela coluna foi

maior. Para melhorar os resultados, a diluicdo foi aumentada para 40 mL de agua Milli Q.

Para verificar se a propor¢io MeOH:H,O interferia aquando da redissolucio dos
extratos secos, procedeu-se a fortificacio das amostras a 50 ng g' e 5 ng g' com a solucio
padrio preparada em MeOH:H,O (60:40 e 10:90). Verificou-se que para os niveis mais
baixos de fortificacdo se obtiveram valores mais elevados de recuperagio, redissolvendo em

MeOH: H,0 (10:90) (tabela 9).
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Tabela 8: Ensaios de otimiza¢do do método de extracao e do método de SPE.

Solvente de Extracdo  Colunas DiluicGes Procedimentos Recuperacdo %
MeOH/ 01 M tampio QOasis HLB 80 mL H,O Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,0 acidificada FLU- 71,79%
cido acético pH 3 (1:1) (200 mg; 6 Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrdo (FLU, norFLU, FLU- FLU-d5- 75,65%
cc) d5, norFLU-d6) a 50 ng mL™* MeOH:H,0 (60:40) norFLU — 69,60%
Lavagem: 5mL MeOH acetato de amonia a 2% norFLU-d6- 75,48 %
Eluicdo: 8 mL &cido acético em MeOH
Oasis MCX - FLU- 81,81%
(200 mg; 6 FLU-d5- 81,82%
cc) Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,O acidificada norFLU - 66,54%
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrio (FLU, norFLU, FLU-  NOrFLU-d6- 83,88%
Oasis MCX 5mL H,0 d5, norFLU-d6) 50 ng mL™ MeOH:H,0 (60:40) FLU- 77,28 %
(200 mg; 6 Lavagem: 2 mL HCI 0,1 N; 2 mL MeOH a 5% em H,0 FLU-d5- 82,92 %
cc) Eluicdo: 4 mL MeOH; 4 mL NH,OH em MeOH norFLU — 71,33 %

norFLU-d6- 80,17 %




Tabela 8: Ensaios de otimizacdo do método de extragdo e do método de SPE (continuagéo).

Solvente de Extracdo  Colunas DiluicGes Procedimentos Recuperacdo %
ACN 0.1% Oasis HLB 180 mL H,O Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,0O acidificada FLU- 70,92 %
formico (200 mg; Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrdo (FLU, norFLU, FLU- FLU-d5- 80,62%
6cc) d5, norFLU-d6) a 50 ng mL™* MeOH:H,0 (60:40) norFLU — 66,05 %
Lavagem: 5mL MeOH acetato de amonia a 2% norFLU-d6- 78,14 %
Eluicdo: 8 mL &cido acético em MeOH
Oasis MCX - FLU- 80,33 %
(200 mg; FLU-d5- 82,61 %
6ce) Acondicionamento: 5 mL MeOH: 5 mL H,O acidificada norFLU — 63,96 %
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padro (FLU, norFLU, FLU-  NOrFLU-d6- 84,79 %
Oasis MCX 20 mL H,O d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-* MeOH:H,O (60:40) FLU- 85,71 %
(200 mg; Lavagem: 2 mL HC 10,1 N; 2 mL MeOH a 5% em H,0O FLU-d5- 82,71 %
6cc) Eluicdo: 4 mL MeOH; 4 mL NH,OH em MeOH norFLU — 69,20 %

norFLU-d6- 83,31%




Tabela 8: Ensaios de otimizacdo do método de extragdo e do método de SPE (continuagéo).

Solvente de Extracado Colunas DiluicGes Procedimentos Recuperacdo %
ACN:MeOH (1:1) Oasis HLB 175mL H,0 Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,0 acidificada FLU- 85,30 %
(200 mg; Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrdo (FLU, norFLU, FLU- FLU-d5- 83,85 %
6ce) d5, norFLU-d6) a 50 ng mL™* MeOH:H,O (60:40) norFLU — 61,09 %
Lavagem: 5mL MeOH acetato de amédnia a 2% norFLU-d6- 88,95 %
Eluicdo: 8 mL &cido acético em MeOH
QOasis MCX - FLU- 75,36 %
(200 mg; FLU-d5- 86,12 %
6cc) Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,O acidificada norFLU — 71,06 %
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrdo (FLU, norFLU, FLU-  norFLU-d6- 78,35 %
i d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-1 MeOH:H,O (60:40)
Oasis MCX 15 mL H,0O FLU- 85,61 %
Lavagem: 2 mL HCI 0,1 N; 2 mL MeOH a 5% em H,0
(200 mg; FLU-d5- 85,74 %
Eluicdo: 4 mL MeOH; 4 mL NH,OH em MeOH
6cce) norFLU — 61,66 %

norFLU-d6- 81,56 %




Tabela 9: Ensaios de otimiza¢do do método de extracao e do método de SPE.

