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RESUMO

Farmacos sdo classificados como contaminantes emergentes, e 0 Sseu
consumo pela populacdo mundial € exorbitante. Pela caracteristica fisico-
quimica de suas moléculas, de resistirem a varios tipos de meios, 0S mesmos
poluem rios de forma persistente, impactando o meio, 0 que causa
preocupantes problemas a saude publica. No Brasil, o lancamento de esgotos,
gue contém os farmacos, em aguas de rios vem sendo o principal disseminante
desses poluentes no meio ambiente. Na ultima década, um determinado nixo
cientifico tem voltado a atengéo a esses poluentes, pois ndo sao monitorados e
retirados em estacfes de tratamento de esgoto e de agua para consumo de
forma eficiente. Neste trabalho avaliou-se a presenca de dois psicofarmacos, o
haloperidol e a fluoxetina em um rio que corta a cidade de Curitiba
praticamente de norte a sul. O rio Belém, conhecido por ser muito poluido,
principalmente por despejos domésticos foi o objeto desse estudo. O presente
trabalho também otimizou e validou um método quantitativo via Cromatografia
a Liquido de Alta Eficiéncia, utilizando coluna Waters XBridge 100mmx 2,1 mm,
tamanho de particula 5um, e como fase movel acetonitrila:tampao fosfato
0,01M pH 3,50 (25:75 v:v) assistida por detector por arranjo de diodos (DAD)
para o haloperidol e fluorescéncia para Fluoxetina. Para a extracao dos analitos
foi utilizada a técnica EFS, com cartuchos Strata X. A validacdo do método
analitico foi realizada a partir de parametros ja determinados pela ANVISA,
INMETRO e por trabalhos que abordam a validacdo de métodos analiticos. O
método se mostrou sensivel, apresentando limites de deteccao baixos, de 0,14
ng L™ e 0,27 pg L™ para o haloperidol e fluoxetina respectivamente, e limites de
quantificacdo de 0,425 pg L™ e 0,81 pg L™ para o haloperidol e fluoxetina
respectivamente.As amostras de agua do rio Belém foram analisadas de duas
formas, dopadas com padrdo grau analitico, e ndo dopadas com padréao todas
em triplicata. Em nenhuma das amostras ndo dopadas com padrdo
apresentaram concentracdes suficientes para que o método detectasse 0s
analitos. O efeito de matriz apresentou forte interferéncia nas analises, o que
impossibilitou também as andlises de algumas das amostras dopadas com

padréo.

Palavras chave: Psicofarmacos, fluoxetina, haloperidol, rios, contaminantes.



ABSTRACT

The worldwide consumption of drugs is enormous and they are already
classified as emerging contaminants. Owing its physical-chemical
characteristics, these molecules can resist to a range of conditions and thus
pollute rivers, affecting the environment and causing public health problems. In
Brazil, sewage containing drugs are discharge into rivers and this has been the
main cause of environment pollution. In the past decade, these pollutants have
caught the attention of researchers, since they are neither monitored nor
efficiently removed in wastewater treatment plants. In the present work we
evaluated the presence of two psychiatric drugs (haloperidol and fluoxetine) on
a Curitiba/PR river (Belem), which crosses the city from north to south and is
polluted mainly by household waste. A quantitative method via liquid
chromatography of high efficiency using column Waters XBridge 100mmx 2.1
mm, 5um particle size, and mobile phase of acetonitrile: 0.01M phosphate
buffer pH 3.50 (25:75 v:v) with detector diode array (DAD) for haloperidol and
fluorescence to fluoxetine was also optimized and validated. For analytes
extraction, EFS technique with Strata cartridges X was employed. The
validation of the analytical method was based on pre-determined parameters by
ANVISA, INMETRO and other papers on analytical validation. The method was
sensitive since the detection limits were low (0.14 pg L™ and 0.27 pg L™ for
haloperidol and fluoxetine, respectively). Quantification limits were 0.425 pg L™
and 0.81 pg L *for haloperidol and fluoxetine, respectively. Water samples from
Belem river were analyzed in triplicate and divided two ways: doped and not
doped with standard. Any of the undoped samples showed sufficient
concentration for the method to detect the analytes. The matrix effect exhibited
strong interference in the analysis, which did not allow the assessment of some
of the samples containing the standard solution.

