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RESUMO

Nos ultimos anos, e devido ao avango nas metodologias analiticas, tém sido reportadas
substancias quimicas denominadas contaminantes de preocupagao emergente (CECs) em
diversas matrizes ambientais. Estes micropoluentes antropogénicos sao detetados, em niveis
residuais, que podem variar entre os nanogramas e os microgramas por litro, representando

uma ameaga ecotoxicoldgica para os sistemas aquaticos.

Os farmacos sao considerados CECs sendo o grupo farmacoterapéutico dos anti-
inflamatoérios nao esteroides (NSAIDs) um dos mais prescritos e utilizados, bem como um dos

mais detetados no ambiente aquatico.

Os bivalves apresentam diversos beneficios como género alimenticio, mas também
como espécie bioindicadora. Estas caracteristicas levam a que esta classe de moluscos seja
considerada uma matriz ideal para avaliar a extensao da problematica dos farmacos, tanto
numa vertente ecotoxicologica, como de seguranga alimentar. Assim, o controlo destes
residuos em bivalves, é de extrema importancia, de modo a salvaguardar a saide ambiental e

a saude publica, assegurando também a seguranga alimentar.

A presente dissertagao tem como objetivo efetuar uma revisao bibliografica relativa
aos NSAIDs em bivalves, nomeadamente, o seu consumo, caracteristicas fisico-quimicas e
mecanismos de agio; a sua ocorréncia ambiental no meio aquatico e na biota aquatica; os seus
efeitos no ecossistema e o enquadramento legal. Relativamente as metodologias analiticas para
a determinagao de anti-inflamatérios em bivalves, esta dissertagao também revé as diferentes
técnicas mais utilizadas na extragao, purificagao e analise instrumental deste tipo de amostras,

bem como os parametros de validagao a verificar nas metodologias a aplicar.

Palavras-chave: Bivalves; Bioindicadores; Farmacos; Anti-inflamatorios nao Esteroides;

Consumo; Ocorréncia; Metodologias Analiticas.



ABSTRACT

In recent years, and due to advances in analytical methodologies, contaminants of
emerging concern (CECs) have been reported in several environmental matrices. These
anthropogenic micropollutants are detected at residual levels varying between nanograms and

micrograms per litre, representing an ecotoxicological threat to aquatic systems.

Pharmaceuticals are considered CECs and the pharmacotherapeutic group of non-
steroidal anti-inflammatories (NSAIDs) is one of the most prescribed and used, as well as one

of the most detected in the aquatic environment.

Bivalves have several benefits as a foodstuff, but also as a bioindicator species. These
characteristics lead to this class of molluscs being considered an ideal matrix to assess the
extent of this problem, both in an ecotoxicological and food safety aspect. Thus, the control
of these residues in bivalves is extremely important, in order to safeguard environmental and

public health, also ensuring food safety.

This dissertation aims to carry out a literature review on NSAIDs in bivalves, namely,
their consumption, physicochemical characteristics and mechanisms of action; its
environmental occurrence in the aquatic environment and aquatic biota; its effects on the
ecosystem and the legal framework. Regarding the analytical methodologies for the
determination of anti-inflammatories in bivalves, this dissertation also reviews the most used
different techniques in the extraction, purification and instrumental analysis steps, as well as

the validation parameters to be verified in the methodologies to be applied.

Keywords: Bivalves; Bioindicators; Pharmaceuticals; non-steroidal Anti-inflammatory

Pharmaceuticals; Consumption; Occurrence; Analytical Methodologies.
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l. Bivalves

Bivalvia ou bivalves, como sao normalmente intituladas as espécies pertencentes a este
grupo, sao uma classe do filo Mollusca (segundo maior filo do reino animal) a qual pertencem
exclusivamente organismos aquaticos (na maioria marinhos) e que tém como caracteristica
comum uma concha formada por duas valvas que se articulam dorsalmente e protegem os
moluscos. Os principais grupos desta classe incluem mexilhdes, améijoas, berbigao, vieiras e

ostras (Gosling, 2003).

A maioria das espécies de bivalves sao consideradas ecologicamente importantes
(Serra-Compte et al., 2018). Sao abundantes (alta densidade populacional) e estao amplamente
distribuidos por diferentes habitats, sendo espécies sésseis com um longo periodo de vida, o
que permite que sejam facilmente capturadas (Alvarez-Munoz et al., 2015).

Os moluscos bivalves respiram e alimentam-se filtrando largas quantidades de agua,
sendo filtradores altamente eficientes. No entanto, os bivalves nao tém capacidade de filtrar
seletivamente particulas de alimento (principalmente fitoplancton e zooplancton) presentes na
coluna de agua, o que leva a que bioacumulem e bioconcentrem nos seus tecidos diversos
tipos de substincias também presentes na coluna de agua, entre as quais se encontram varios
tipos de contaminantes como os farmacos e os compostos farmacologicamente ativos (apenas

referidos como farmacos daqui para a frente) (lwamoto et al., 2010).

I.1. Como Género Alimenticio

Os bivalves sao um produto alimentar bastante consumido em todo o mundo
apresentando elevado valor comercial, mas também alto valor nutricional, fazendo parte da

dieta do Homem ha milhares de anos.

O consumo deste género alimenticio esta associado a multiplos beneficios, como sejam
um bom desenvolvimento neuronal e a diminuicdo da ocorréncia de patologias
cardiovasculares (Ruxton et al., 2004). Estes beneficios devem-se a sua composi¢ao nutricional
(Tabela 1). Nomeadamente um elevado teor proteico, nutrientes vitais como vitamina A e B,
e minerais como o potassio (K), o sédio (Na) e o fésforo (P), mas também acidos gordos

polinsaturados essenciais entre os quais 6mega-3 (Tan et al., 2020; Yaghubi et al., 2021).



Tabela | — Valores representativos da composicao dietética de algumas espécies de bivalves por 100
g crus da parte edivel. (Adaptados da Tabela da constituicao dos alimentos do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)).

Bivalve Mexilhao Ostra Améijoa Vieiras Berbigao
Energia (kcal) 70 65 65 83 59
Hidratos de Carbono (g) 2 39 2,6 0 2,7
Acidos gordos saturados (g) 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1
Acidos gordos monoinsaturados (g) 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1
Acidos gordos polinsaturados (g) 0,5 0,5 0,2 0,3 0,3
Proteinas (g) 12,1 8,6 11,7 18,5 10,5
Vitaminas
A 360 85 97 4 0
B6 (mg) 0,08 0,13 0,04 0,09 0,04
B12 (ug) 19 14 37 2,9 41
Minerais
Ca (mg) 56 66 51 - 56
Fe (mg) 3,5 8 8,5 1,5 5,9
Mg (mg) 36 36 100 29 58
P (mg) 240 140 180 230 160
K (mg) 280 260 78 320 62
Na (mg) 290 370 240 160 380
Zn (mg) 4,1 91 2,1 1,6 1
Colesterol (mg) 40 53 44 - 30

Legenda: Ca — cilcio; Fe — ferro; K — potassio; Mg — magnésio; Na — sodio; P — fésforo; Zn — zinco.

Sao varias as espécies de bivalves que fazem parte da nossa dieta como por exemplo
mexilhoes, tal como o Mexilhao-comum (Mytilus edulis) e o Mexilhao-do-Mediterraneo (Mytilus
galloprovincialis), ostras como a ostra-do-pacifico (Crassostrea gigas), améijoas como a améijoa-
branca (Spisula solida), o “pé-de-burrinho” (Chamelea gallina) ou a améijoa-boa (Ruditapes
decussatus), vieiras (Pecten maximus) e berbigao (Cerastoderma edule), sendo todas elas espécies

altamente consumidas em Portugal, e portanto de alto valor comercial.

De acordo com a publicagao do Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2020) relativa
as estatisticas da pesca de 2019, mais concretamente referente aos dados da moluscicultura
(cultura de moluscos bivalves), foram produzidas cerca de 938I toneladas de bivalves em
Portugal traduzindo-se em vendas para os mercados nacionais e internacionais de

aproximadamente 60758 mil euros.



1.2. Seguranca Alimentar

Apesar dos beneficios como género alimenticio, estes alimentos podem representar
um elevado risco para a saude publica em termos de seguranga alimentar. De facto, varios
tipos de bivalves como os mencionados em cima, sao consideradas vetores de transmissao de

doengas de origem alimentar (lwamoto et al., 2010).

O facto de os bivalves se alimentarem e respirarem por filtragao implica que estes
acumulem e concentrem nos seus tecidos varias substancias presentes na coluna de agua. Entre
estas substancias podemos encontrar contaminantes biologicos de origem natural como
bactérias e virus patogénicos (ex: Escherichia coli e norovirus) (Lowther et al., 2012; Walker et
al, 2018) ou biotoxinas marinhas (compostos quimicos produzidos por algas), mas também
diversos tipos de contaminantes quimicos sintéticos como, entre outros, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, dioxinas, bifenilos policlorados e também farmacos (Anacleto et al.,

2014; Li et al., 2016; Maskrey et al., 2021).

Os impactos na saude publica podem ser diretos, derivados do consumo de bivalves
contaminados com farmacos a concentragoes de risco podendo haver reagoes alérgicas; ou
indiretos, podendo ocorrer desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (Maskrey et al,

2021).

Outra das problematicas associadas ao consumo de bivalves é o facto de, apos serem
cozinhados, haver um aumento dos residuos de farmacos nos seus tecidos e também na agua

em que foram cozinhados, tal como demonstrou McEneff et al., (2013) em mexilhoes.

1.3. Como Bioindicadores de Contaminacao Ambiental

Um bioindicador define-se como um organismo ou microrganismo (animais, plantas ou
plancton) que é utilizado para monitorizar o estado dos ecossistemas naturais, bem como as
possiveis alteragoes (positivas ou negativas) a que o ambiente esta sujeito e que,

consequentemente, podem afetar o Homem (Parmar et al., 2016).

Como acima mencionado, os bivalves assimilam, principalmente na glandula digestiva e
nas branquias, diversos tipos de substancias presentes na coluna de agua (McEneff et al., 2013),
entre as quais se destacam contaminantes como os firmacos que vao ser bioacumulados e
bioconcentrados por estes moluscos. Esta caracteristica aliada a sua ampla distribuicao e alta
densidade populacional, bem como a sua elevada tolerancia as diferentes condigoes ambientais

que os bivalves apresentam, tornam-nos excelentes bioindicadores de varios tipos de



contaminantes (Almeida et al., 2020), nomeadamente de farmacos (Alvarez-Mufioz et al., 2015),

sendo representativos das condigoes a que estao sujeitos no seu habitat.

Ha entiao uma bioacumulagio e bioconcentragao de farmacos nos bivalves, mas
também de compostos ativos associados a estes como os metabolitos e produtos de
degradagao (Loos et al, 2010). Bioacumulagao define-se como a absorgao de substancias
presentes no ambiente por um organismo, havendo uma acumulagao destas ao longo do

tempo (Zenker et al,, 2014).

No caso dos organismos aquaticos como os bivalves, a acumulagao de determinada
substancia é designada por bioconcentragao e depende de um factor inerente a substancia, o
bioconcentration factor (BCF). O BCF é o racio entre a concentragao da substancia no

organismo e a concentragao na agua (Zenker et al., 2014).

Existem varios estudos de bioconcentragao de farmacos (Almeida et al, 2020;
Contardo-Jara et al,, 201 1). Estes estudos avaliam a acumulagao destes micropoluentes em
condigoes laboratoriais bem-definidas e controladas, permitindo avaliar o seu comportamento,
impacto ambiental e os potenciais riscos que estes apresentam tanto para os organismos

aquaticos, nomeadamente para os bivalves, como para os seus consumidores.

Outro conceito associado a bioacumulagio é a biomagnificagdo, que consiste na
transferéncia de substincias xenobioticas (que foram acumuladas) entre os organismos ao
longo dos niveis troéficos sucessivos da cadeia alimentar. Na biomagnificagao ha um aumento
significativo da concentragao encontrada no organismo para que é transferida a substancia

(Zenker et al., 2014).

O facto de os bivalves serem considerados bons bioindicadores faz com que sejam
utilizados em varios estudos de biomonitorizagao de contaminantes nos meios aquaticos. De
realcar o Mussel Watch Program que é um programa levado a cabo por varias agéncias para
monitorizar a concentragao de contaminantes (Maruya et al, 2014) em espécies bivalves

presentas nas zonas costeiras dos Estados Unidos da América (Li et al., 2016).

2. Contaminantes de Preocupacao Emergente

Nos ultimos 20 anos tém sido varias as publicagoes referentes a ocorréncia e aos
efeitos ecoldgicos dos contaminantes de preocupagao emergente (CECs) (Noguera-Oviedo e
Aga, 2016). Fazem parte destas substancias quimicas poluentes diferentes tipos de compostos

utilizados tanto em atividades humanas como em atividades industriais.



Os CECs sao entao compostos quimicos que tém, na sua maioria, origem
antropogénica. Entre alguns dos CECs mais conhecidos e detetados destacam-se os farmacos
e os produtos de uso pessoal (PPCPs), bem como os seus metabolitos e produtos de
degradagao, algumas drogas ilegais e de abuso, genes de resisténcia a antibidticos (origem
natural) e compostos capazes de interferir com o normal funcionamento do sistema endocrino
como os desreguladores endocrinos (DEs) e os retardadores de chama (Noguera-Oviedo e

Aga, 2016; Nunez et al., 2017).

Estas substancias poluentes tém sido detetadas e caracterizadas em varios ambientes
aquaticos, entre os quais se destacam as aguas residuais e as aguas de superficie como revisto
por Noguera-Oviedo e Aga (2016) e por Petrie, Barden e Kasprzyk-Hordern (2015). Sao
também detetadas em diferentes tecidos de varios animais pertencentes a biota aquatica como
peixes (em varios tecidos), bivalves, crustaceos e outras espécies de invertebrados aquaticos

(Alvarez-Ruiz e Pico, 2020).

A detegao de CECs que tem ocorrido nas Ultimas duas décadas em matrizes ambientais
esta diretamente associada a evolugao de metodologias analiticas sensiveis que serao mais a
frente mencionadas. Os CECs sao detetados a concentragoes relativamente baixas que podem
variar entre as nanogramas por litros (ng/L) e as microgramas por litros (ug/L) (Noguera-
Oviedo e Aga, 2016). No entanto, o facto de terem capacidade de se bioacumular, persistir e
até biomagnificar na biota aquatica, leva a que haja um acréscimo na preocupagao e
consciencializagao a volta destes contaminantes. A esta problematica estao associados riscos
e potenciais efeitos adversos para a saude publica (quando os homens consomem biota
contaminada), para a prépria biota e para o meio ambiente (Alvarez-Ruiz e Pic6, 2020; Maskrey

et al, 2021).