Solvente de

Extracéo

Fortificacdo  Colunas Diluicbes

Procedimentos

Recuperacao %

ACN 0,1% é&cido

férmico

50 ng g° OasisMCX 40 mL H,0
MeOH:H,0 (200 mg;

(10:90) 6ce)
50 ng g
MeOH:H,0

(60:40)

Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,O acidificada
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrédo (FLU,
norFLU, FLU-d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-1 MeOH:H,0
(60:40)

Lavagem: 2 mL HCI 0,1 N; 2 mL MeOH a 5%em H,0
Eluicdo: 2 mL MeOH; 6 mL NH,OH em MeOH

FLU- 80,73 %
FLU-d5- 81,75 %
norFLU — 67,99 %
norFLU-d6 - 81,11 %

FLU- 89,00%
FLU-d5- 76,59 %
norFLU — 67,56 %
norFLU-d6 - 66,59 %




Tabela 9: Ensaios de otimizagdo do método de extracdo e do método de SPE. (continuagao)

Solvente de Fortificacdo  Colunas Diluicbes Procedimentos Recuperacdo %
Extracéo
-1 -
ACN 01% 4cido 5 ng g¢g° Oasis MCX 40mLH,O Acondic o5 L MeOH: & L 1.0 acidificad FLU- 79,05 %
F6rmico MeOH:H,0 (200 mg; condicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H,0 acidificada ) ) 45_ 81 30 9
(10:90) 6cc) Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padréo (FLU, norFLU — 70.78 %
norFLU, FLU-d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-1 MeOH:H,0 norFLU-d6 — 82,29 %
(60:40)
5 ng g FLU- 79,29 %

Lavagem: 2 mL HCI 0,1 N; 2 mL MeOH 5% em H,0

. - - 0,
MeOH:H,0 Eluicdo: 2 mL MeOH; 6 mL NH,OH em MeOH FLU-d5- 78,59 %
(60:40) norFLU — 65,07 %

norFLU-d6 — 81,93 %
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Il. 4. 3. Validacdo

Il. 4. 3. |. Limites de detegdo e limites de quantificagdo

Os limites de detecio (LD) obtidos foram de 0,69 ng g para FLU e de 0,81 para
norFLU (tabela 10).

Os limites de quantificagdo (LQ) obtidos foram de 2,09 ng g’ para FLU e de 2,45 para
norFLU (tabela 10).

Tabela 10: Limites de detecdo e limites de quantificagdo para a FLU e a norFLU.

LD (ngg") LQ (ngg")
FLU 0,69 2,09
norFLU 0.8l 2.45

Il. 4. 3. 2. Linearidade

A avaliagio da linearidade foi efetuada em solvente entre 2,5 e 50 ng mL"', e com

extratos de amostras fortificadas a 6 niveis de concentragido que variaram entre 2,5 e 50 ng

g.
A linearidade foi adequada tanto para o solvente como para a matriz, tendo-se obtido

coeficientes de correlagio de 0,9999 para a FLU e norFLU (figuras 2 a 5).

O efeito-matriz determinou-se dividindo a percentagem do declive da curva de
calibragio em matriz (B) pelo declive da curva em calibragdo em solvente (A). Assim, a razio
(B / A x 100) foi definida como o efeito-matriz absoluto (ME%). O valor obtido foi
interpretado da seguinte forma: o valor de 100% indica uma auséncia de efeito-matriz, acima
de 100% um aumento do sinal e abaixo de 100% uma supressido de sinal. Os resultados do

efeito-matriz foram de 98,59% e 100%, para a FLU e norFLU, respetivamente.
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Curva Calibracao FLU
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0,00 ‘
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c(FLU) (ng/mL)

Figura 2: Curva de calibragio em solvente relativa a FLU.

Curva Calibracao_norFLU
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Figura 3: Curva de calibragao em solvente relativa a norFLU.
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Curva Calibracao_ FLU
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Figura 4: Curva de calibragio na matriz relativa a FLU.