Key words: Psychiatric drugs, fluoxetine, haloperidol, river, contaminants



LISTA DE ABREVIACOES

ACN - Acetonitrila

ANOVA - Andlise de variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
C18 - Octadecil

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DAD - Detector por Arranjo de Diodos

EFS - Extracdo em fase solida

ETE - Estacdo de Tratamento de Esgoto

FE - Fase Estacionaria

FL - Detector por Fluorescéncia

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade.
LD - Limite de deteccao

LQ - Limite de quantificacao

POPs - Poluentes organicos persistentes

SANEPAR - Companhia de Saneamento do Parana



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Trabalhos publicados na literatura envolvendo a deteccdo e

quantificacdo de residuos de farmacos no meio ambiente............ccccccvveereeeneee. 21

TABELA 2. Dados cromatograficos da literatura para a determinacdo de

fluoxetina € NalOPEIIOL..........uiiiiiiiiiee e 27
TABELA 3. Coordenadas geograficas dos 3 pontos de coleta.................cc..... 34

TABELA 4. Condicdes empregadas na avaliagdo da influéncia do pH na

extrag8o em fase SONUA...........couiiiiiiiiiii e 43

TABELA 5. Fatores e niveis do planejamento fatorial 2° testados para a
recuperacdo de fluoxetina e haloperidol em &gua acidificada pH 4.00,

empregando cartuchos Strata X..........ooooiiiiiiiiiiiiie e 44
TABELA 6. Melhores resultados para obtencdo da separacdo dos analitos...45
TABELA 7. LD e LQ que foram calculados.............uueeeiiiiiiiiiiiiiiiieieeiieiee 50

TABELA 8. Limites de deteccdo e quantificacdo encontrados para o método

(0107 0 1] {0 PSPPSR 50

TABELA 9. Coeficiente de variacdo referente as injecbes de triplicatas de
padrdes de 50, 500 e 1000ug L™ N0 MeSMO dia.........coveveveieeeeeeeeeeee e 51

TABELA10. Coeficiente de variacdo referente as injecdes de triplicatas de
padrdes de 50, 500 e 1000 pg L™ em trés dias diferentes.............coceeveeenn... 52

TABELA 11. Recuperacdes obtidas e o coeficiente de variacdo referente as

injecdes de triplicatas de padrées de 100 ug L™ ..o, 53

TABELA 12. Areas médias obtidas e o Coeficiente de Variacdo referente as

injecOes de triplicatas doS PAArBES..........ccoeiiiimmiiiieeiii e 53

TABELA 13. Recuperacédo dos cartuchos StrataX (500 mg, 3 mL) em diferentes
VAIOTES A PH...eeeiiiiii e 54



TABELA 14: Efeitos do solvente de eluicdo (Seuicao), do volume da amostra

(Vamostra) € da concentracdo (C) na recuperacédo da fluoxetina e haloperidol....54

TABELA 15. Efeitos principais e de interacdo entre os fatores otimizados pelo

planejamento fatorial 23............ccvovovivieeerecee e 55

TABELA 16. Recuperacdes encontradas na otimizacdo do volume de

(=T oT0] 0151 11 LU [>T SRS 58

TABELA 17.Recuperacdo dos farmacos em amostra contendo adigcdo de

padrao da primeira coleta nos 3 pontos do rio Belém.............cccccceeeiiiiiieeenneen. 59

TABELA 18.Recuperacdo dos farmacos em amostra contendo adicdo de

padrdo da segunda coleta nos 3 pontos do rio Belém.............ccccevvviiiiiiicennnnn. 60

TABELA 19. Recuperacdo dos farmacos em amostra contendo adicdo de

padrdo da terceira coleta nos 3 pontos do rio Belém............ccccoeeeeeeiiiiieeeeennn. 60
TABELA 20. Resultados obtidos na primeira coleta do rio Belém..................... 61
TABELA 21. Resultados obtidos na segunda coleta do rio Belém.................... 61

TABELA 22. Resultados obtidos na terceira coleta do rio Belém...................... 62



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Possiveis rotas de contaminacdo por farmacos no meio

AMDIENTE . 20
FIGURA 2. Molécula da FIUOXEtING...........ccueiiiiiiiiiiiieieiiiieeecee e 22
FIGURA 3. Molécula do Haloperidol.............ooeeuiiiiiiiiiieii e 24
FIGURA 4. Localizacéo da sub-bacia hidrografica do rio Belém...................... 29

FIGURA 5. Foto do primeiro ponto de coleta préximo a nascente do Rio

Bl 35
FIGURA 6. Foto do Segundo ponto de coleta............cccceeeeeieeeiiieeieeiieeeieeeeeiiis 36
FIGURA 7. Foto do Terceiro ponto de coleta ..........ccoeevvviiiiiiiieiiiiiccee e, 37