Apesar das problematicas que representam, os regulamentos que restringem os CECs
sao ainda algo restritos e nao estabelecem limites legais (Pereira et al., 2020). Apenas em 2013
e com a Diretiva 2013/39/EU (que sera abordada mais a frente) surgiu o primeiro ato legislativo
relativo aos CECs, sendo que até entao, nao havia qualquer regulagao relacionada a estes
contaminantes, nao fazendo parte de programas de monitorizagio do tratamento de aguas
(Zenker et al., 2014).

Dentro dos CECs referidos anteriormente, o grupo dos farmacos é considerado por

varios autores como o que apresenta maior e crescente preocupagao (Pavlovi¢ et al., 2007).



3. Farmacos

Os farmacos e os produtos farmacéuticos desempenham um papel fundamental na
nossa sociedade proporcionando a prevengao, controlo e tratamento de diversas doengas,
bem como o alivio sintomatico destas, o que resulta numa melhor qualidade e esperanga de
vida. O principal objetivo destes é provocar, em baixas concentragoes, um efeito biologico
especifico e benéfico nos cuidados de saide em animais e humanos, bem como na atividade
pecuaria (Cueva-Mestanza et al., 2008; Mezzelani et al., 2018). No entanto, sao considerados
uma ameaga para os ecossistemas, para os organismos que neles habitam e, em ultima andlise,
a salde publica (Santos et al., 2010).

A preocupagao com os riscos e impactos a que os farmacos podem conduzir deve-se
a algumas caracteristicas inerentes aos mesmos como (Rodrigues et al., 2019; Zenker et al.,

2014):

e as suas propriedades fisico-quimicas;
e a sua atividade biologica;

e alta lipossolubilidade;

® 0O seu consumo;

e asua ubiquidade;

e asua remocio incompleta nas Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais

(ETARS).

Estes contaminantes quimicos foram detetados pela primeira vez nos finais dos anos
70 em aguas residuais tratadas contaminadas com acido clofibrico, acido salicilico (AS) e
metabolitos de clofibrato (Mezzelani et al., 2018).

Os farmacos, para além de contaminantes quimicos, sao também considerados CECs
“pseudo-persistentes” pois, para além do facto de as taxas de transformagao e de remogao
nas estagoes de tratamento de aguas residuais (ETARs) serem bastante variaveis e muitas vezes
baixas ou nulas, sao constantemente introduzidos nos ambientes aquaticos (principalmente
por atividades antropogénicas) onde podem permanecer durante longos periodos (Pereira et
al,, 2016).

Existem diversos grupos farmacologicos (dependendo das finalidades terapéuticas) que
diferem principalmente na sua estrutura quimica. Destacam-se alguns grupos como o dos
antibidticos, antipsicéticos, anti-inflamatorios nao esteroides (NSAIDs), analgésicos,
tranquilizantes, bloqueadores B, diuréticos e hormonas (que também sao DEs), entre outros

(AIvarez-Muﬁoz et al, 2015 a,b).



3.1. Consumo

O consumo de farmacos, tanto para uso veterinario (MUV) como para uso humano
(MUH), tem vindo a aumentar de ano para ano, sendo amplamente consumidos a nivel mundial
(Pereira et al., 2020a). O facto do mercado farmacéutico estar em constante expansao, bem
como o aumento da necessidade de farmacos destinados ao tratamento de doengas cronicas
e doengas associadas ao envelhecimento estd na base deste consumo crescente (Gonzalez
Pena et al., 2021).

Apesar de varios paises terem disponiveis dados relativos ao consumo de farmacos,
estes sao muitas vezes inadequados e insuficientes para estimar os verdadeiros padroes de
consumo que ocorrem em cada pais (Patel et al, 2019). Uma agravante a esta situagao € o
facto de muitos dos produtos farmacéuticos nao precisarem de qualquer tipo de receita
médica, sendo de venda livre (over the counter medicines), o que se reflete numa maior incerteza
no real consumo de farmacos. No entanto, de acordo com uma estimativa realizada em 2015
pelo IMS Institute for Healthcare Informatics, em 2020 seriam consumidos globalmente cerca de
4,5 trilides de doses de farmacos (mais 24% do que em 2015) refletindo-se em gastos de cerca
de 1,4 trilides de dolares nos mesmos (mais 29-32% do que em 2015).

Espera-se entao que haja cada vez mais uma maior utilizagao de farmacos e associado
a este fendmeno, esta o inevitavel aumento da presenga dos mesmos no ambiente, com
especial destaque para o ambiente aquatico. Isto levanta cada vez mais uma maior preocupagao
dentro da comunidade cientifica uma vez que o consumo de farmacos, a par das suas taxas de
excregao, apresenta-se como uma das fontes primarias de exposicao destes contaminantes
aos ambientes aquaticos (Halling-Serensen et al., 1998).

O consumo de cada um dos farmacos €, na maioria dos casos, representativo da sua
presenca no ambiente, havendo uma correlagao entre a quantidade de farmacos consumidos
por ano (em kg) com a extensao da contamina¢ao ambiental. Esta correlagao permite apontar
quais os farmacos que representam mais riscos em termos ambientais bem como os grupos
terapéuticos sobre os quais devem incidir mais estudos de ocorréncia e de toxicidade (Pereira

et al., 2020a).

3.2. Caracteristicas Fisico-Quimicas

As caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes farmacos, metabolitos e produtos de
degradagao, bem como as caracteristicas do meio aquatico em que sao depositados (p.e. o pH

e a temperatura), determinam o destino e a sua persisténcia no ambiente aquatico (Pereira et



al., 2020). Por outro lado, sao essas caracteristicas que podem determinar como os farmacos
se vao bioacumular nos diferentes organismos da biota aquatica (Serra-Compte et al., 2018).

Alguns exemplos dessas caracteristicas intrinsecas aos farmacos sao o coeficiente de
particao octanol-agua (log Kow), a constante de dissociagao acida (pKa), a volatilidade, a
polaridade e a solubilidade em agua. O log Kow € um indicador da capacidade de dissolugao
dos compostos em lipidos (lipossolubilidade), e um valor baixo deste coeficiente indica que
um composto € sollivel em agua (Pavlovi¢ et al., 2007). Este € um dos parametros mais
utilizados para estabelecer o potencial da bioconcentragao de contaminantes como os
farmacos nos organismos (Serra-Compte et al, 2018). O pKa de um determinado farmaco
indica o quao forte é este como acido e corresponde ao pH em que 50% do farmaco é ionizado
(Cairns, 2012). Os valores de pKa dos farmacos apresentam uma grande variabilidade
(Mompelat et al., 2009) e esta constante desempenha um papel importante na sor¢ao
(absorgao e adsorgao) destas substancias (Patel et al., 2019).

Relativamente a volatilidade, polaridade e solubilidade em agua, os farmacos sao, na sua
globalidade, compostos com baixa volatilidade, polares ou hidrofilicos e sollveis em agua
(Mompelat et al., 2009).

Apesar das propriedades dos diferentes firmacos variarem bastante, quase todos tém
uma elevada solubilidade e, portanto, o potencial de contaminar os ambientes aquaticos

(Pereira et al., 2020).

3.3. Fontes Emissoras, Dissemina¢ao e Destino Ambiental

Sao varias as fontes emissoras de farmacos, sendo que a excre¢ao humana da forma
original e inalterada, bem como na forma metabolizada dos farmacos assume o papel mais
relevante como principal fonte de contaminagao ambiental (Santos et al., 2010). Os farmacos,
apo6s serem consumidos, sofrem um processo de metabolizagao antes de serem excretados e
estes compostos (metabolizados ou nao) sao depois libertados diretamente para o ambiente

(Patel et al., 2019).

Estudar os metabolitos dos varios farmacos é portanto extremamente relevante, assim
como os produtos de degradagao que resultam dos varios processos de degradagao
decorrentes dos tratamentos utilizados nas ETARs. Estes processos podem ser tanto abioticos
(hidrdlise ou fotdlise) como bidticos (biotransformagao por bactérias e fungos) e levam a que
os compostos mencionados assumam diferentes formas quimicas, propriedades

farmacologicas e niveis desconhecidos de toxicidade (Nunes et al., 2020).



A metabolizagao dos farmacos consiste na bioconversao destes em compostos mais
polares e que sejam mais faceis de excretar (metabolitos). Esta conversao em metabolitos
acontece em duas fases distintas, sendo que na primeira ocorrem reagoes de oxidagao,
reducgao e hidrolise e na segunda obtém-se os metabolitos por conjugagao (Santos et al., 2010).

As taxas de excrecao, tanto dos farmacos como dos seus metabolitos, influenciam o
impacto ambiental que estes vao ter e quao frequentemente vao ser detetados no meio
aquatico (Pereira et al., 2020a). As taxas variam bastante entre os grupos farmacologicos e ha
alguma discrepancia,quantos aos seus valores dentro do mesmo farmaco. De acordo com a
revisao de Pereira et al., 20203, as taxas de excrec¢ao de alguns anti-inflamatorios apresentam

valores entre menos de 1% e 80%.

Contudo, para além da excregao através da urina e das fezes apos a utilizagao de
farmacos, existem outras fontes antropogénicas de farmacos. Destaca-se a eliminagao
incorreta dos farmacos nao utilizados ou que se encontrem fora de validade, em contexto
doméstico. Esta eliminagao ocorre através da deposicao direta para os sistemas de
saneamento chegando as ETARs, ou através dos lixos urbanos que chegam eventualmente aos
aterros sanitarios onde pode ocorrer vazamento dos farmacos para os corpos aquaticos
(Santos et al., 2010). Por outro lado, as descargas nao controladas, bem como os efluentes
resultantes das atividades das industrias farmacéuticas sio também possiveis fontes emissoras

de farmacos para o ambiente aquatico.

Também as atividades agropecuarias e de aquacultura sao responsaveis pela presenga
ubiqua dos farmacos no ambiente, seja pela sua libertagao direta devido a aplicagao destes na
aquacultura (principalmente antibidticos); mas também indiretamente através da sua aplicagao
como MUV em animais de gado (excretados por estes) e ao escoamento e lixiviagao que pode
ocorrer nos campos fertilizados com lamas ativadas das ETARs (as quais podem estar
adsorvidos farmacos) e com o estrume dos animais em questao (Mompelat et al., 2009; Santos
et al, 2010). As lamas aplicadas como fertilizantes aos campos agricolas podem entao libertar

farmacos tanto para as aguas subterraneas como para as aguas de superficie (Patel et al., 2019).



Apos serem descarregadas como efluentes das ETARs, o destino mais provavel dos
farmacos sao as aguas de superficie entre as quais se incluem corpos aquaticos como rios,
mares, lagos, estuarios, entre outros. A partir das aguas de superficie chegam as aguas

subterraneas e eventualmente a agua potavel.
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Figura | — Fluxograma representativo das fontes emissoras, das vias de disseminagao e qual o destino
dos farmacos no ambiente. (Adaptado de Santos et al., 2010).

3.4. Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais

Tal como referido anteriormente, algumas das fontes emissoras de farmacos (com
destaque para os efluentes domésticos) levam a que estes cheguem as ETARSs através das redes
de saneamento, sendo estas consideradas a principal via de contaminagao farmacéutica do
ambiente aquatico. As descargas de efluentes das ETARs (aguas residuais “tratadas”)
representam a principal via de emissao dos farmacos, metabolitos e produtos de degradagao
para o ambiente aquatico (aus der Beek et al., 2016) uma vez que, os tratamentos aplicados
nas ETARs nao tém capacidade de remover completamente estes compostos, até porque estas

nao foram projetadas com esse intuito (Patel et al.,, 2019).

De facto, as taxas de remogao de farmacos nas ETARs sao muito variaveis, podendo
mesmo ser baixas ou nulas e sao, por norma, avaliadas comparando as concentragoes
registadas nos afluentes e nos efluentes das ETARs (Santos et al., 2010). As concentragoes

presentes nestes e, consequentemente, as taxas de remogao, dependem de inumeras
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condigoes. Algumas destas condigoes sao o tipo de tecnologia usada e o tipo de tratamento
aplicado na ETAR, as condi¢oes operacionais como o tempo de retengao hidraulico e o tempo
de retengao dos soélidos (quanto maior for o tempo de retengao maior sera a decomposigao
dos farmacos e outros micropoluentes), as temperaturas ambientais e outras variagoes
sazonais, o pH e também as caracteristicas fisico-quimicas inerentes aos farmacos previamente

referidas (Pereira et al., 2020a).

Podem ser aplicados 4 tipos de tratamento numa ETAR (ADNORTE): tratamento
preliminar em que ocorre a filtragao e separagao das aguas residuais; tratamento primario
onde as aguas residuais sao decantadas e as particulas solidas sao eliminadas por agao da
gravidade; tratamento secunddrio que estda associada a um tratamento biologico
(biodegradagao microbiologica aerdbia e anaerobia de bactérias e outros microrganismos)
seguido de uma segunda decantagao, o que leva ao deposito das lamas ativadas; e o tratamento
terciario onde ocorre a desinfegao e a remogao dos sélidos em suspensao entre os quais estao
incluidos compostos toxicos como os farmacos. Por norma, os dois primeiros tratamentos
mencionados sao ineficazes na remogao dos farmacos e apenas no tratamento secundario
estes comegam a ser removidos. Esta remogao deve-se a dois mecanismos: a sorg¢ao dos

farmacos pelas lamas ativadas e a degradagao microbioldgica destes (Pereira et al., 2020a).

Quanto ao tratamento terciario, tém sido aplicadas novas tecnologias em algumas
ETARs (nao convencionais) com eficiéncias de remogao dos farmacos elevadas e superiores
aos tratamentos tradicionais. Destacam-se processos de oxidagao avangada, radiacao
ultravioleta (UV), ozonizacdo e adsorgao utilizando carvao ativado. No entanto, a estas
tecnologias mais modernas, estao associados altos custos energéticos e de manutengao, bem
como construgoes de alta qualidade o que leva a que apenas sejam utilizados em algumas

ETARSs de alguns paises (Patel et al., 2019; Pereira et al., 2020a).

4. Anti-Inflamatorios nao Esteroides

Os NSAIDs sao um grupo farmacoldgico bastante diverso com caracteristicas quimicas
bastante diferentes, mas com propriedades terapéuticas comuns. Apesar da sua eficacia
comprovada, tém alguns efeitos adversos, nomeadamente a nivel gastrointestinal, cardiaco e

renal (Zenker et al., 2014).