Curva Calibracao_norFLU

1,80
160 y = 0,0333x - 0,0198

' R2 = 0,9999
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1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 - — Linear
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0,00 ¥ \ ‘ |
0,00 20,00 40,00 60,00
c(norFLU) (ng/g)

& Sériel

A(norFLU) / A(norFLU-d6)

Figura 5: Curva de calibragio na matriz relativa a norFLU.

Il. 4. 3. 3. Exatiddo e precisdo

Os resultados das percentagens de recuperacdo nas amostras fortificadas foram
semelhantes para a FLU e norFLU (tabela I1). Os melhores resultados foram obtidos na
fortificagio de 50 ng g', com valores superiores a 99%. Para a fortificagio 5 ng g' as

recuperagdes foram mais baixas, 90,55% para a FLU e 86,08% para norFLU.

Os valores mais altos de precisdo intra-dia foram obtidos nos niveis de fortificacdo 5

ng g' para a norFLU (2,3%). Quanto ao valor mais baixo destaca-se o nivel de fortificagio 25
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ng g' para a norFLU (0,1%).

Em relagdo aos valores de precisio inter-dia, o valor mais alto verificou-se para a
norFLU (3,1%) com nivel de fortificacio 5 ng g'. O valor mais baixo foi o de 0,3% para a

norFLU a 50 ng g™'.

Tabela | I: valores relativos a exatiddo e precisédo da FLU e norFLU (n=3).

Nivel de for_‘ltiﬁcaqéo Recuperagio % Precisdo intra-dia  Precisdo inter-dia
(ngg) (% RSD) (% RSD)

5 90,55 0,2 3,1

FLU 25 91,31 0,8 0,8
50 99,76 0,7 0,6

5 86,08 2,3 1,5

norFLU 25 95,68 0, 1,2
50 99,66 1,9 0,3

Il. 4. 4. Niveis de FLU e norFLU nas amostras

Das vinte amostras de controlo de mexilhio nio foram detetados niveis de fluoxetina

(tabela 12).

Para as amostras expostas durante 3 dias a 75 ng L' de FLU e norFLU os resultados
mostram uma frequéncia de acumulacdo de 70% para FLU e 10% para norFLU. O resultado
mais elevado é de 5,48 ng g"' para a FLU. A concentracio média para a FLU foi 3,61 ng g’
(tabela 13).

Para as amostras expostas durante 7 dias a 75 ng L' de FLU e norFLU os resultados
mostram um aumento da frequéncia de acumulagio para 80% para a FLU e 50% para a
norFLU, sendo o resultado mais elevado de 7,81 ng g' para a FLU e 7,18 ng g' para a
norFLU. A concentragio média para a FLU foi de 5,54 ng g”' e para a norFLU de 5,69 ng g’
(tabela 13).

Para as amostras expostas durante 15 dias a 75 ng L' de FLU e norFLU os resultados
mostram uma frequéncia de acumulagdo de 100% para FLU e para a norFLU. O resultado
mais elevado para a FLU foi 24,8| ng g' e para a norFLU foi 24,10 ng g'. As concentragdes

médias foram de 9,31 ngg'e 11.65 ng g' para FLU para norFLU, respetivamente (tabela 13).
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Sdo poucos os estudos realizados para detetar e quantificar FLU e norFLU em
mexilhdes. Em um estudo realizado por Hazelton et al. (2013) em mexilhdes, as frequéncias
de acumulacdo de FLU foram de 84%. Outro estudo em que os mexilhdes foram expostos a
fluoxetina durante 72 horas a concentracdes entre 0,64 e 400 pg L', os valores de

frequéncia de acumulacdo oscilaram entre 62,5% e 86,3% (Nentwig, 2007).

Os estudos que avaliam a presenca de FLU e norFLU em mexilhdes sio escassos.

Existem mais estudos sobre a presenga destes compostos em peixes.

Chu e Metcalfe (2007) estudaram presenga de FLU em peixe. Depois de otimizarem
o método, as recuperagdes foram superiores a 85%. As analises mostraram que a norFLU

estava presentes nos tecidos dos peixes em concentragdes de 0,37 ng g’'.

Paterson e Metcalfe (2007) avaliaram a presenga de FLU em peixes. Os peixes
estiveram durante 7 dias a uma concentracio de 0,64 mg L' de FLU. A frequéncia de

acumulacao foi de 74% e 80% para FLU e norFLU.