FIGURA 8. Cromatograma apresentando o tempo de retencdo da

B 1810 ) ([ T VTP 46

FIGURA 9. Cromatograma demonstrando o tempo de retencdo do

o E= T[] 01T 4o (o] AR TP PPPPPPPT 46
FIGURA 10. Curva analitica da FIUOXEtiNa.........oouueeeeeeeeeee e 47

FIGURA 11. Cromatogramas sobrepostos das diferentes concentracées do

oF=To = To o [T (U0 )t (] ] - 48
FIGURA 12. Curva analitica do Haloperidol.............ccccooeeiiiiieiiiiiiiiien, 48

FIGURA 13.Cromatogramas sobrepostos das diferentes concentracbes do

oF=To L= To o [T o (U0 )t (] ] = U 49

FIGURA 14. Interpretacdo geométrica dos efeitos significativos do
planejamento 2° para os resultados obtidos das recuperacbes do

[ F= 10T 01T 1 o (o ) PSPPSR 56

FIGURA 15. Interpretacdo geométrica dos efeitos significativos do

planejamento 22 para os resultados obtidos das recuperacoes da Fluoxetina..57



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1- Farmacos emergentes mais comuns como contaminantes



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 10
1.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt 12
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 12
2. REVISAO DA LITERATURA ....ooiiiiiieceee ettt 13
2.1 AGUA E POLUICAOD ..ottt ettt 13
2.2 FARMAGCOS ...ttt ettt et e et e teete et etenee e, 14
2.3 FARMACOS COMO CONTAMINANTES AMBIENTAIS EMERGENTES . 15
2.4 FARMACOS PSICOTROPICOS ......oooveieiieceeeeeeeeee e, 17
2.5 OCORRENCIA DE RESIDUOS DE FARMACOS NO MEIO AMBIENTE... 19
2.6 FLUOXETINA COMO POLUENTE ....coooviiiiiieiecieee e 22
2.7 HALOPERIDOL .....ocviiviieeceeceeeeee ettt ettt nte e eae e enens 24
2.8 DETERMINACAO DE MICROPOLUENTES POR ANALISE
CROMATOGRAFICA ..ottt ettt 25
2.9 RIOBELEM......oviiieeceeeeeeeee ettt ettt ettt 27
2.10 EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA (EFS).....coiiiiiieeiee e, 29
2.11 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS.......c.cccceveeerennee. 30
2.11.1 Curva analitica e linearidade.............ccoooevuviiiiiiiiiiie e, 31
2.11.2 Limite de quantificagdo e limite de deteCcGao..............uvvvvrernrrnnnnnnnns 32
N I R e 110 = Lo 32
A I N Yo 1Y o T 33
3. MATERIAL E METODOS .....oiiviiieiiiie ettt 34
3.1 LOCAL DE ESTUDO ......oocuiiiiiiieieiee e ee ettt 34
3.2 AMOSTRAGEM ..ottt 37
3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS .....ooviiiiiiiiieeeecee e, 37
3.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO.......cccciiiiiiiieieee e, 38
3.5 FARMACOS ESCOLHIDOS.......oooviiiiiiececieeeeeeee e, 38
3.6 PADROES E REAGENTES ....ooviiiiiiiieecie ettt 39
3.7 PREPARO DE SOLUCOES .......ccooiiieeeeeeeeee e, 39
3.8 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO E DE EXTRACAO DO
HALOPERIDOL E FLUOXETINA ......ooitiiteiieeieeeeee et 40
B9 LINEARIDADE ......oooviiviieeceecee ettt 40
3.10 LIMITE DE DETECCAO DO METODO (LD) ....ocoviiviciiiiececieeeeeee e, 41
3.11 LIMITE DE QUANTIFICACAO DO METODO (LQ) ...ocovvvvvieeieeieeieeeeeee, 42

B.A2 PRECISAOD ..o ettt 42



3.13 VALIDACAO DO METODO DE EXTRACAO (EXATIDAO)...................... 42

3.14 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA........ccooiiieiiieiiisee e 43
3.14.1 InfluENCia dO PH...cooiiiiiiiiiiiii 43
3.14.2 Condicionamento para estabelecer qual a melhor concentracao,
volume de amostra, solvente de eluicdo e volume de reconstituicédo........ 43

4. RESULTADOS E DISCUSSAO ...t 45

4.1 CONDICOES CRQMATOGRAFICAS OTIMIZACAO NO AGILENT 1260

PARA DETERMINACAO DOS ANALITOS ... 45

4.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO E DE EXTRACAO .......c.ccvueeee. a7