O primeiro NSAID foi desenvolvido por Felix Hoffman, em 1897 (na empresa alema
Bayer) que a partir do AS formulou o acido acetilsalicilico (AAS), vulgarmente designado como
aspirina (Vane e Botting, 2003). Desde entao, varios NSAIDs tém sido produzidos, sendo este

um dos grupos farmacoldgicos mais prescritos e consumidos na medicina moderna. Destacam-



-se o ibuprofeno (IBU), o diclofenac (DIC), o naproxeno (NAP), o cetoprofeno (KET) e a

fenazona (PHE) como alguns dos mais prevalentes.

No geral, o uso de NSAIDs esta associado ao tratamento de diversas condigoes
inflamatorias incluindo doengas crénicas como reumatismo e osteoartrite (Praveen Rao e
Knaus, 2008), mas também no tratamento da dor e outro tipo de condigées como febre, dores
de cabega e outro tipo de doengas devido as suas propriedades anti-inflamatorias, analgésicas
e antipiréticas (Conaghan, 2012). O AAS, para além de ser utilizado como NSAID, é também
consumido em baixas doses, como inibidor da agregacao plaquetaria, reduzindo os riscos

associados a doengas cardiovasculares.

Devido as suas propriedades farmacologicas, os NSAIDs sao um dos grupos
farmacologicos mais consumidos a nivel mundial (Conaghan, 2012) e associado a este consumo
esta também a sua presenca no ambiente aquatico. De facto, varios estudos reportam a
presenca ambiental dos diferentes farmacos deste grupo (Tabela 4 e Tabela 5), estando entre

os farmacos mais detetados em ambientes aquaticos (Moreno-Gonzilez et al., 2015).

Sao entao um dos grupos mais estudados em termos ecotoxicoldgicos e a necessidade
de estudar este grupo prende-se com o facto de apresentarem uma elevada taxa de prescrigao
e consumo, elevada lipossolubilidade e devido a sua bioatividade e efeitos que podem causar

no ambiente, mesmo em baixas concentragoes.

4.1. Consumo

Como ja foi referido, os NSAIDs representam alguns dos farmacos mais consumidos,
e, portanto, dos mais detetados no ambiente aquatico. De acordo com o relatério do
INFARMED (Autoridade Nacional do Medicamento) relativo a monitorizagao do mercado de
2014, foram vendidas cerca de 6,587,590 embalagens o que se traduziu em vendas no valor de
cerca de 54,4 milhoes (INFARMED, 2014). Outro aspeto importante reportado neste mesmo
relatério é o facto de quatro NSAIDs (AAS, IBU, DIC e NAP) estarem entre as 100 substancias

ativas com maior nimero de embalagens vendidas pelo Sistema Nacional de Saide (SNS).

Dados mais recentes, relativos ao ano de 2019 e fornecidos pela Organizagao para a
Cooperagao e Desenvolvimento Economico (Organisation for Economic Co-operation and
Development - OECD) apontam uma dose diaria definida (medida estatistica do consumo de
farmacos) de 70,8 doses em Portugal para NSAIDs. Ja as vendas relativas ao mesmo ano
apontam para um total de 4137,4 milhoes de dolares em NSAIDs (26 dos 38 paises membros
da OECD) com Portugal a contribuir com cerca de 163,2 milhdes de ddlares para este total

(OECD, 2019).



Uma das explicagoes para o elevado consumo deste grupo farmacoterapéutico, deve-
se ao facto de, para além de serem altamente prescritos, muitos dos farmacos pertencentes a
este grupo serem over the counter medicines, havendo uma maior facilidade de acesso uma vez
que muitos sao de venda livre, o que faz com que o seu consumo seja ainda superior ao

estimado.

4.2. Caracteristicas Fisico-Quimicas

Na Tabela 2 estao representadas as formulas moleculares, bem como algumas das
caracteristicas fisico-quimicas mais relevantes de alguns dos principais farmacos pertencentes

ao grupo farmacoterapéutico dos NSAIDs, os mais estudados e detetados em bivalves.

O log K, dos NSAIDs presentes na Tabela 2 varia entre 0,38 e 5,12. No que toca a
pKa, os NSAIDs representados apresentam valores entre 2,97 e 8,2. Pelo contrario, o
paracetamol (PAR), para além de nao ter propriedades anti-inflamatoérias (nio sendo
considerado um NSAID por muitos autores), € um composto que tem uma pKa de 9,38

(Mompelat et al., 2009).

Tabela 2 - Designagao, nimero CAS, formula quimica e molecular, peso molecular, log Kow, pKA e
solubilidade dos principais NSAIDs. Valores adaptados do DrugBank Online e do PubChem. Estrutura
retirada do ChemSpider.

Farmaco Nimero Formula Molecular Peso log Ka Solubilidade
CAS Molecular | Kow | P (mg/ mL)
Cl
Diclofenac 15307-86-5 o OHN]@ 296,1 451 | 4,15 2,37°
Cl
Ci4H1CNO,

o]
Cl OH
H
4'. N
64118-84-9 @ Eg 312,1 3,18 17,9

Hydroxydiclofenacb

CI4HIICI2NC)3




Farmaco Nimero Formula Molecular Peso log Ka Solubilidade
CAS Molecular | Kow | P (mg/ mL)
Ibuprofeno 15687-27-1 4<—©_g’ CH 206,28 3,97 | 4,91 217
o]
CI3HI802
HO
Paracetamol" 103-90-2 Q 0 51,16 091 | 9,38 14
~
CsHsNO,
I
\n
Naproxeno 22204-53-1 230,26 3,18 | 4,15 15,9°
HO 8]
CI4HI4O3
BUSW
Cetoprofeno 22071-15-4 I " 254,28 3,12 | 445 51°
CI6HI4O3
Codeina 76-57-3 299,4 1,39 8,2 _
7/
7 N
Fenazona 60-80-0 rt\J 188,23 0,38 1,4 51900”
0
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Farmaco Numero Formula Molecular Peso log Ka Solubilidade
CAS Molecular | Kow | P (mg/ mL)
Acido o
50-78-2 180,6 1,18 3,5 4600*
Acetilsalicilico HO o ‘{
o)
C9H304
HO @]
£ . . . d HO a
Acido Salicilico 69-72-7 138,12 2,26 | 297 2240
C/H:Os
Acido Mefenamico 61-68-7 e 241,28 512 | 42 20
ij/ " OH
CisHisNO;
-.I -~
Piroxicam 36322-90-4 ' 331,3 3,06 6,3 23
= ~3
| OF '-!I P
Ci5H13N304S

a — Solubilidade a 25°C
b — Metabolito do DIC

c — Apesar de estar incluido nesta tabela, o PAR nido tem propriedades anti-inflamatérias, ndo sendo considerado
NSAID por muitos autores.

d — Metabolito do AAS

4.3. Mecanismos de Acao

Em 1971, John Vane, um farmacéutico britanico, descobriu os mecanismos de agao,

que eram até entao uma incognita, da aspirina e de outros NSAIDs (Vane, 1971).

Existem duas isoformas da enzima ciclo-oxigenase (COX), a ciclo-oxigenase | (COX-
I) e a ciclo-oxigenase 2 (COX-2). Estes complexos enzimaticos catalisam a produgao das
prostaglandinas (PGs) a partir do acido araquidonico que esta presente nos fosfolipidos das

membranas celulares. As PGs sao prostanodides (sintetizados pela COX), e podem apresentar
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varias formas (PG H, PG E, PG D e tromboxano A) que estao envolvidas e sio mediadoras de
diversos processos fisiologicos e patologicos, intervindo na febre, dor e inflamagao, bem como
na prevencao da formagao de coagulos sanguineos e de outros processos, como o
desenvolvimento de patologias cardiovasculares e osteoporose (Narumiya et al., 1999;
Rainsford, 2007). Por outro lado, as PG G2 levam a formagao de tromboxano A (TXA) que
esta envolvido na agregagao plaquetaria.

No geral, o modo de agao dos NSAIDs passa pela inibicao da biossintese das PGs,
evitando a ligagao do acido araquidonico ao complexo enzimatico COX (COX-1 e/ou COX-
2), no sistema nervoso central e periférico (Conaghan, 2012). Ou seja, o principal mecanismo
passa pela inibicio da atividade destas enzimas, reduzindo a produgao das varias PGs
mediadoras da febre, dor, inflamagao e de outros processos fisiologicos supramencionados, o
que confere aos NSAIDs as suas propriedades antipiréticas, analgésicas e anti-inflamatorias

(Ishiguro e Kawahara, 2014).

Como ja referido, o PAR ou acetaminofeno nao apresenta atividade anti-inflamatoria,
sendo reconhecido apenas pelas suas propriedades analgésicas e antipiréticas. O seu modo de
acao difere dos NSAIDs uma vez que atua preferencialmente na COX-2 e na COX-3 (Vane e

Botting, 1998).

Existem NSAIDs relativamente mais recentes que tém como modo de agao a inibicao
seletiva da COX-2 (Praveen Rao e Knaus, 2008). Esta nova abordagem deve-se ao facto da
inibicao da COX-| ser apontada como um dos principais responsaveis pelos efeitos
secundarios associados aos NSAIDs (Wongrakpanich et al, 2018). Isto levou a criagao de
novos farmacos com diferentes modos de agao e com algumas vantagens como o
melhoramento da sua tolerancia gastrointestinal, tendo sido reportados um menor nimero
de efeitos secundarios a este nivel desde que foi adotado este novo mecanismo de agao

(Ishiguro e Kawahara, 2014).

Membrana com fosfolipidos
Acido Araquidénico
NSAIDs Cicloxigenase— I
Cicloxigenase — 2
Prostaglandinasx

L

Efeitos Analgésicos,
Antipiréticos, Anti-inflamatoério
entre outros

Figura 2 — Mecanismo de acgao geral dos NSAIDs, onde ocorre a inibicao das COX | e/ou COX 2 e
consequente supressao da producao das PGs. (Adaptado de Ishiguro e Kawahara, 2014).



5. Ocorréncia Ambiental de Anti-Inflamatoérios Nao Esteroides

Os farmacos deste grupo farmacoldgico sao dos mais detetados, tanto no meio
aquético como na biota aquatica (Nunes et al.,, 2020). E apenas possivel investigar a ocorréncia
ambiental destas substidncias devido aos avangos tecnologicos nas metodologias e na
instrumentagao analitica aplicada as diferentes matrizes. Este avango, que tem permitido a
determinagao de diferentes farmacos, metabolitos e produtos de degradagao no ambiente,
deve-se sobretudo a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem

(LC-MS/MS), que é a técnica de determinagao analitica de eleigao (Pereira et al., 2020a).

Segue-se uma revisao de literatura cientifica referente a ocorréncia de alguns dos
NSAIDs mais relevantes nos diversos corpos aquaticos (Tabela 4) e em alguns organismos

aquaticos, mais concretamente em diferentes espécies de bivalves (Tabela 5).

5.1. Meio Aquatico

Tendo em conta as diversas fontes de farmacos e a constante libertagao para o meio
aquifero, estes tém sido detetados e quantificados nos diversos corpos aquaticos como
afluentes e efluentes de ETARs, afluentes e efluentes industriais e de hospitais, aguas
subterraneas (aquiferos), aguas superficiais (aguas marinhas, rios, lagos, pantanos, estuarios) e

até em agua potavel.

Os valores em que sao detetados nestes corpos aquaticos podem variam entre as ng/L
e os pg/L (Alvarez-Munoz et al.,, 2015), e as frequéncias em que ocorrem variam consoante o
tipo de amostra. Por norma seguem a ordem decrescente de concentragao: Efluentes
industriais > efluentes de hospitais > afluentes de ETARs > efluentes de ETARs > aguas de

superficie > aguas subterraneas > agua potavel (Patel et al., 2019).

A ocorréncia global de farmacos presentes no ambiente foi revista por aus der Beek et
al. (2016). Esta revisao reporta a presenca de 631 farmacos e metabolitos, acima dos limites
analiticos de detegao, em diferentes matrizes ambientais e em 71 paises diferentes (pelo menos
um farmaco detetado), o que evidencia a ubiquidade destes contaminates a escala mundial.
Destaca-se deste estudo o DIC como o farmaco detetado mais frequentemente em todas as
amostras ambientais, tendo sido identificado nos varios corpos aquaticos, incluindo agua
potavel de 50 paises. Também o IBU e o NAP tiverem frequéncias de detegao semelhantes ao
DIC. No global, foram detetados dezasseis farmacos em todos os corpos aquaticos
supramencionados (3guas de superficie, subterraneas e potavel), em pelo menos um pais das

cinco regides definidas pela Organizagio das Nages Unidas (ONU): Africa; Asia-Pacifico;



Europa Oriental; Europa Ocidental e outros grupos como a América do Norte, Australia e
Nova Zelandia; América Latina e paises das Caraibas. Nestes dezasseis farmacos estao
incluidos cinco NSAIDs, o IBU, o DIC, o NAP, o PAR (que como referido nao tem
propriedades anti-inflamatérias, nao sendo considerado NSAID por varios autores) e o AS

(metabolito do AAS) (Tabela 3).

Tabela 3 = Concentragoes médias e maximas (em pg/L) dos NSAIDs detetados ubiquamente nas
cinco regioes definidas pela ONU. (Adaptada de aus der Beek et al.,, 2016).

Global
Farmaco
Média Maxima

DIC 0,032 18,74
IBU 0,108 303
NAP 0,05 32
PAR 0,161 230
AS 0,922 20,96

Legenda: AS — Acido Salicilico; DIC - Diclofenac; IBU — Ibuprofeno; NAP — Naproxeno; PAR — Paracetamol

Um aspeto relevante dos dados presentes na Tabela 4 sao as elevadas concentragoes
de farmacos detetadas nos efluentes de indUstrias farmacéuticas, com valores de até 1673 pg/L
para o IBU numa fabrica localizada no Paquistao (Ashfaq et al, 2017). Isto demonstra que,
nalguns casos, os locais de fabrico de farmacos sao uma das maiores fontes emissoras destes
e outros compostos (também produzidos pela industria farmacéutica) para o ambiente,
contendo concentragoes 10 a 1000 vezes maiores do que as encontradas em aguas residuais
(Patel et al, 2019). E portanto de extrema importincia que haja restricées e regulamentos
aplicados as indUstrias farmacéuticas, de modo a que estas possam adotar medidas que
permitam a correta remogao dos firmacos e garantir padroes aceitaveis de qualidade da agua
que é descarregada para os corpos aquaticos ou para reutilizagao na propria fabrica. (Gadipelly
et al., 2014). No entanto, estes regulamentos e restrigoes nao se verificam em todos os paises,
o que torna estes dados particularmente relevantes em alguns paises nao desenvolvidos, onde
nao ha qualquer tipo de tratamento de remogao de farmacos, ou estes sao ineficazes em faze-
lo. E o caso de paises como a India e o Paquistio onde os regulamentos sio indulgentes e
insuficientes o que, aliado a uma produgao irresponsavel, pode levar a descargas de

concentragoes elevadas de farmacos para o meio aquatico (Patel et al., 2020).