Num estudo em peixes, realizado por Brooks et al. (2005) para detetar FLU e
norFLU, foram observados resultados para norFLU de 0,11 pg g' a 10,27 pg g'. As

recuperagdes foram de 49 a 107%.
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Tabela 12: Resultados obtidos nas amostras controlo de mexilhdo (ng g™).

Amostra FLU norFLU
Controlo TO

Coto #1 ND ND
Coto #2 ND ND
Coto #3 ND ND
C,t, #4 ND ND
Coto #5 ND ND
Frequéncia - -
Intervalo - -
Média + SD - _
Controlo T3

Ct, #l ND ND
Ct,#2 ND ND
Ct, #3 ND ND
Ct, #4 ND ND
Ct, #5 ND ND
Frequéncia - -
Intervalo - -
Média + SD - -
Controlo T7

C,t#l ND ND
C,t, #2 ND ND
C,t, #3 ND ND
C,t, #4 ND ND
Ct, #5 ND ND
Frequéncia - -
Intervalo - -
Média + SD - -
Controlo T15

Cit #l ND ND
Cit, #2 ND ND
C,t, #3 ND ND
Cit, #4 ND ND
C,t, #5 ND ND
Frequéncia - -
Intervalo - -
Média + SD - _

39



Parte Experimental

Tabela 13: Resultados obtidos nas amostras de mexilhdo expostas a FLU 75 ng L™,

Amostra Fluoxetina Norfluoxetina
FLUT3
IC-Et# I ND ND
IC-Et; #2 ND ND
IC-Et; #3 3,11 ND
IC-Et#4 4,44 ND
IC-Et#5 2,52 ND
IC-Et#6 5,48 ND
IC-Et#7 3,44 ND
IC-Et,#8 2,68 3,06
IC-Et#9 ND ND
IC-Et#10 3,63 ND
Frequéncia 70 % 10 %
Intervalo 2,52 - 5,48 -
Média + SD 3,61£1,04 -
FLUT7
IC - E,t, #I 3,25 ND
IC - E,t,#2 ND ND
IC - E,t,#3 7,81 4,53
IC - E,t, #4 5,25 7,18
IC - E,t,#5 4,39 4,82
IC - E,t, #6 4,26 6,61
IC - E,t, #7 6,45 ND
IC - E,t,#8 5,85 5,33
IC - E,t, #9 ND ND
IC - E,t, #10 7,06 ND
Frequéncia 80 % 50%
Intervalo 3,25-7,06 453-7,18
Média+SD 5,54+1,54 5,69#1,15
FLUTI5
IC - E,t, #l 9,97 10,71
IC - E;t,s#2 9,04 13,29
IC - E;t,s #3 2,86 6,19
IC - E;t,, #4 10,64 1,65
IC - E;t,s #5 6,82 7,83
IC - E;t,s #6 10,58 12,05
IC - Est,#7 23,81 24,10
IC - E;t, #8 2,52 5,44
IC - E;t,s #9 8,55 12,08
IC - E;t, #10 8,29 13,16
Frequéncia 100 % 100%
Intervalo 2,52 - 238l 5,44 - 24,10
Média+SD 9,3145,87 I1,654521
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Conclusio

Foi desenvolvido e validado um método analitico para a determinagdo de fluoxetina e
norfluoxetina. Os melhores resultados de recuperagio foram verificados com o solvente de
extracio ACN e 0,1% de acido féormico. As colunas Oasis MCX apresentaram melhores
resultados de recuperacido do que as colunas Oasis HLB. A preparagio da solugido padrio

em MeOH:H,O (10:90) foi mais eficiente do que em MeOH:H,O (60:40).

Com o método otimizado, as recuperagdes oscilaram entre 67,56 %, para norFLU a

50 ng mL™', e 82,29 %, para norFLU-dé a 5 ng ml™".

Os resultados para as amostras expostas durante 3 dias a 75 ng L' de fluoxetina
mostram uma concentragio média de 3,61+ 1,04 ng g' para FLU e 5,69+ 1,15 ng g' para
norFLU. Para as amostras expostas durante 7 dias a média de concentragdo foi de 5,54 #
1,54 ng g' para a FLU e de 5,69+ 1,15 para os norFLU. Os valores de concentracio média

para os |5 dias de exposicdo foram de 9,31 # 5,87para a FLU e 11,65 #5,21 para a norFLU.

E de extrema importancia a continuagdo destes estudos para uma melhor avaliagido

da contaminagdo de bivalves, de modo a garantir a seguranca alimentar.
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