2 R I == g o = o P 47
4.2.2 Limite de deteccdo e quantifiCagao ............eevvvvvvviiiiiiiiieeiiiieeiieeennn. 49
e o (= Tor 1T o L 51
4.2.3.1 Repetibilidade ensaio (intra-dia).............cceeeeveveiiiiiiiieeeeceeeeiinn, 51
4.2.3.2 ENSAIO INTEF TIa......uuniiiiiiiie e 51
O € 1 [ = o L 52
4.2.5 RODUSEEZ ...ttt e e e e e e eaaans 53

4.3 INFLUENCIA DO pH NA OTIMIZACAO DO SPE .....cocovoeveeeeeeeeeeenes 53

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL 23 ... oot 54

4.5 OTIMIZACAO DO VOLUME DE RECONSTITUICAO.......cccceeveeveeieceenene 57

4.6 MELHORES CONDICOES DE PRE-CONCENTRACAO........cccccveeerennn 58

4.7 ANALISE DAS AMOSTRAS DE AGUA DO RIO BELEM.........ccccoevevennane. 59

4.8 AMOSTRAS COM ADICAO DE PADRAO ......cccoveeeeiecieeeceeeeeee e 59

4.9 DETERMINAC}AO}DE CLORIDRATO DE FLUOXETII\JA E HALOPERIDOL

EM AMOSTRAS DE AGUAS COLETADAS NO RIO BELEM.............ccccuvnneee. 61

5. CONCLUSOES .......ootiiiiiiiieteietee ettt 63

REFERENCIAS ... e, 64



10

1. INTRODUCAO

Os poluentes organicos persistentes sdo substancias quimicas naturais
ou artificiais que podem permanecer no meio ambiente por muito tempo.
Possuem propriedades que em sua maioria podem acumular-se nos
organismos vivos, incluindo o homem. Essa bioacumulacdo e bioamplificacdo
ocorrem através de propriedades fisico-quimicas de suas moléculas, fazendo
com que ndo sejam degradadas resistindo aos diversos tipos de ambientes
(GUl et al., 2014; LE et al., 2014).

O crescimento populacional e a consequente ampliagdo das atividades
industriais e agropecuarias a fim de supri-lo promoveu nas ultimas décadas um
aumento exacerbado da poluicdo ambiental, especialmente dos recursos
hidricos, uma vez que aguas de rios e mares sao 0s principais dispersores de
residuos associados essencialmente ao despejo de esgotos urbanos e
industriais (HILTON et al., 2003; SILVA et al., 2011)

A producao e utilizacdo agricola ou industrial de forma intensa destes
compostos durante décadas levaram a contaminacdo generalizada do meio
ambiente (BALLESTEROS et al., 2014).Isso vem ocorrendo pela grande
quantidade em que sao produzidos e pela exigéncia de novos materiais que
vem sendo desenvolvidos, muitas vezes sem o conhecimento se 0 mesmo
possui caracteristicas para tornarem-se poluidores organicos persistentes
(FENSTAD et al., 2014).

Sdo incluidos como poluentes organicos persistentes diversas
substancias, como os produtos quimicos industriais, retardadores de chama
bromados, bifenilas policloradas, compostos perfluorados, subprodutos de
processos industriais como o hexaclorobenzeno e dioxinas, pesticidas como o
dicloro difenil tricloroetano e outros. Todos possuem diferentes graus de
resisténcia a biodegradacdo (FENSTAD et al., 2014).

Nas ultimas décadas houve um aumento consideravel da preocupacgéo
com o0s poluentes organicos persistentes, pois estudos demonstram o0 seu
grande poder toxico, prejudicial para animais que estdo sendo expostos a
essas substancias. Esses animais tem apresentado mudancas
comportamentais e fisicas, levando muitos deles a extin¢cdo, principalmente
animais aquaticos (MWANAMOKI et al., 2014).
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Varios meios naturais transportam esses poluentes para as mais
diversas areas do mundo. O transporte atmosférico de longo alcance é uma
das principais vias que transportam poluentes persistentes para lugares
extremamente longe da origem das mesmas (GARRISON et al., 2014).
Contudo, o meio aquatico é o principal responsavel por levar esses
contaminantes em maiores quantidades, para lugares até entdo isentos dessas
substancias (MWANAMOKI et al., 2014).

Nos ultimos anos, agéncias ambientais regulatérias de alguns paises
desenvolvidos vém buscando desenvolver procedimentos de controle de
substancias poluentes potencialmente téxicas ao meio ambiente e também a
saude humana. Dessa forma, o monitoramento de poluentes organicos em
baixissimas concentracdes, normalmente na faixa de mg.L* a ng.L™?, vem
ganhando cada vez mais importancia (SILVA et al., 2011).