Relativamente as ETARs, verifica-se por norma uma redugido na concentragao de

farmacos presentes nos efluentes, quando em comparagao com os afluentes destas. Como se
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pode verificar em Paiga et al. (2016), houve um decréscimo na concentragao maxima do PAR

de 615,135 pg/L para 2,463 pg/L e do IBU de 24,505 pg/L para 3,304 pg/L o que se traduz

numa eficacia de remocao na ETAR de cerca de 99,60% e 86,52%, respetivamente.

Como se verifica na Tabela 4, e como observou aus der Beek et al. (2016), os NSAIDs

sao detetados em agua potavel a concentragoes bastante abaixo das suas doses terapéuticas

com valores entre 0,055 pg/L para o NAP (Al-Rifai, Khabbaz e Schafer, 2011) e 1,35 pg/L para

o IBU (Sadezky et al., 2008). No entanto, apesar destas baixas concentragoes, existe ainda

alguma incerteza quanto a problematica da presenca de farmacos em 4gua potavel devido aos

potenciais efeitos que podem resultar da exposigao croénica a estes contaminantes (Noguera-

Oviedo e Aga, 2016).

Tabela 4 — Ocorréncia de NSAIDs em diferentes locais nos varios corpos aquaticos.

Corpo Aquatico/

Fonte de Farmacos (SEEL R Local Referéncia
Farmacos (ug/L)
PAR 12 a 64
NAP 215 2 464 Lahore, Paquistio Ashfaq et al., 2017
DIC 252 e 836
Efluente de uma IBU 703 a 1673
IndUstria
Farmacéutica PAR 461
cob 49.2 Ontério, Canada Kleywegt et al., 2019
IBU 344 ’
NAP 253
KET <LOQ - 0,199
NAP 0,0454 - 6,042
IBU 0,32 -5,815
PAR 0,0130 - 0,0589
Efluente de AS 0,383 -2817 )
Hospital® ~r <L0Q 0,189 Coimbra, Portugal Santos et al., 2013
PHE 0,0605 - 0,271
PRO-PHE <LOD - 0,0017
PIR n.d. - 0,0512
COD 0,0081 - 2,837
DIC 0,46 - 6,5
KET nd.- 1,7 Lisboa, Portugal Jesus Gaffney, de et al.,
IBU 8-53 2017
NAP n.d. - 38
PAR 0,741 - 8,556
KET 0,247- 3,511 Toscana, Italia Palli et al., 2019
Afluente de ETAR DIC 1,038 - 3,429
PAR 615,135%
IBU 24,505°
DIC 0,165 o ,
NAP 3.245° Rio Lis, Portugal Paiga et al., 2016
AS 61,259
KET 0,1472




Corpo Aquatico/

Concentraciao

Fonte de Farmacos Local Referéncia
Farmacos (hg/L)
DIC 0,05-42
KET n.d.- 0,72 Lisboa, Portugal Jesus Gaffney, de et al,,
IBU n.d. 2017
NAP nd.-3,3
PARA <LOD - 0,444
KET 0,031 -0,512 Toscana, Italia Palli et al., 2019
Efluente de ETAR DIC 0,811 - 4,882
PAR 4,909°
IBU 3,304°
DIC 0,724 Lo .
NAP 0270° Rio Lis, Portugal Paiga et al., 2016
AS 0,296*
KET 0,233°
KET 2,886°
IBU 0,395* Europa Loos et al., 2010
DIC 0,024
NAP 0,0276
IBU 0,092 Sérvia (Novi Sad,
AS <LOQ -0,0025 | Zrenjanin, Becej, Vrbas Petrovi¢ et al., 2014
Aguas Subterraneas PHE 0,0234 and Obrenovac)
PRO-PHE <LOQ - 0,0248
PARA 0,0009 - 1,036
IBU 0,0174 - 0,837
NAP 0,128 Taiwan Lin et al,, 2015
KET n.d.
DIC 0,0021 - 0,032
PAR 0,527¢
IBU 1,317
Aguas d(;i;perﬂue '\DI'I:; g:gzga Rio Lis, Portugal Paiga et al., 2016
AS 0,294
KET 0,0753*
NAP 0,101°
] DIC 0,26
Aguas de Superficie 4-OH-DIC 0,0482°
(Rio e Afluentes Nordeste de Espanha | Lépez-Serna et al., 2012
deste) MA n.d.
PARA 0,712
PHE 0,0375
PAR 0,584
AS 0,0053* A
. - a n ntico,
Aguas ‘:;I::)Perf'c'e ?B'S g'i‘ga |orc1)gc: Ga costa do Norte | Loli et al, 2015
’ de Portugal
NAP 0,178
KET 0,0897°
) KET 0,045 Sérvia (Novi Sad,
Aguas de Superficie NAP <LOQ - 0,0742 | Zrenjanin, Becej, Vrbas Petrovi¢ et al., 2014
IBU <LOQ - 0,346 and Obrenovac)
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Corpo Aquatico/ -
. Concentracao Bt
Fonte de Farmacos Local Referéncia
Farmacos (ug/L)
DIC <LOQ - 0,324
PHE 0,0125
CoD 0,0073
AS 0,2012 Nordeste de Espanha | Lépez-Serna et al., 2010
DIC 0,140°¢ Estocolmo, Suécia TemaNord, 2012
) IBU [,35¢ Alemanha Sadezky et al., 2008
Agua potavel . Al-Rifai, Khabbaz e
NAP 0,055 Queensland, Australia Schifer, 201 |
PAR 0,211°¢ Alemanha Sadezky et al., 2008
PHE 0,4c Alemanha Sadezky et al., 2008

Legenda: 4-OH-DIC — 4'-Hydroxydiclofenac; AS — Acido Salicilico ; COD — Codeina; DIC — Diclofenac ; IBU —
Ibuprofeno; KET — Cetoprofeno; LOD — Limite de Detegdo; LOQ — Limite de Quantificagdo; MA — Acido
mefenamico; NAP — Naproxeno; PAR — Paracetamol; PHE — Fenazona; PRO-PHE — Propifenazona; * valor mais
alto detetado; ® valores referentes ao Hospital Universitario; © valor méximo revisto por aus der Beek et al., 2016.

5.2. Biota Aquatica

Ha, portanto, uma presenga ubiqua de NSAIDs nos diversos corpos aquaticos,
presenca esta que acaba por ser sentida a nivel da biota aquatica que acaba por acumular estes

micropoluentes.

Ao contrario do que acontece no meio aquatico, os estudos da ocorréncia de
farmacos, como os NSAIDs, na biota aquatica ainda sao limitados e com o principal foco na
ocorréncia nos diferentes tecidos de peixes (musculo, figado, cérebro) (Alvarez-Ruiz e Pic,
2020; Miller et al., 2018). De facto, Miller et al. (2018) reporta apenas 43 publicagoes (até 2018)
relativas a ocorréncia de firmacos na biota aquatica, sendo 29 relativas a peixes e |18 a
invertebrados. Nestas publicagoes foram quantificados 200 farmacos, dos quais [4%
pertencem aos NSAIDs cujos residuos nos invertebrados tiveram algum destaque como a
classe com concentragoes mais altas (mediana de 20,50 ng/g). De entre os NSAIDs, os
farmacos mais detetados foram o DIC e o IBU com medianas de |5 ng/g e 83,65 ng/g,

respetivamente.

Apesar da escassez de publicagoes encontradas na bibliografia, ha um grande interesse
em estudar a ocorréncia de farmacos em bivalves devido ao seu alto consumo, bem como as
suas caracteristicas previamente mencionadas e que tornam estas espécies excelentes
bioindicadores da poluigao aquatica, sendo representativas da area onde sao recolhidas (Arpin-
Pont et al., 2016). Na Tabela 5 esta resumida a ocorréncia de NSAIDs em espécies de bivalves

encontradas na bibliografia cientifica.
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Tabela 5 — Ocorréncia de NSAIDs, em diferentes locais, em varias espécies de bivalves.

Farmacos Espécie Concentracdo Local Referéncia
(nglg)
Acido Mefenamico Mytilus edulis nd. <23 Irlanda McEneff et al., 2014
Acido Salicilico Mytilus edulis <490 Bélgica Wille et al., 201 |
Cetoprofeno Mytll.us- . <LOQ Mar Adriatico Mezzelani et al., 2016a, b
galloprovincialis;
Crassostrea gigas;
Codeina Cham/slleq gallina; <LOD Ebro Delea, Alvarez-Mufoz et al., 2015b
ytilus Espanha
galloprovincialis
Mytilus edulis n.d. Irlanda Mc Eneff et al., 2014
Mytilus | <LOD- 1611 | MarAdridtico | Mezzelani et al, 2016a, b
galloprovincialis
Ruditapes I1-62 Portugal Rodrigues et al., 2019
Diclofenac decussatus
Mytilus spp 0,5-4,5 Portugal Cunha et al., 2017
Corbiculidae 1,2 - 31 China Xie et al., 2017
Mytilus edulis 5602 130b Mar Baltico Wolecki et al., 2019
trossulus
EZZJS;O:IZ;G flfr?j’ <LoQ Ebro Delta
Fenazona Myt gating, <LOD ’ Alvarez-Mufioz et al., 2015b
ytilus Espanha
- <LOD
galloprovincialis
Geukensia demissa <LOQ Sao Francisco Klosterhaus et al., 2013
Mytius | < 0D939 | MarAdridtico | Mezzelani et al, 2016a, b
galloprovincialis
Ruditapes .
Ibuprofeno decussatus 09-13 Portugal Rodrigues et al., 2019
Corbiculidae 5,0 - 44 China Xie et al,, 2017
Mytilus edulis 730£290b Mar Baltico Wolecki et al., 2019
trossulus
Geukensia demissa <LOQ Sao Francisco Klosterhaus et al., 2013
Ruditapes .
Naproxeno decussatus 14 -39 Portugal Rodrigues et al., 2019
Mytilus edulis 47376b Mar Baltico Wolecki et al., 2019
trossulus
Mytilus edulis <115 Bélgica Wille et al., 201 |
Paracetamol i
Mytll.us. . <LOD Mar Adriatico Mezzelani et al., 2016a, b
galloprovincialis
Crassostrea gigas;
ina; Ita, -
Piroxicam Chamelea gallina; <LOD EbroDelta, | o arez-Mufioz et al, 2015b
Mytilus Espanha
galloprovincialis
Crassostrea gigas;
Propifenazona Chameleq gallina; <LOD Ebro Delea, Alvarez-Mufioz et al,, 2015b
Mytilus Espanha
galloprovincialis

Legenda: LOD — Limite de Detegao; LOQ — Limite de Quantificagao
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Nos artigos revistos presentes na Tabela 5, as concentragoes variaram entre valores
nao detetados e nao quantificados, a algumas centenas de ng/g, o que demonstra uma menor
presenca nos bivalves quando em comparagao com os corpos aquaticos do meio aquifero.
Destacam-se os valores obtidos por Wolecki et al., (2019) para o DIC (560%130 ng/g), IBU
(730£290 ng/g) e NAP (560130 ng/g) como as concentragoes mais altas encontradas nesta

bibliografia.

Apesar das aparentes baixas concentragoes dos valores revistos, os dados relativos ao
destino dos farmacos na biota aquatica apontam para potencias efeitos adversos a estes

organismos (Huerta et al., 2012).

6. Efeitos dos Anti-Inflamatoérios nao Esteroides no Ecossistema

Para avaliar os efeitos toxicos dos farmacos, e mais concretamente dos NSAIDs, nos
diversos organismos, surge a necessidade de realizar testes especificos, que avaliem tanto os
efeitos agudos, como os efeitos cronicos. Nos testes de toxicidade aguda é registada a
ocorréncia da mortalidade, enquanto nos testes de toxicidade crénica sao avaliados outros

fatores, como o impacto na taxa de reprodugao e crescimento (Nunez Marcé, 2017).

No ambiente aquatico, os peixes sao os organismos mais frequentemente
contaminados, sendo que a informagao acerca dos efeitos resultantes da contaminagao de
outros organismos, como invertebrados e plantas aquaticas, é ainda limitada devido as

diferengas estruturais que impedem uma extrapolagao dos resultados (Nunez Marcé, 2017).

A comunidade cientifica alcangou ja um consenso quanto a ocorréncia de efeitos
adversos na biota aquatica, resultantes da exposicao a farmacos. A sua toxicidade croénica esta
ainda associada a uma potencial bioacumulagao, representando um risco ambiental, neste caso
em concreto para a biota aquatica, que esta sujeita aos efeitos negativos desta exposi¢ao
(Moreno-Gonzilez et al, 2015, Daniele et al., 2016). Para além disto, estes compostos
apresentam a capacidade de atravessar membranas bioldgicas, atingindo células e tecidos

especificos.

Foram ja realizados alguns estudos que avaliaram o impacto da contaminagao por
NSAIDs (AS e DIC) em bivalves, mais especificamente em mexilhoes. Nestes estudos foram
observadas alteragoes no equilibrio redox, nos mecanismos antioxidantes e no metabolismo,
bem como um aumento no stress oxidativo dos mexilhoes, resultantes da exposicao a estes
contaminantes. Estas alteracoes podem comprometer o crescimento e reprodugao destas
espécies (Freitas et al, 2020). Segundo Wolecki et al. (2019), o PAR induz alguma

genotoxicidade no mexilhao Dreissena polymorpha, sem no entanto causar dano no seu ADN.
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No mesmo estudo, concluiu-se que tanto o DIC como o IBU tiverem efeitos citotoxicos nesta
espécie de mexilhao. Outro estudo comprovou os efeitos do DIC no desenvolvimento
embrionario de Mytilus galloprovincialis, induzindo malformagoes nas suas conchas (Balbi et al.,

2018).

Alguns dados ecotoxicologicos reportaram ainda o facto das misturas de compostos
poluentes (outros compostos quimicos contaminantes como os pesticidas) apresentarem
efeitos diferentes daqueles observados nos compostos isolados devido a possivel ocorréncia
de efeitos aditivos. Estes possiveis efeitos devem ser levados em conta quando se avalia a

ecotoxicologia dos farmacos em bivalves (Nufez Marcé, 2017).

Para além dos efeitos ecotoxicologicos, que podem afetar o metabolismo, a fisiologia
e até a reprodugao dos varios organismos aquaticos, a ubiquidade dos farmacos levanta
questoes relativas a salde humana. Estas questoes prendem-se com o facto de haver o
potencial de haver transferéncia de farmacos para os géneros alimenticios, o que pode causar
efeitos toxicos diretos ou indiretos, através de bactérias resistentes a antibidticos (Bayen et

al, 2015).

1. Enquadramento Legal

De modo a proteger a populacaio e o ambiente da exposicao a determinados
contaminantes, o Parlamento Europeu e a Comissao Europeia (CE) tém vindo a estabelecer
regulamentos, onde fixam teores maximos para alguns destes contaminantes. Relativamente
aos géneros alimenticios, o Regulamento (CE) n.° 1881/2006 da Comissao Europeia de 19 de
dezembro de 2006 (Comissao Europeia, 2006) estabelece os limites maximos de alguns

contaminantes.

No entanto, ao longo das ultimas 2 décadas tem-se vindo a verificar um aumento dos
niveis de compostos quimicos resultantes da atividade antropogénica, como é o caso dos
farmacos e outros CECs (Miller et al, 2018) para os quais nao foram estabelecidos limites
maximos (Vandermeersch et al.,, 2015).

Uma vez que o uso destes compostos ndao pode ser evitado, é fundamental avaliar o
risco ambiental associado a sua contaminagao, de modo a ir ao encontro da Water Framework
Directive. Esta foi introduzida com a Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho e estabelece um quadro de agao comunitaria no dominio da politica da agua,
pretendendo que todos os estados membros garantam a qualidade ambiental dos seus corpos
aquaticos. Desde entao tem sido alterada por varias diretivas como a Diretiva 2008/105/CE

que foi implementada para controlar a presenc¢a de contaminantes organicos e inorganicos em
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aguas de superficie e que estabeleceu uma lista de 33 substancias/ grupo de substancias que

deveriam ser monitorizadas. Esta diretiva seria mais tarde alterada pela Diretiva 2013/39/EU.

A Diretiva 2013/39/EU de 12 de agosto de 2013 veio atualizar as substancias
prioritarias no dominio da politica da agua (33 para 45) e estabeleceu uma nova watch list. Esta
representa uma lista dindmica, que é atualizada de acordo com a persisténcia e preocupagao
associada a presenga de farmacos (e outros contaminantes) nos ciclos de agua, pelo que a sua
validade é limitada. Assim sendo, é de extrema importancia identificar e priorizar os farmacos
mais prevalentes, de modo que estes tenham uma monitorizagdo mais frequente (Pereira et
al, 2016). De acordo com esta diretiva, todos os estados-membro devem monitorizar as
substancias presentes na watch list nos cursos de agua/ estagoes de monitorizagao indicadas,
de modo a recolher dados que permitam a UE averiguar os impactos que os CECs (entre eles
os farmacos) e outras substancias tém no ambiente e quais devem ser priorizados legalmente
(Sousa et al., 2019). No caso de Portugal, estao identificadas 6 estagoes de monitorizagao de
onde devem ser recolhidas, pelo menos uma vez por ano, amostras para analise da presenga
destes contaminantes (Pereira et al, 2020). Esta diretiva preconiza também que o DIC,
juntamente com as hormonas |7-beta-estradiol (E2) e o |7-alfa-etinilestradiol (EE2) seriam

incluidos na primeira watch list a fim de recolher dados de monitorizagao.

A primeira watch list foi publicada com a Decisao de Execugao (UE) 2015/495, e, para
além dos trés compostos mencionados anteriormente, incluiu também a hormona estrogénio
(El), trés antibioticos (eritromicina, azitromicina e claritromicina), entre outros CECs que nao
farmacos (Sousa et al., 2019). Esta Decisao foi por sua vez revogada pela Decisao de Execugao
(UE) 2018/840 que alterou os compostos que constavam da watch list, com destaque para a
remocao do DIC e adigao dos antibioticos ciprofloxacina e amoxicilina. Contudo, esta Decisao
foi também revogada pela Decisao de Execugao (UE) 2020/1 161, sendo este o ato juridico que
se encontra atualmente em vigor no que que toca as substancias que devem pertencer a watch
list. Nesta dltima lista surgem novos firmacos como o antidepressivo venlafaxina e os

antibioticos sulfametoxazol e trimetoprim.
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8. Metodologias analiticas para a determinacao de anti-inflamatorios

em bivalves
O desenvolvimento de um método multiresiduo (que analisa em simultaneo varios
analitos) para a determinagao de farmacos em matrizes bioticas complexas como € o caso dos

bivalves, deve seguir um fluxo de trabalho légico que inclua as seguintes etapas (Figura 3)

(Miller et al., 2018):

e Preparagao das amostras;
e Anailise instrumental;
¢ Interpretacao, processamento de dados e validagao da metodologia;

e Aplicacao a amostras reais.

Pré-tratamento

Ty

Aplicagio a

; Extracao
amostras reais

Purificacdo e
Clean-up

Otimizagdo e
Validagao

Analise
Instrumental

Figura 3 — Fluxograma das etapas que se devem seguir no desenvolvimento de uma metodologia
analitica para a determinagao de farmacos em matrizes da biota aquatica. (Adaptado de Miller et al,

2018).

De modo a detetar farmacos, mais concretamente NSAIDs, em matrizes complexas
como os bivalves, a metodologia deve seguir um protocolo que se apresente bem adaptado as
caracteristicas fisico-quimicas especificas dos farmacos-alvo e da propria matriz (Mijangos et
al, 2019). A metodologia deve apresentar uma extragao e purificagao eficiente, bem como
métodos analiticos sensiveis e especificos para a dete¢ao e quantificacao dos analitos em causa

(Martinez Bueno et al., 2013).

26



E, portanto, relevante escolher as técnicas que mais se adequem ao tipo de
determinagao analitica que se pretende fazer, e que melhores resultados analiticos

apresentem.

Na Tabela 6 e 7 estao compilados varios estudos relativos aos métodos de preparagao
utilizados na determinagao analitica de NSAIDs (Tabela 6) e os métodos analiticos mais
frequentemente utilizados na determinagao destes (Tabela 7), bem como alguns parametros
associados a eficiéncia da metodologia utilizada como os limites analiticos e as percentagens

de recuperagao.
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8.1. Preparacao das Amostras

A preparagao das amostras consiste na transformagao de uma matriz real numa
amostra que possa ser analisada (Pavlovic et al., 2007). Uma correta preparagao da amostra é
fundamental para uma correta determinagao dos farmacos, e pode englobar varias etapas
como a colheita, amostragem e pré-tratamento das amostras, a extragao dos analitos e a
posterior purificagio dos mesmos, para que possam ser analisados através das diversas
técnicas instrumentais que serao mais a frente mencionadas (Miller et al., 2018). Por vezes
pode ser uma etapa duradoura e extensa devido a complexidade das matrizes bioticas com
que se trabalha, mas também pelas caracteristicas fisico-quimicas tanto das matrizes como dos

proprios analitos (Nunez et al., 2015; Pavlovic et al., 2007).

Idealmente, os processos de preparagao das amostras devem ser rapidos, exatos e
precisos, mantendo a integridade da amostra. No entanto, uma das problematicas no
desenvolvimento de métodos analiticos multiresiduo ¢ a eficacia na extracao dos analitos da
amostra, devido as diferengas que existem nas propriedades fisico-quimicas dos diferentes

grupos terapéuticos (Huerta et al., 2012).

Os principais objetivos desta etapa de preparagao sao obter amostras bem identificadas
e prontas a extrair os analitos de interesse e remover potenciais interferentes destas e
aumentar a concentracao dos analitos para facilitar a determinagao. Caso seja necessario,
outro processo que pode ocorrer é a conversao do analito para uma forma mais apropriada

a sua analise (Pavlovic et al., 2007).

8.1.1. Pré-tratamento

Este é o primeiro passo na preparagao das amostras e consiste na colheita,
amostragem, limpeza e armazenamento (normalmente em congeladores proprios) das
amostras a analisar. Um processo que ocorre bastante no pré-tratamento das amostras € a
liofilizagdo ou criodessecagao utilizando um liofilizador (Miller et al, 2018). A liofilizagao
consiste na congelagao da agua presente na amostra seguida da remocgao desta por sublimagao,
o que permite congelar e preservar as amostras em vacuo durante periodos de

armazenamento prolongados (Nireesha et al., 2013).

Tanto no pré-tratamento como na extragao de amostras como os bivalves, as técnicas
utilizadas sao, por norma, aplicadas a parte do tecido edivel destes moluscos, sendo este o

principal alvo da metodologia analitica.
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8.1.2. Extracao

Os principais objetivos das etapas de extragao e de purificagao das amostras sao a
recuperacao dos analitos de interesse da matriz, que se encontram por norma a concentragoes
muito baixas (entre os ng/ L e os pg/L), e a remocgao de eventuais interferentes nao especificos
como fosfolipidos, sais, metabolitos, proteinas, resinas, entre outros componentes biologicos
e endogenos da matriz (Bayen et al,, 2015). Estes componentes podem ser co-extraidos com
os analitos alvos, comprometendo a determinagao das amostras, em particular amostras
biologicas como bivalves, uma vez que os componentes podem ter efeitos supressores ou

estimuladores do sinal, o que se reflete em cromatogramas complexos.

De modo a poder extrair os analitos de interesse das amostras, estas devem estar
homogeneizadas. Um dos primeiros passos da extragao & entao a homogeneizagao, que
consiste na formagao de uma suspensao ou emulsao a partir dos tecidos solidos (Takach,
2013). A homogeneizagao dos tecidos pode ser conseguida adotando técnicas mecanicas que
utilizam instrumentos como liquidificadoras, moinhos, agitadores, misturadores vortex ou
entao técnicas de sonegagao que utilizam instrumentos como homogeneizadores ultrassonicos
que homogeneizam os tecidos através de ondas sonoras (Miller et al., 2018). O sucesso deste

passo ¢é fulcral para que a extragao seja de qualidade (Martinez Bueno et al,, 2013).

Apds a homogeneizagao segue-se a extragao propriamente dita a partir de técnicas de
extragao que utilizam solventes organicos. Acetato de etilo, acetonitrilo (ACN), acetona e
metanol (MeOH) sao alguns dos solventes organicos mais utilizados nas diversas técnicas de
extragao (Miller et al, 2018). De facto, o ACN foi o solvente de extragao mais utilizado ao
longo da bibliografia revista, sendo misturado em diferentes propor¢oes com outros solventes
como agua (em McEneff et al; 2013; 2014; Nunez et al., 2015; Daniele et al., 2016), acido
formico (em Maskrey et al., 2021 e Wille et al., 201 1) e MeOH (Bayen et al., 2015) ou apenas
o proprio ACN (Rodrigues et al., 2019).

Para extrair com eficacia os analitos deve-se escolher a técnica de extragao que mais
se adapta as propriedades do analito e que remove mais eficazmente os interferentes. Sao
varias as técnicas utilizadas na extragao de firmacos em bivalves e outra biota aquatica que

podem ser encontradas descritas na bibliografia e que serao referidas de seguida.
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8.1.2.1. Extracao Liquida Pressurizada

Também designada por extragao acelerada de solventes (ASE), a extragao liquida
pressurizada (PLE) é um dos métodos de extragao mais utilizados na extragao de farmacos de
matrizes, apresentando algumas vantagens em relagao a outras técnicas de extragao, como
maior reprodutibilidade (uma vez que é um sistema automatizado), o menor uso de solventes

e também um menor tempo gasto na preparagao das amostras (Pavlovi¢ et al., 2007).

A extragao acontece num sistema de fluxo fechado que tem uma célula de extragao e
um forno, onde acontece a extragao propriamente dita. Para tal, sao utilizados solventes
organicos a temperaturas e pressoes que podem variar entre os 100 e os 180°C, e os 1500 e
2000 psi. Ao aumentar estas duas condigoes, a solubilidade dos analitos aumenta e a
viscosidade dos solventes diminui e por conseguinte, ha uma maior difusao dos analitos para
o solvente, o que leva a que aumente a eficacia da extragao dos analitos da matriz (Somenath

Mitra, 2003).

Apesar de apresentar algumas desvantagens como o alto custo do equipamento ou a
seletividade da técnica, é bastante utilizada na extragao de farmacos (entre os quais os
NSAIDs) em bivalves como se pode verificar na Tabela 6 (McEneff et al., 2013; 2014; Alvarez-
Muhoz et al.,, 2015a,b; Wille et al., 201 1; Wolecki et al., 2019; Nunez et al., 2016; Martinez
Bueno et al., 2013), devido ao facto de ser uma técnica rapida, semiautomatica (podem ser
processadas varias amostras de tamanhos diferentes) e que utiliza pouco volume de solvente

(Nunez et al,, 2017).

8.1.2.2. QUEChERS

Outra das técnicas de extragao € a QUEChERS que é um acronimo para Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Sdfe, e tal como este indica, oferece algumas vantagens como a
facilidade na sua aplicagao, a rapidez e os reduzidos custos no seu uso, sendo um procedimento
bastante utilizado em matrizes alimentares na detecao de varios contaminantes, como
pesticidas (Martinez Bueno et al, 2013). Foi primeiro introduzida por Anastassiades et al.,
(2003) para extrair pesticidas em matrizes alimentares e envolve uma extragao a microescala
utilizando ACN e outros solventes misturados com sais (para favorecer a separagao entre a
agua e o solvente), ligandos e buffers (como o de citrato utilizado por Daniele et al., 2016 e
Martinez Bueno et al,, 2013), que extraem os residuos organicos presentes nas amostras,
incluindo os analitos de interesse (Miller et al., 2018). De seguida, o extrato obtido é purificado

usando a técnica de extragao em fase solida dispersiva (d-SPE).
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ACN é o solvente de eleicao na extragao QuEChERS uma vez que gera menos
interferentes que outros solventes como acetona ou acetato de etilo e € um solvente que é
mais facilmente separado da agua permitindo uma extragao mais eficiente (Anastassiades et al.,
2003; Nunez et al,, 2015).