A evolucéo cientifica vem fornecendo técnicas analiticas cada vez mais
eficientes, embasadas essencialmente na pré-concentracdo e na
cromatografia, de modo que a pesquisa ambiental tem voltado o olhar para os
micropoluentes, permitindo sua determinacdo das mais diversas matrizes
ambientais, como aguas, efluentes, solos e emissfes gasosas (MWANAMOKI
et al., 2014).

Contaminacao de rios por esses poluentes vem sendo uma preocupacao
mundial, pois as aguas residuais das cidades sédo lancadas em afluentes, e
esta agua residual possui diversos tipos de substancias persistentes de
utiizacdo humana, como detergentes, produtos cosméticos, farmacos,
metabodlitos de farmacos e outros. Por mais que sejam encontrados em
pequenas quantidades, vado apresentar toxicidade ao meio, sendo essas
substancias sdo chamadas de micropoluentes (BILA, DEZOTTI, 2003).

A inexisténcia de dados em relagdo a ocorréncia de farmacos
psicotropicos nas aguas superficiais na cidade de Curitiba-PR justifica a
importancia que esse trabalho tem de desenvolver um método analitico capaz

de detectar dois poluentes emergentes.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e quantificar na agua do Rio Belém em Curitiba a presenca de

cloridrato de fluoxetina e haloperidol.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a extragcdo, concentragcdo e quantificagdo de Fluoxetina e
Haloperidol na 4gua do rio Belém em Curitiba-PR;

Validar os parametros de linearidade, limite de quantificacdo (LQ), limite
de deteccdo (LD), robustez, precisdo e exatiddo do método analitico
para determinacdo da fluoxetina, e do haloperidol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Determinar as condicbes ideais para extracdo, identificacdo e
quantificacdo de fluoxetina e haloperidol em amostras aguosas por
extracdo em fase solida (EFS);

Contribuir com as acdes dos servi¢cos de saude publica e meio ambiente

por meio das informacg@es obtidas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGUA E POLUICAO

O crescimento das cidades vem aumentando muito, chegando a saturar
a carga poluidora dos efluentes, o que tem mudado conceitos que predominam
durante séculos de que a 4gua sempre esteve a disposicdo do homem em
quantidade infinita e que também se tratava de um recurso natural auto-
sustentavel (PHILIPPI, 2005).

Contudo, a maioria da agua disponivel no mundo ndo pode ser
consumida e nem usada na agricultura, pois 97% dela encontra-se na agua do
mar. Trés quartos da dgua doce esté fora do alcance dos homens, pois estdo
localizados em geleiras e nas calotas polares (BAIRD, 2002).

Rios e lagos séo os principais fornecedores de agua para os homens,
representando menos de 0,01% do suprimento total de agua existente no
planeta. Estima-se que aproximadamente 2,89 bilhdes de m3/ano de esgotos
sanitarios sdo despejados diretamente nos corpos de &gua pelas redes
coletoras de esgoto em areas urbanizadas, sem tratamento (ANA, 2009;
BAIRD, 2002).

Algumas estacdes de tratamento de agua brasileiras ndo conseguem
tratar toda agua que exige sua demanda. Isso ocorre pelo grande consumo de
agua pela populacdo e sua ma distribuicdo, gerando escassez da mesma para
muitos seres vivos (COSTA, 2007).

by

Devido a sua constante interacdo com o comportamento humano,
ambientes aquaticos, ao longo do tempo, tém se tornado sistemas cada vez
mais complexos, pois apresentam substancias que jamais apareceriam
naturalmente. Substancias essas que podem estar dissolvidas, suspensas,
adsorvidas e sedimentadas. Essas substancias contaminam o meio ambiente
aquatico por diferentes fontes, como efluentes industriais e 0 escoamento
superficial urbano e rural (GIORDANO, 1999).
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Determinados ensaios quimicos podem fornecer informacgdes relevantes,
como fontes e estagios de poluicdo e potencial do metabolismo bioldgico
presente nos corpos hidricos (VOGT et al.,, 1998). Diante disso, quando se
estuda a qualidade dos corpos hidricos, faz-se necessario a realizacdo de uma

série de determinacdes analiticas.

A escassez e a poluicdo dos recursos hidricos tém diversas
consequéncias sociais, econdmicas e ambientais negativas, uma vez que: nao
contribuem com a diluicdo de poluentes, comprometendo o equilibrio dos
ecossistemas, dificultando a preservacdo da biodiversidade, provocando
doencas devido a falta ou ma qualidade da agua, prejudicando as propostas
paisagisticas, assim como as atividades de recreacédo e lazer, comprometendo

o desenvolvimento industrial, da agricultura e da pesca (PHILIPPI, 2005).