Sao varias as metodologias analiticas otimizadas presentes na bibliografia revista relativa
a determinagao de farmacos que utilizam a QUEChERS e outras variagoes desta como se pode
verificar na Tabela 6 (Nunez et al., 2015; Daniele et al., 2016; Rodrigues et al., 2019; Martinez
Bueno et al, 2013). Apresenta boas percentagens de recuperagao dos analitos quando em
comparagao com outras técnicas como descrito em Martinez Bueno et al, (2013) que
comparou a eficacia na extragao de dois anticonvulsivos em Mexilhao-do-Pacifico (Mytilus
galloprovincialis), utilizando as técnicas de QUEChERS e de PLE, com a primeira a apresentar

melhores resultados.

8.1.2.3. Outras técnicas de extracio

Na Tabela 6 sao também apresentadas outras técnicas especializadas de extragao como
€ o caso da extragao micelar assistida por micro-ondas (MAME), aplicada por Cueva-Mestanza
et al. (2008), onde foi usado um surfactante micelar para extrair os analitos, obtendo

percentagens de recuperagao muito elevadas entre os 97+4 (NAP) e os 106+7 (IBU).

Existem também técnicas de extra¢iao nao especializadas que utilizam ultrassons (que
promovem o contacto entre a matriz e o solvente), centrifugadoras e mecanismos de filtracao,
apdés uma extragao simples solida-liquida (SLE), que recorre a um determinado solvente
organico, como foi descrito em Bayen et al, (2015) e Maskrey et al.,, (2021). A SLE é uma
técnica validada por varios estudos e com boas percentagens de recuperagao dos farmacos.
Continua a ser uma técnica bastante utilizada na extracao de farmacos e outros CECs, e a sua
eficacia depende de qual o solvente organico ou mistura destes utilizada, com destaque para

o ACN e o MeOH como os mais prevalentes (Nunez et al., 2017).

Outra técnica é a extragao solida-liquida focalizada por ultrassons (FUSLE) que utiliza
um extrator fechado, equipado com uma sonda sénica que aplica ondas ultrassénicas a
amostra. Consiste numa modificagao da técnica SLE e reduz a quantidade de solvente organico
usado na fase de extragao e também a quantidade de amostra necessaria (Nufez et al., 2017).
Esta técnica foi aplicada por Mijangos et al., (2019), conseguindo percentagens de recuperagao

entre os 93 e os | 12% para os NSAIDs (PAR, KET e DIC).
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8.1.3. Purificacao

Uma das problematicas associadas a determinagao de analitos em matrizes complexas
como os bivalves é a perturbagao do sinal pelos interferentes inerentes da matriz que, como
mencionado atras, sao co-extraidos com os analitos-alvos devido a sua alta polaridade e
estrutura quimica semelhante a estes analitos. Assim sendo, muitos métodos descritos e
validados na bibliografia nao dispensem um passo de purificagao apos a extragao de modo a

combater a problematica dos interferentes (Cunha et al., 2017).

Também designada por clean-up, é nesta fase que sao removidos os interferentes nao
especificos previamente mencionado sem que os analitos de interesse sejam também
removidos. Isto permite proteger o sistema analitico, mas também aumentar a precisao e
exatidao do método. Outro dos objetivos desta fase da preparagao das amostras é aumentar
a baixa concentragao dos analitos presentes na amostra de modo a aumentar a sensibilidade

do método, o que permite uma determinagao analitica mais eficaz.

8.1.3.1. Extracdio em Fase Sdlida

A extragao em fase solida (SPE) é a técnica mais utilizada na preparagao de amostras
de matrizes de cariz alimentar, mas também de amostras ambientais devido a sua capacidade
de purificar e pré-concentrar os extratos. Esta técnica é bastante usada na detecao de
farmacos e tem sido utilizada em diversos estudos como método de purificacio (Tabela 6). E
uma técnica bastante versatil cujo principal objetivo é garantir que a amostra nao tem
interferentes da matriz (reduzindo o efeito desta), e que os analitos de interesse estao em

concentragao suficiente para serem detetados (Lucci et al., 2012).
Quando comparado com outras técnicas como a extragao liquido-liquido (LLE), a SPE
oferece algumas vantagens como (Pavlovic et al., 2007):
e Maior eficicia na recuperagao dos analitos (% Recuperagao);
e Melhor seletividade, especificidade e reprodutibilidade;
e Utiliza menos solvente organico;
e Rapidez na preparagao das amostras;
e Pode ser automatizada, havendo menor manuseamento.
O principio da SPE é semelhante ao principio da cromatografia descrito mais a frente,
e passa pela particao ou adsorg¢ao dos analitos presentes numa amostra a coluna. Este processo

ocorre entre duas fases: a fase movel (fase liquida ou gasosa) que corresponde a amostra (com

analitos) previamente acondicionada e um determinado solvente que atravessam a fase
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estacionaria (fase solida), que consiste numa coluna com uma membrana de SPE contendo um
determinado adsorvente onde os analitos de interesse ficam retidos. A escolha do adsorvente
€ um passo chave da SPE pois permite controlar parametros como a afinidade e seletividade.
A seletividade do adsorvente depende do tipo de interagao entre o analito e o adsorvente,
podendo estas ser hidrofébicas ou hidrofilicas. O desenrolar da SPE esta entao diretamente
dependente da natureza e das propriedades fisico-quimicas do analito como a sua polaridade,
o seu coeficiente de particao (log KoW) e a sua adsorgao, mas também das propriedades da

propria matriz (Lucci et al., 2012).

A técnica tem 4 etapas (Figura 4): o acondicionamento da coluna, a extragao, a lavagem
e a eluigdo. Na primeira etapa de acondicionamento ou pré-lavagem, pretende-se preparar e
ativar a coluna enchendo-a, por norma, com um solvente organico (ex: MeOH) seguido de
agua, garantindo que o agente adsorvente interage com a amostra e adsorve os analitos de
interesse. Segue-se a extragao propriamente dita que ocorre apos a aplicagao da amostra na
coluna, e é nesta etapa que os analitos de interesse e alguns interferentes ficam retidos no
adsorvente da coluna, enquanto que outros interferentes da matriz nao adsorvem na mesma.
Utilizando agua, faz-se a lavagem da coluna, de modo a remover esses eventuais interferentes
ainda presentes na matriz. Por fim procede-se a eluicao, que consiste na recuperagao dos

analitos de interesse através de solventes organicos (Lucci et al., 2012; Somenath Mitra, 2003).

Condicionamento Extracdo Lavagem Eluigdo

3 1 4

e 7 Al lr

g_

% k) ) v 4
L 4
* L ® e I3
[ Analito » Interferentes # ot]

Figura 4 — Esquema das etapas na SPE. (Adaptado de Lucci et al., 2012).

Na Tabela 8 estao descritas as condigoes em que se processou a SPE de alguns artigos

da bibliografia revista, relativa a extragao e purificagao de farmacos em bivalves, onde se
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destaca a prevaléncia da utilizagao dos solventes MeOH e 4gua ultrapura (purificada por norma
em sistemas Milli-Q) ao longo das 4 etapas da SPE.

Por norma, as colunas de adsorc¢ao utilizadas na SPE de NSAIDs e outros farmacos sao
colunas poliméricas de fase reversa constituidas por um agente adsorvente polar, de modo a
remover lipidos e outras moléculas nao-polares (Huerta et al., 2012). As colunas Oasis HLB,
que tém um equilibrio hidrofilico-lipofilo, foram as colunas mais utilizadas na bibliografia revista
(como pode ser observado na Tabela 8) devido a sua versatilidade e eficiéncia comprovada na
extragao de farmacos (Silva et al., 2014). Também as colunas Strata-X foram bastante utilizadas
(McEneff et al., 2013;2014; Wille et al., 201 |; Wolecki et al., 2019) pois apesar de normalmente
ser necessario ajustar o pH destas, sao consideradas bastante eficazes na extragao de farmacos

em diferentes tipos de amostras (Silva et al., 2014).

Apos a SPE, a solugao obtida (que contém o extrato da amostra) € evaporada com o
auxilio de azoto associado ao sistema SPE, evitando a decomposigao dos analitos de interesse.
A solugao evaporada sera depois reconstituida num solvente apropriado, antes de ser
introduzida diretamente num determinado equipamento de analise instrumental, onde a
solugao é filtrada para remover particulas interferentes e que possam ainda estar presentes

no extrato da amostra (Posyniak et al., 1999; Zhao et al., 2007).

Tabela 8 — Condigoes da SPE da bibliografia revista.

Coluna Acondicionamento Lavagem Eluicdo Ref.
StrataX (6ml,200 | 6mLMeOHe6mLde |  6mLdeH,0 | tresvezes3mlEdl | McEneff et
de acetato/Acetona | gl.2013:
mg) H,O ultrapura ultrapura ’ ’
(1:1) 2014
Alvarez-
Oasis HLB (6 mL, 6 mL MeOH e 6 mL de Munoz et
200mg) H,0 6 mL H,O 6 mL MeOH al.
2015a,b
Cueva-
Oasis HLB (6 mL, | duas vezes 5 mL MeOH e | duas vezes 5 mL de | duas vezes 0,75 mL | Mestanza
150 mg) 5 mL de H,O ultrapura H,O ultrapura MeOH et al,
2008
Strata-X (6 mL, 200 5 mL MeOH e 5 mL de 5 mL de H,O duas vezes 3 mL Wille et
mg) H,O ultrapura ultrapura MeOH al, 2011
Strata-X (3 L, 200 | 3mLMeOH e 3 mL H,0 | > MEMeOH S%em |y vezes 3mL | Woleckd et
mg) desionizada H;O seguido de 3 ml MeOH al, 2019
& de hexano ”
3 mL de H,O
Oasis MAX (6 mL, 5 mL MeOH e 5 mL de ultrapura com 5% 10 mL MeOH com | Nunez et
150 mg) H,O ultrapura NH4OH seguido de 5% HCOOH al, 2016
10 mL MeOH
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2 mL MeOH e 2 mL d Martinez
Oasis HLB m- e e amkde - 6 mL MeOH Bueno et
agua
al, 2013
5 mL MeOH e duas vezes 6 mL de H-0 Mijangos
Oasis HLB (200 mg) | 5 mL H,0 ultrapura (uma I 2 6 mL MeOH et al,
das quais a pH = 2) uitrapura 2019

8.1.3.2. Extracao em Fase Soélida Dispersiva

Outra técnica de purificagao de extratos € a extragao em fase solida dispersiva (dSPE),
que se baseia na dispersao de um adsorvente sélido (maioritariamente de silica), adicionado
diretamente as amostras liquidas, aquando da extragao destas. Esta técnica é bastante utilizada,
uma vez que permite a extragao, isolamento, clean-up e até a pré-concentragao dos analitos
em matrizes complexas. Apresenta vantagens devido a sua seletividade, robustez e
versatilidade, mas também pelo facto de ao usar a dSPE nao serem necessarias etapas como a

centrifugagao e a filtragao (Islas et al., 2017).

O uso desta técnica de purificagao esta frequentemente associada a técnica de extragao
QUEChERS tal como foi descrito em Daniele et al., (2016), Martinez Bueno et al,, (2013) e
Rodrigues et al., (2019) mas pode também ser utilizada como estratégia de clean-up apods

técnicas como SLE (Nunez et al., 2017).

8.2. Analise Instrumental

Apos a preparagao da amostra, segue-se a sua separagao e determinagao. Nesta etapa
ocorre a separagao, detegao, identificagao e quantificagao dos analitos em estudo e, para tal,
pode recorrer-se a diferentes métodos instrumentais. Destacam-se, no entanto, as técnicas
de cromatografia que sao os métodos instrumentais mais utilizados na determinagao de

farmacos em matrizes bioldgicas como os bivalves.

Os avangos tecnoldgicos nas técnicas cromatograficas e de espectrometria permitiram
desenvolver métodos instrumentais analiticos altamente sensiveis e potentes o que, por sua
vez, proporcionou a investigagcao e determinagao de CECs como os farmacos em matrizes
ambientais complexas (Noguera-Oviedo e Aga, 2016), mas também uma nova visao sobre o

estado de contaminagao a nivel ambiental, da biota e do ser humano.

De seguida, vou abordar algumas das técnicas cromatograficas e de espectrometria
mais utilizadas no que toca a determinagao de NSAIDs em bivalve como a cromatografia
gasosa (GC), a cromatografia liquida (LC), a cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

e a espectrometria de massa (MS).
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8.2.1. Cromatografia

A cromatografia de coluna é um processo fisico de separacao dos componentes da
amostra entre duas fases distintas tal como acontece no sistema SPE: a fase movel
correspondente a solugao (liquida ou gasosa) que € eluida ao longo da coluna cromatografica,
e a fase estaciondria que esta associada a uma coluna ou a uma superficie plana (no caso da
cromatografia planar) contendo um agente adsorvente como silica ou aluminio. A amostra ao
ser eluida, interage quimicamente com a fase estaciondria, adsorvendo-a, e é nesta fase que
ocorre a separagao dos analitos presentes na amostra a velocidades diferentes, de acordo com
as propriedades fisico-quimicas supramencionadas, e que definem qual a distribuicio dos

analitos da amostra ao longo da coluna (Harris, 2007; Otles, 2012).

8.2.1.1. Cromatografia Gasosa

A GC é uma técnica que apareceu nos anos 50 e que pode ser aplicada na determinagao
de diversos tipos de analitos como farmacos, pesticidas ou lipidos em diversos tipos de

amostras, com particular destaque para amostras de cariz alimentar (Otles, 2012).

ApOs a injegao da amostra na coluna do cromatografo, esta € eluida juntamente com
gases inertes designados gases de arrastamento (como p.e. hidrogénio ou hélio), pertencentes
a fase mével da cromatografia e que difundem os componentes da matriz (liquidos volateis ou
gasosos) ao longo da fase estaciondria. Esta difusao permite separar os componentes da
amostra, incluindo os analitos de interesse, e posteriormente determina-los. Os componentes
saem da coluna a diferentes velocidades dissolvidos na fase moével, e a medida que saem, um
detetor regista a quantidade de componente que foi eluido ao longo do tempo num

cromatograma (registo grafico dimensional) (Harris, 2007).

Uma vez que a GC é utilizada principalmente para a analise de compostos volateis e
nao polares, quando a determinagao de farmacos é feita por GC, é necessaria uma fase extra
na preparagao da amostra (Otles, 2012). Essa fase designa-se derivatizagao, e é o processo
pelo qual os analitos sao quimicamente alterados para terem outras propriedades e poderem
ser mais facilmente separados e determinados. No caso dos farmacos, a necessidade de um
passo extra nas analises por GC-MS devido a polaridade e a volatilidade limitada que alguns
apresentam torna a cromatografia liquida (LC) o método de eleicao para a determinagao

destes analitos (McEneff et al., 2013).
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No entanto, Wolecki et al, (2019) utilizou a GC como método analitico na
determinagao de 5 NSAIDs e 3 estrogénios obtendo percentagens de recuperagao que

variavam entre os 61x11% (DIC) e os | 10+9% (KET).

8.2.1.2 Cromatografia Liquida

A LC surge entao como alternativa a GC e a problematica da volatilidade insuficiente
que muitos do componentes como os farmacos apresentam (Harris, 2007). E uma técnica de
cromatografia em coluna (fase estacionaria consiste numa coluna de vidro ou de metal), e é
nesta que ocorre a separagio da mistura dos analitos, tal como acontece na GC. E considerada
uma técnica bastante diversificada, podendo apresentar variagoes como a cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (UHPLC), a cromatografia liquida nano (nanoLC) e a cromatografia liquida

de alta pressao (HPLC) (Kazakevich e LoBrutto, 2007).

8.2.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Pressao

Também designada de cromatografia de alta performance, a HPLC (ou apenas LC) é a
técnica de LC mais utilizada na determinagao de farmacos e a construgao do primeiro
equipamento deste tipo ocorreu em 1965 quando Csaba Horvath da Universidade de Yale

acoplou uma bomba de alta pressao ao sistema classico de LC (Harris, 2007; Otles, 2012).

Apresenta-se como uma evolugao tecnolégica relativamente a abordagem tradicional
de LC de fluxo por gravidade, uma vez que no sistema HPLC existe, como mencionado em
cima, uma bomba de alta pressao que bombeia a fase movel para a coluna, permitindo uma
separacao mais rapida dos constituintes da amostra quando comparada com a separagao
tradicional, onde apenas atua a gravidade para o efeito (Kazakevich e LoBrutto, 2007). Estas
caracteristicas do sistema HPLC viabilizam separagdes com uma resolugao superior, um limite
de detecao mais baixo e no geral uma cromatografia mais eficiente e de alta performance

(Harris, 2007).

O sistema HPLC (Figura 5) é constituido normalmente por: um reservatorio de
solventes que permite o continuo funcionamento do sistema; uma bomba de alta pressao; um
injetor que introduz a amostra juntamento com a fase movel (solvente) na coluna; uma coluna
cromatografica, onde acontece a separagao dos analitos da mistura; um detetor, que mediante
um sinal elétrico regista a resposta dos analitos em fun¢ao do seu tempo de retengao; e um

sistema de dados e de controlo do sistema que € um sistema computorizado que controla o
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proprio sistema HPCL e onde é formado o cromatograma mediante os registos do detetor

(Kazakevich e LoBrutto, 2007; Salvato et al., 2012).
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Figura 5 — Esquema representativo dos componentes tipicos de um sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Pressao (HPLC). (Adaptado de Salvato et al., 2012).

De facto, a técnica de LC foi a técnica de separagao analitica mais utilizada pelos autores
na bibliografia revista e resumida nas Tabelas 6 e 7, com apenas uma das doze metodologias
apresentadas preferir a utilizagio de GC em relagao a LC (Wolecki et al., 2019). De realgar
também a utilizagdo de UHPLC por 3 autores (Alvarez-Munoz et al., 2015a,b; Maskrey et al.,
2021; Wille et al., 201 1), o que se justifica pelo facto de esta técnica estar associada a uma
maior rapidez, sensibilidade e eficiéncia uma vez que utiliza colunas mais curtas e estreitas,

bem como pressoes mais elevadas e fases moveis com maior mobilidade (Silva et al., 2014).

De acordo com a polaridade da fase estacionaria adotada, a coluna cromatografica
aplicada na LC pode ser de dois modos: fase normal ou fase reversa. Quando a fase
estacionaria apresenta um adsorvente polar e a fase movel corresponde a um solvente apolar
(ou lipofilico), trata-se de fase normal. Por outro lado, caso a fase estaciondria seja apolar e a
fase movel polar, trata-se de fase reversa que é um modo mais abrangente, podendo ser
aplicado a compostos polares e apolares, o que justifica a maior utilizagdo deste modo (Otles,

2012).

As colunas cromatograficas sao por norma colunas de metal fechadas e com particulas
microporosas de um determinado substrato incorporadas. Na bibliografia revista foram
utilizadas apenas colunas de fase reversa (lipofilicas) de diferentes dimensoes (Tabela 7) e

constituidas por particulas microporosas de silica CI8 (McEneff et al., 2013; 2014; Alvarez-
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Munoz et al,, 2015 a, b; Maskrey et al., 2021; Nunez et al., 2015; Cueva-Mestanza et al., 2008;
Wille et al.,, 201 |; Bayen et al., 2015; Rodrigues et al., 2019; Nlnhez et al., 2016; Martinez Bueno
et al., 2013; Mijangos et al., 2019) ou C8 (Daniele et al., 2016) como absorvente. Isto deve-se
ao facto das colunas de silica CI8 terem uma capacidade comprovada de separar de forma

eficaz a maioria dos compostos farmacéuticos ionizaveis (Yilmaz, Asci e Erdem, 2014) entre

os quais se incluem os NSAIDs (Ali, 2012).

Os solventes utilizados na fase moével vao influenciar o tempo de retengao dos analitos
a coluna cromatografica (fase estaciondria) auxiliando a separagao e eluigdo que ocorre nesta.
Como se pode verificar na Tabela 7, os solventes mais utilizados no gradiente de eluigao da
fase moével foram H,O, MeOH e ACN, tanto misturados em determinadas proporgoes como
isoladamente (solventes polares). ACN e MeOH sao considerados modificadores organicos
de eleicao e uma vez que sao menos polares sao misturados com H,O por varios autores na
bibliografia revista (McEneff et al., 2013; 2014; Maskrey et al., 2021; Cueva-Mestanza et al.,
2008; Martinez Bueno et al., 201 3; Mijangos et al., 2019) devido a sua maior polaridade (Trevor
Hopkins, 2019).

Aos solventes mencionados sao adicionados aditivos que podem ser acido ou bases, e
a escolha de um ou outro deve ser baseada nas caracteristicas dos analitos de interesse uma
vez que estes aditivos podem condicionar a separagao e a sensibilidade da fonte de ESI (Silva
et al, 2014). Nos artigos revistos foram adicionados diferentes tipos de aditivos aos gradientes
de eluicao da fase movel como observado na Tabela 7. Houve uma preferéncia dos autores na
utilizacao de fases moveis acidas adicionando acido féormico, acido acético, acido etanoico ou
acido metanoico em diferentes percentagens (Nuhez et al., 2015;2016; Daniele et al., 2016;
Cueva-Mestanza et al., 2008; Wille et al., 201 |; Martinez Bueno et al., 2013 Mijangos et dl.,
2019) enquanto que outros optaram por fases modveis em condigoes acidas e basicas
adicionando aditivos acidos e basicos como amodnia ou acetato de amonia (Alvarez-Muhoz et
al., 2015a,b; Maskrey et al., 2021; Rodrigues et al., 2019). Ja McEneff et al., 2013; 2014 optou
por uma fase movel basica adicionando I3mM de acetato de amodnia a uma solugao de
H,O/ACN (80:20).

A utilizagao predominante de fases moveis acidas deve-se ao facto da ionizagao de
compostos com pKas baixos (como é o caso da maioria dos NSAIDs cujos pKas sao
mencionados na Tabela 2), ser inibida a pHs acidos. Esta inibi¢ao leva a que os compostos se
tornem menos polares, aumentando as suas interagoes com a fase estacionaria, favorecendo

a sua separagao (Nemoto, 2019).
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Relativamente aos fluxos de injegao no cromatoégrafo (das fases moéveis) da bibliografia
revista, estes variaram entre 0,3 mL/min (McEneff et al., 2013; 2014; Rodrigues et al., 2019 e

Mijangos et al., 2019) e ImL/ min (Cueva-Mestanza et al., 2008).

8.2.2. Detetores

Os sistemas cromatograficos como o de HPLC tém, como demonstra a Figura 5, um
detetor acoplado. Idealmente, um detetor deve ser linear, seletivo, apresentar boa
estabilidade, sensibilidade e reprodutibilidade. No entanto, nao existe um detetor que satisfaga
todos estes parametros de forma ideal e a escolha do detetor deve ser baseada no objetivo

da analise instrumental e no tipo de amostra que vai ser analisada (Salvato et al., 2012).

Sao varios os detetores que podem ser acoplados as técnicas de LC como o detetor
de Diodos (DAD), entre outros. No entanto, no que toca a determinagao de farmacos, e em
particular de NSAIDs em bivalves, a técnica de MS é sem duvida o detetor mais prevalente na

bibliografia como pode ser observado na Tabela 6 e 7.

8.2.2.1. Espectrometria de Massa

Uma das problematicas associadas as técnicas cromatograficas como a HPLC ¢é a
ambiguidade na identificagao do analito, principalmente quando estes apresentam tempos de
retengao iguais nos cromatogramas. Este problema pode ser contornado ao acoplar um
determinado detetor de MS as técnicas cromatograficas, garantindo uma determinagao
inequivoca dos analitos presentes na amostra (Otles, 2012). A MS é uma técnica bastante
utilizada na determinagao de analitos, estando associada a uma determinagao fidedigna devido

a sua alta sensibilidade, seletividade e especificidade (Kazakevich e LoBrutto, 2007).

Esta técnica caracteriza-se pela ionizagao dos analitos através de métodos como
ionizagao por electrospray (ESI) ou ionizagao por electrospray aquecida (HESI) levando a
formacao de ides, sendo ESI a técnica mais utilizada nos artigos revistos. Apenas Wille et al.,
(2011) utilizou HESI como técnica de ionizagao. O método ESI aplicado pode ser positivo
(+ESI) formando catices (Daniele et al., 2016; Wille et al., 201 1) ou negativo formando anices
(Ndnez et al., 2015; 2016). Alguns autores da bibliografia revista como McEneff et al., (2013;
2014); Alvarez-Munoz et al., (2015 a,b); Maskrey et al., (2021); Bayen et al., (2015); Rodrigues

et al., (2019) e Mijangos et al., (2019) optaram por utilizar ambos os métodos de ionizagao.

Os ides formados sao separados de acordo com o racio entre a massa molecular e a

sua carga (m/z). Este racio é medido por um analisador de massa (componente do
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espectrometro de massa) gerando um sinal que é interpretado e registado por um sistema de
dados originando um grafico da resposta do detetor em fungao do valor de m/z (Harris, 2007).
Existem diferentes analisadores de massa utilizados na MS, destacando-se o analisador de
massa triplo quadrupolo (QqQ) como o mais utilizado na determinagao de NSAIDs em
bivalves (Tabela 7), sendo também utilizado o analisador de massa de armadilha de ides (ion

trap) (McEneff et al., 2013; 2014) ou de quadrupolo linear IT (QqLIT) (Alvarez-Munoz et dl.,
2015 a, b).

Na maioria dos espectrémetros de massa, ha combinagao de um ou varios analisadores
de massa. Este sistema é normalmente designado por espectrometria de massa em tandem
(MS/MS ou MS?) e permite, para além de separar os ides e medir o racio m/z, estudar a
estrutura individual do analito de interesse (Kazakevich e LoBrutto, 2007). Esta caracteristica
aliada a alta sensibilidade e capacidade de detetar concentragoes vestigiais de varios analitos
(simultaneamente) tornam a LC-MS/MS a técnica de eleicdo no que toca a determinagao de

farmacos em matrizes complexas como os bivalves (Silva et al., 2014).

8.3. Eficiéncia Analitica

A eficiéncia ou validagao analitica de qualquer metodologia é feita com o intuito de
demonstrar a eficacia dessa mesma metodologia, e que esta € apropriada e aplicavel para o
propodsito a que se propoe. Para determinar o desempenho das metodologias analiticas,
recorre-se a parametros estabelecidos para a metodologia que se pretende validar e apenas
um processo de validagao bem definido e documentado, consegue garantir a objetividade que
o método analitico visa ter. Os resultados dos parametros definidos para a validagao, sao um

fator chave para que uma metodologia possa ser considerada de confianga (Ozkan, 2018).

Numa vertente de seguranca alimentar e de salide publica, métodos analiticos validados
sao fundamentais para garantir a qualidade e seguranca de géneros alimenticios e também para
monitorizar efeitos toxicoldgicos no sistema uma vez que, apenas a validagao de uma
metodologia analitica permite que esta seja aplicada em diferentes laboratorios e em diferentes

matrizes.

No que toca a detegao e quantificagao de analitos em matrizes bioldgicas, os principais
parametros analiticos de validagao da metodologia sao por norma validados utilizando
amostras fortificadas ou spiked (Daniele et al., 2016), que sao amostras a que foram adicionadas
uma quantia definida e conhecida de um ou varios analitos, permitindo comparar a resposta

com a curva de calibragao (Harris, 2007).
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Estes parametros foram discutidos e definidos por varios representantes da comunidade
cientifica e de agéncias reguladoras internacionais incluindo a Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA), tendo sido harmonizados na International Conference on Harmonization
(ICH) de 1995. Alguns dos parametros caracteristicos sao preconizados na nota relativa a
validagao de uma metodologia analitica da EMA (EMA, 1995) e também na diretriz sobre a

validagao de métodos bioanaliticos da EMA (EMA, 201 I):

+ Linearidade

+»+ Limites Analiticos

¢ Precisao: Repetibilidade; Precisao Intermédia; Reprodutibilidade
+ Exatidao

& Seletividade

¢ Sensibilidade

%+ Eficacia de Extracao

+ Efeito de Matriz

*¢ Robustez

8.3.1. Linearidade e Curva de Calibracao

A linearidade de uma metodologia é a capacidade desta fornecer resultados que sao
diretamente proporcionais a concentragao dos analitos em analise, dentro de um determinado
alcance de aplicagao, também designado faixa de trabalho (Swartz e Krull, 1997). A faixa de
trabalho define-se como o intervalo de concentragoes em que se consegue garantir que o
método analitico € linear, exato e preciso (Harris, 2007). A linearidade é estudada em virtude
da curva de calibragao de cada analito, podendo esta ser baseada em solugdoes padrao
preparadas com o solvente e solugoes preparadas com a matriz (no nosso caso o tecido edivel

dos bivalves) que se pretende estudar.