2.2 FARMACOS

O termo farmaco define as substancias responsaveis pela modulacéo
fisiologica ou acdo farmacoldgica, amplamente utilizados para curar ou
diagnosticar, realizar o tratamento de sintomas e prevencdo de doencas.
Podem ser usados para diversas finalidades como: fornecer elementos que nao
estdo em equilibrio em organismos como as vitaminas e sais minerais;
combater infec¢Bes, bloqueio temporario de uma acdo fisiolégica normal,
corrigir funcdes desreguladas e desintoxicar os organismos (SUCHARA, 2007).

Os farmacos sdo desenvolvidos e utilizados por suas atividades
bioldgicas especificas, e sua classificacdo € realizada de acordo com a sua
finalidade, por exemplo: antibiéticos, analgésicos, antineoplasicos,
antialérgicos, anti-inflamatorios, contraste de raios X, dentre outros (KHETAN
et al., 2007; SUCHARA, 2007).

A maioria dos farmacos disponiveis atualmente séo de origem sintética,
representando uma grande parcela no mercado farmacéutico, com um valor
monetério estimado em cerca de 390 bilhdes de ddlares no ano 2000. No ano

de 1991, 866 farmacos eram utilizados em farmacoterapias, dos quais 79% ja
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eram de origem sintética, 0s outros correspondem a produtos semi-sintéticos
ou de origem natural (MENEGATTI, 2001).

No século XIX a grande parcela dos farmacos era obtida de forma
natural e ndo tinham natureza e nem estrutura quimica conhecida. No inicio do
século XX foram introduzidas no mercado 0s primeiros barbitdricos, os
derivados arsenicais e a insulina. Antes dos anos 40 foram descobertas a
estreptomicina, clortetraciclina, cloranfenicol e a famosa penicilina. Mais foi
apos os anos 40 que ocorreu a introdugcdo exacerbada de novos farmacos ao
mercado, e por isso ocorreu cura de doencas infecciosas em casos que jamais

pensariam que houvesse a possibilidade de acontecer (ROZENFELD, 1988).

2.3 FARMACOS COMO CONTAMINANTES AMBIENTAIS EMERGENTES

A poluicdo de corpos d’agua por produtos farmacéuticos, cosméticos e
de higiene pessoal € denominada poluicdo por poluentes emergentes. Ha
pouco tempo atrds pensava-se que a contaminagdo da A&gua estava
relacionada apenas com a contaminacdo microbiolégica e por dejetos
industriais (ONESIOS et al., 2009).

Esses contaminantes novos estdo ganhando bastante importancia, pois
além de estarem no meio ambiente por um longo tempo, sua presenca esta
sendo elucidada agora. O grande interesse na determinacdo desses
contaminantes ocorre pelo motivo de nao possuirem legislacdes que o0s
regulamentam na qualidade da agua, estando assim abertos a serem
classificados e regulamentados pela legislacdo, necessitando para isso de
estudos sobre os reais potencias toxicolégicos ao meio ambiente e a saude
humana (SUCHARA, 2007).

Dentro da grande familia de poluentes emergentes vale ressaltar a
preocupacao com o potencial poluente dos compostos farmacéuticos, uma vez
gue com o0 aumento populacional, com o0 avan¢o da medicina bem como 0 uso
irracional devido a automedicagdo, o consumo de farmacos tem-se tornado
cada vez maior (KOT-WASIK et al., 2007).
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Na maioria dos paises desenvolvidos, ocorre 0 aumento da producédo de
farmacos, e também seu uso de forma deliberada pela populacdo. Em certos
casos essa utilizacdo é tdo alta que ultrapassa em quantidade o uso de outros
compostos organicos usados de forma excessiva, como os pesticidas (KOT-
WASIK et al., 2007).

Poluicbes das aguas por farmacos ja sdo reconhecidas atualmente e ja
se tornaram uma preocupagdo ambiental mundial, pois farmacos sé&o
moléculas complexas, e o consumo das mesmas é exorbitante. Na Uniéo
Européia cerca de 3.000 substancias diferentes sdo usadas como ingredientes
farmacéuticos, estando entre esses 0s antidepressivos, reguladores de
lipideos, anticoncepcionais, analgésicos, antibiéticos, hipoglicemiantes e
outros. Esses farmacos estéo classificados em varios grupos terapéuticos com
diversas propriedades fisico-quimicas, agcdo ambiental, estruturas quimicas, e
particularidades como persisténcia em ambiente aquatico (RICHARDSON,
2007; SUCHARA, 2007).