Estas curvas de calibragao matrix-matched sao fortificadas e devem ser definidas por
pelo menos 5 a 8 padroes (excluindo os brancos), que correspondem a diferentes niveis de
concentragoes conhecidas do analito adicionadas a mesma matriz. Estas devem ser
ambientalmente relevantes, refletindo um intervalo de valores que sio esperados obter
quando aplicada a metodologia a amostras reais. No caso de NSAIDs em bivalves sao utilizados
padroes que variam entre as nanogramas por grama (ng/g) e os microgramas por grama. Um
numero suficiente de padrdes garante que a curva de calibragio estabelece uma relagao

corretamente definida entre o sinal (variavel dependente — y) e a concentragao dos analitos
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existentes na amostra em estudo (variavel independente — x) (Bressolle et al., 1996; Cassiano

et al,, 2009).

De modo a poder validar a curva de calibragao, podem ser aplicados dois tipos de
procedimentos estatisticos: o coeficiente de correlagio (R?) e a regressio linear (ou método
dos quadrados minimos). O primeiro permite averiguar sobre a linearidade do grafico obtido
enquanto que o segundo determina a capacidade da curva de calibragao de seguir uma linha

reta (Harris, 2007).

Relativamente a bibliografia revista, a linearidade da resposta analitica foi validada para
os diversos compostos em estudo. Destaca-se Martinez Bueno et al., (2013), com coeficientes
de correlagio (R?) maiores que 0,997, McEneff et al., (2013) que obteve R* superior a 0,976
para todos os farmacos selecionados no seu estudo (5 NSAIDs) ou Nunez et al., (2016) com

R%sempre superior a 0,9955.

8.3.2. Limites Analiticos

Quando se trabalha com concentracoes baixas de analitos, como é o caso das
concentragoes de farmacos em bivalves, é importante definir quais os limiares da detegao e
quantificagao que a metodologia apresenta. Os limites analiticos sao o limite de dete¢ao (LOD)
e o limite de quantificagao (LOQ), e estes sao determinados de modo a demonstrar a
capacidade do método em detetar e quantificar baixas concentragdes de um determinado

analito (Cassiano et al., 2009).

8.3.2.1. Limite de Detecdo

O LOD de uma metodologia pode ser definido como a concentragao mais baixa de
analito presente na amostra que pode ser detetada, mas nao necessariamente quantificada

(Harris, 2007).

De acordo com a diretriz publicada pela EMA em 1995 relativa a validagao de
procedimentos analiticos (EMA, 1995), existem varias formas de determinar o LOD, podendo
estas ser baseadas na avaliagao visual, na relagao sinal/ruido (para o LOD, o sinal deve ser 3
vezes superior ao ruido da linha de base — racio 3:1) ou com base nas medidas de dispersao
da curva de calibragao (desvio padrao e declive). Quando baseado nas medidas de dispersao,

o LOD é calculado através da equagao (Equagao I):
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330
LOD = — (1

O — desvio padrao; S — declive da curva de calibragao.
Na Tabela 7 estao presentes os LODs obtidos (durante a validagao da metodologia)

pelos autores para cada um dos analitos. Os LODs variaram entre 0,01 ng/g (PRO-PHE em

Alvarez-Munoz et al., 201 5a; b) e 50 ng/g (IBU e KET em Nunez et al., 2016).

8.3.2.2. Limite de Quantificacao

Outro limiar analitico é o LOQ que pode ser definido como a concentragao mais baixa
de analito que pode ser quantificada com precisao e exatidao estatisticamente comprovada
(Cassiano et al., 2009).

Tal como acontece para o LOD, a diretriz da EMA (EMA, 1995) descreve diferentes
maneiras de determinar o LOQ com base na avaliagao visual, na relagao sinal/ruido (para o
LOQ, o sinal deve ser 10 vezes superior ao ruido da linha de base — racio 10:1) ou no desvio
padrao e no declive aplicando a seguinte equagao (Equagao 2):

LOQ = %U (2)

O — desvio padrao; S — declive da curva de calibragao.

O o pode, a semelhanca do que acontece no calculo do LOD, ser estimado na curva

ou entao a partir da resposta medida de brancos.

Quanto aos LOQs obtidos pelos autores da Tabela 7, estes variaram entre 0,02 ng/g

(PRO-PHE em Alvarez-Munoz et al., 2015a; b) e 29 ng/g (DIC em McEneff et al.,, 2013; 2014).

8.3.3. Precisao e Exatidao

A precisao e a exatidao sao consideradas dois dos principais parametros de validagao
de uma metodologia analitica uma vez que determinam os erros de uma medida analitica e
consequentemente avaliam a qualidade e aceitagao do método (Cassiano et al., 2009).

Estes dois parametros sao normalmente avaliados e expressos a nivel diario (intra-dia)

ou entre um periodo de dias (inter-dia) (Bressolle et al., 1996).
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8.3.3.1. Precisao

A precisao define-se como o grau de concordancia entre resultados obtidos numa série
de andlises da mesma amostra ou padrao quando aplicada a mesma metodologia e nas mesmas
condigoes, sendo uma medida de dispersao desses mesmos resultados (EMA, 1995). Por
norma, € expressa pela variancia, pelo desvio padrao relativo (DPR) ou pelo coeficiente de
variagao (CV) dos resultados medidos, sendo comum usar a seguinte equagao (Equagao 3)

para calcular a precisao (Cassiano et al., 2009):

CF (%) ouDPR (%) = — x100 3)

X1 Q

CV - Coeficiente de variagao; DPR — Desvio padrio relativo; 0 — desvio padrao; X — média

aritmética dos resultados

Quando se avalia a precisao, deve ser tido em conta terminologias diferentes mediante
o intervalo de tempo em que sao obtidos os resultados das medigoes independentes das

amostras ou padroes, sendo todas elas medidas da precisao:
¢ Repetibilidade
Também designada precisao intra-ensaio ou precisao intra-dia, a repetibilidade esta
associada a precisao de ensaios realizados num curto espago de tempo (no mesmo dia) sob

condigoes de analise o mais idénticas possivel como o mesmo analista, no mesmo laboratério,

utilizando o mesmo equipamento e o mesmo tipo de reagentes (Cassiano et al., 2009).
e Precisdo intermédia

Ou precisao inter-dia pode definir-se como a concordancia entre resultados que foram
conseguidos no mesmo laboratério utilizando a mesma metodologia e a partir da mesma
amostra ou padrao mas em diferentes condicoes como um analista diferente, utilizando um

equipamento diferente ou em dias distintos (Bressolle et al., 1996).
e Reprodutibilidade

A reprodutibilidade de uma metodologia analitica consiste na capacidade desta

conseguir ser aplicada em laboratérios diferentes com resultados semelhantes.

A precisao dos diferentes farmacos (NSAIDs) e metodologias analiticas presentes na
bibliografia revista encontra-se na Tabela 6 (DPR %) e variou entre os 2,6% e os |18%. Estes

valores de precisao siao considerados aceitaveis uma vez que sao inferiores a 20%.
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8.3.3.2. Exatidao

No que toca a exatidao, define-se como o grau de concordancia entre os valores

obtidos pela metodologia e os valores de referéncia considerados verdadeiros (EMA, 1995).

Como foi mencionado atras, as amostras passam por uma etapa de preparagao antes
da andlise instrumental, sendo sujeitas a processos de extragao e purificagdo dos analitos de
interesse presentes na amostra. Durante esta etapa pode haver perdas de analitos por
adsorgao ou particao devido a erros, o que leva a um menor rendimento das diferentes

técnicas utilizadas nestes processos.

A exatidao de um método é expressa pela medida dos erros experimentais que podem
ser aleatdrios ou sistematicos, também conhecido como bias ou viés (Cassiano et al., 2009),

podendo ser calculada através da seguinte equagao (Equacao 4) (Relacre, 2000):

Er (%) ou Bias (%)=(Xi7-x) x100 (4)

x; — valor obtido experimentalmente (ou média aritmética de valores obtidos);

x — valor aceite como verdadeiro

No entanto, na maioria da vezes, nio existe um valor aceite como “verdadeiro”
(implicava um ensaio perfeito) e a exatidao da metodologia é determinada utilizando outros

métodos entre os quais se destacam os estudos de recuperagao.

Os estudos de recuperagao sao de extrema importancia para a validagio de um
método, uma vez que a percentagem de recuperagao obtida em ensaios de fortificagao avalia
o quao eficiente sao as técnicas de preparagao da amostra e, consequentemente, o quao
eficiente é o procedimento analitico (Cassiano et al., 2009). A percentagem de recuperagao €
entao uma medida da exatidao e da eficacia da extragao do procedimento analitico e pode ser

calculada recorrendo a seguinte equagao (Equagao 5):

N <o (%) = teor medido 100 (5)
ecuperacio (%) = nivel de fortificacao X

Na Tabela 6 encontram-se as percentagens de recuperagao obtidas para cada farmaco
utilizando diferentes métodos de preparagiao, havendo uma grande discrepancia entre os
valores. Estes variaram entre 34,5% (para PHE em Alvarez-Munoz et al, 2015a, b) e 112%
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(para PAR em Mijangos et al., 2019). Por norma, sao consideradas aceitaveis percentagens de

recuperagao entre os 70 e os 120%.

Como representado na Figura 6, os conceitos de exatiddo e precisio nem sempre
estao associados, o que pode levar a métodos exatos mas nao precisos, e vice-versa.
Idealmente, a metodologia que se pretende validar deve ser simultaneamente exata e precisa
para que os resultados obtidos a partir desta possam ser confiaveis. Um exemplo de um
método preciso mas nao exato € a metodologia apresentada por Alvarez-Munoz et al., 2015a,b
que apresenta DPRs entre os 0,1 e os 18% e percentagens de recuperagao entre os 34,5 e os

71,7%.

Exato e Preciso Inexato e Preciso

Exato e Impreciso Inexato e Iinpreciso

Figura 6 — Esquema que relaciona a exatidao e a precisao. (Adaptado de Bottega et al., 2010).

8.3.4. Seletividade

Também designada de especificidade (quando o método produz uma resposta para
uma unica substancia de interesse), a seletividade € um parametro imensuravel da metodologia
analitica. Consiste na capacidade que o método tem em distinguir, de forma inequivoca, o
analito em estudo de qualquer outro tipo de substincias que possam estar na amostra como
metabolitos, produtos de degradagao ou outro tipo de impurezas consideradas interferentes
a analise (Harris, 2007).

Pode-se entao dizer que um método ¢é seletivo quando este consegue distinguir os
diferentes analitos de interesse numa amostra complexa, sem a existéncia de interferéncias de

outros compostos presentes na amostra.
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8.3.5. Efeito de Matriz

O efeito de matriz (ME) pode definir-se como uma alteragao na resposta analitica,
devido a presencga de analitos nao-desejados ou outras substancias interferentes presentes na
amostra, afetando a eficicia da recuperagao e por consequente a quantidade de analito
extraido (EMA, 201 I; Pavlovic¢ et al., 2007). Representa entao uma problematica na extragao
de analitos das amostras, e o estudo deste efeito pretende averiguar se existe supressao ou
ampliagao do sinal mediante os interferentes inerentes a matriz como lipidos e proteinas
(Cassiano et al., 2009). Quanto mais complexa for a matriz, maior sera este efeito e maior a
influéncia sobre alguns parametros da validagio de metodologias de LC-MS/MS como a
linearidade, sensibilidade, exatidao e precisao (Alvarez-Muhoz et al, 2015). O ME ¢
particularmente significativo nas matrizes como os bivalves devido ao seu alto contelido
lipidico (Mijangos et al., 2019).

Uma forma de estudar o ME é através da comparagao entre os declives das curvas de
calibragao do solvente de extragao (sem extrato) e da curva de calibragao da matriz (que sao
fortificadas com as mesmas concentragoes). Caso a diferenga entre estas seja um valor
positivo, estamos perante uma ampliagao do sinal, e se a diferenga for negativa, perante uma

supressao do sinal da matriz na extragao dos analitos (Martinez Bueno et al., 2013).

O cilculo do ME pode ser feito utilizando uma equagao (Equacao 6) semelhante a usada

por Daniele et al,, (2016):

(6)

Sinal dos extratos*
- -1 ] x100
Sinal do solvente

ME(%)=<

*Extratos fortificados apos a extragao

De modo a compensar o ME tém sido utilizadas varias abordagens, entre as quais se
destaca o uso da calibragao com padroes internos (compostos diferentes do analito em
estudo) adicionados a amostra em quantidades conhecidas, corrigindo as variagoes que podem
ocorrer durante a analise instrumental. No entanto, esta estratégia apresenta algumas

desvantagens como o elevado custo e disponibilidade insuficiente destes compostos (Huerta

et al, 2012).
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CONCLUSAO

Os bivalves sao muito relevantes em doencas de origem alimentar e a contaminagoes
devido as suas caracteristicas ecoldgicas de filtradores altamente eficientes e a sua capacidade
de bioacumulagao e concentragao. Estas contaminagoes incluem a problematica dos farmacos
e em particular dos NSAIDs devido ao seu alto consumo, ubiquidade ambiental e remogao
incompleta destes CECs nas ETARs. De facto, as ETARs sao consideradas uma das principais

vias da contaminagao farmacéutica que ocorre no ambiente aquatico.

Como demonstrado, os NSAIDs (a semelhanca de outros farmacos) sao detetados em
varios corpos aquaticos, bem como em varias espécies de bivalves podendo causar efeitos
ecotoxicologicos agudos e crénicos que afetam o seu metabolismo e a sua fisiologia. E entio
de maxima importancia desenvolver métodos analiticos robustos e de confianga, bem como
harmonizar os mesmos em guidelines bem definidas para que se possa avaliar a ocorréncia e a
extensao desta problematica, tanto na vertente ecotoxicologica como na vertente de

seguranga alimentar.

No entanto, os estudos que reportam esta ocorréncia siao ainda escassos,
principalmente devido a escassez de métodos analiticos validados que determinem a presencga
de NSAIDs, entre outros, em bivalves. Uma vez que os bivalves sao uma matriz complexa, as
metodologias analiticas para esta determinagao devem apresentar extragoes e purificagoes

eficientes antes de serem analisadas pelas técnicas de analise instrumental.

De acordo com esta revisao do estado de arte, sao varias as técnicas de extragao e
purificacao que podem ser utilizadas na determinagao de firmacos, apresentando percentagens
de recuperagao dos consideradas aceitaveis. Destaca-se a SPE como técnica de purificagao
predileta. Ja relativamente a andlise instrumental verifica-se uma prevaléncia clara na
bibliografia revista do uso de LC-MS/MS, com diferentes colunas analiticas e gradientes de
eluicao, uma vez que € uma técnica que se caracteriza pela sua alta seletividade, especificidade

e sensibilidade tornando-a a técnica de eleicao na determinagao de NSAIDs e outros farmacos.
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