Necessariamente o volume de producdo de um determinado farmaco
ndo é preocupante, mas caso sua persisténcia no ambiente aquético seja
detectada, sua importancia se eleva e muito para ser determinado sua
toxicidade e alto potencial para apresentar efeitos em certas funcdes
bioldgicas, como a reproducéo dos seres aquaticos. O Quadro 1 apresenta os
farmacos emergentes que causam maiores contaminacdes e preocupacdes

para o meio ambiente (KHETAN et al., 2007; PAVLOVIC et al., 2007).
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QUADRO 1. Farmacos emergentes mais comuns como contaminantes

CLASSES TERAPEUTICAS FARMACOS

B-lactamicos Amoxicilina, benzilpenicilina
Macrolideos Eritromicina, azitromicina
Sulfonamidas Sulfametazina, sulfadiazina
Tetraciclinas Tetraciclina
Antiinflamatdrios néo esteroidais Ibuprofeno, diclofenaco
Antidepressivo Fluoxetina

Hormonios Estriol, dietilestilbestrol

Fonte: O autor (2016), adaptado de KHETAN et al, 2007; PAVLOVIC et al.,
2007

A grande preocupacao é de que estes compostos, que foram concebidos
para terem efeitos bioldgicos especificos, atinjam organismos nao-alvo, bem
como cheguem ao consumo humano, uma vez que, de modo geral, os
processos de tratamento de esgoto e de Agua para 0 consumo nao apresentam
como foco a remocdo desses poluentes. A exposicdo continua pode
desencadear efeitos toxicoldgicos adversos a saide humana e aos organismos
aquaticos, como desregulacdo enddcrina e do sistema reprodutivo humano e
animal, distrbios metabdlicos, além da inducédo de bactérias mais resistentes
(TESSARO et al., 2013).

2.4 FARMACOS PSICOTROPICOS

Essencialmente existem quatro categorias principais de substancias
psicotropicas: 0s ansioliticos, como o0s benzodiazepinicos, usados e
tratamentos para ansiedade (diazepam); os antidepressivos como a fluoxetina;
os estabilizantes de humor, e 0s antipsicoticos ou neurolépticos, muito usado

em casos de doencas psiquiatricas graves, como o haloperidol (FORTE, 2007).
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Devido a automedicacdo e a prescricdo excessiva pelos meédicos, em
especial dos ansioliticos e dos antidepressivos, o consumo de farmacos de uso
psiquiatrico tem se descontrolado e vem se tornando um problema de saude
publica (LARANJEIRA, 2012).

A fluoxetina é um dos medicamentos antidepressivos mais prescritos no
Brasil e no mundo, devido especialmente a evidéncias de atuacdo na reducéo
de peso. O Parana foi classificado como o quarto maior estado consumidor per
capita de produtos industrializados a base de cloridrato de fluoxetina em 2009,
segundo estudo divulgado pelo Sistema Nacional de Gerenciamento de
Produtos Controlados — SNGPC. Em 2011, Curitiba também assumiu a quarta
posi¢cdo no consumo de fluoxetina dentre as capitais brasileiras, ficando atras
apenas de Vitoria, Belo Horizonte e Goiania (ANVISA, 2009).

O consumo crescente apresenta risco ao meio ambiente devido ao
descarte inapropriado e a falta de regulamentacdo ambiental que implica no
escasso monitoramento desses compostos em esgotos e matrizes ambientais.
Como conseqléncia, a presenca de farmacos de diversas classes em recurso
hidrico, até mesmo em &aguas para o consumo humano, vem sendo relatada
em diversos paises (GAFFNEYA et al., 2014).

Recentemente houve um crescimento significativo em pesquisas na
Europa e na América do Norte a fim de definir os riscos potenciais associados
a exposicdo a produtos farmacéuticos presentes em recursos hidricos,

essencialmente em agua doce (GAW et al., 2014).

Somente na Europa ja foram detectadas mais de 300 compostos
farmacéuticos e seus metabolitos em diversas matrizes ambientais. Outros 52
paises detectaram a presenca de farmacos no meio ambiente, sendo as aguas
residuais urbanas a principal fonte de dispersdo desses poluentes. Farmacos
como a carbamazepina, o naproxeno e o sulfametoxazol ja foram detectados
em aguas superficiais e para o consumo em mais de 29 paises (GAW et al.,
2014).

A exposicdo continua a baixas concentragbes de medicamentos

psicoativos como antidepressivos e antipsicoticos ainda € alvo de investigagéo
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cientifica, contudo estudos revelam que esses compostos afetam os
organismos aquaticos, implicando, muitas vezes, em efeitos semelhantes aos
do neurotransmissor serotonina, que regula grande variedade de sistemas
fisiolégicos como a vasoconstricdo em peixes e a reproducdo de moluscos.
Além disso, existe a preocupacéo com a possivel bioacumulacdo, uma vez que
os medicamentos sdo formulados para serem persistentes até que sua funcéo
seja desempenhada. A exposicdo cronica pode levar a alteracdes no
comportamento humano dentre outros efeitos adversos (LAJEUNESSE et al.,
2008; GAFFNEYA et al., 2014; FENT et al., 2006) .

Tais antecedentes refletem a necessidade de se monitorar a presenca
de farmacos psicotrépicos no meio ambiente, o que implica na necessidade de
se estabelecer metodologias para quantificacdo de baixas concentracoes

destes compostos em matrizes ambientais de relevancia.

2.5 OCORRENCIA DE RESIDUOS DE FARMACOS NO MEIO AMBIENTE

ApGs a pessoa ou um animal consumir um medicamento, o farmaco que
estava diluido junto com outros adjuvantes farmacéuticos € absorvido,
distribuido, biotransformado, e por fim excretado tanto na forma original quanto
na forma de metabdlitos. Muitas dessas substancias sédo persistentes, e por
inUmeras rotas, chegam as estacdes de tratamento de esgoto (TAMBOSI,

2010; KOT-WASIK et al., 2007; DAUGHTON et al., 1999).

Nas estacdes de tratamento de esgoto ndo ha degradacdo desses
farmacos persistentes, e consequentemente os mesmos sdo lancados nos
corpos d’agua, resultando na contaminacao de lagos, rios, lengdis subterraneos
e estuarios. Nesse processo de tratamento de esgoto é formado o lodo que &
lancado em campos agricolas, quando ndo tratado e estabilizado, causa
contaminagcdo no solo, nas &guas superficiais e percolacdo para &agua
subterranea (DAUGHTON et al., 1999).
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FIGURA 1. Possiveis rotas de contaminacdo por farmacos no meio ambiente
(BILA et al., 2003)

Existem varios estudos em diferentes paises (Japdo, Espanha,
Inglaterra, Escdcia, Polénia e outros) do mundo sobre a deteccdo de farmacos
em diversas matrizes, sendo as mesmas muito complexas como efluentes,
afluentes de estacdo de tratamento de esgoto e agua de superficie. Na tabela

1 alguns desses trabalhos estdo expostos de forma resumida.

No Brasil esses estudos ainda sdo escassos. No estado do Rio de
Janeiro, foi desenvolvido um método para encontrar residuos de anti-
inflamatdrios, reguladores de lipideos e seus metabdlitos em efluentes de
estacdo de tratamento de esgoto. Nessa amostra conseguiram detectar
concentracfes de 0,1 a 1 PPB, e em aguas de rios encontraram concentracoes
entre 0,02 a 0,04PPB (STUMPF et al., 1997).
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TABELA 1. Trabalhos publicados na literatura envolvendo a deteccdo e

quantificacdo de residuos de farmacos no meio ambiente.

Farmaco Concentracdo Amostra Pais Referéncia
emug L™
Sulfonamidas 0,00005- Agua de Espanha  GARCIA-
0,0539 superficie de GALAN, 2010
rio
Cafeina, Atenolol, Agua do mar  Suécia MAGNER, 2010
Metoprolol, Oxazepan, 0,007-1,16
Carbamazepina,
Cetoprofeno, Naproxeno,
Ibuprofeno e Diclofenaco
Naproxeno, Ibuprofeno, 0,001-0,121 Agua do mar Cingapura WU, 2010
Diclofenaco e Genfibrozila
Paracetamol, Dipirona, Somente acido Agua de rio Polbnia BARANOXSICA,
Acido Salicilico, Carvedilol, salicilico foi 2009
Cetoprofeno, Prednisolona, detectado e
Dexametasona, Carvedilol, quantificado:
Cloridrato de Propranolol e 9,55
Tartarato de Metoprolol.
Atenolol, Cloridrato de 0,0008-0,019 Agua de Franca VULLIET, 2009
Fluoxetina, Sulfametoxazol, torneira
Diclofenaco, Levonorgestrel
Testosterona e Trilosina 0,0002-0,071 Agua de Franca VULLIET, 2009
(uso veterinario) efluente e
afluente.
Domperidona, 0,612-0,143 Agua de Bélgica STEENES, 2008
Prepiconazole, Itraconazol, efluente e
Rabeprazol, Miconazol, afluente
Cetoconazol, Miconazol,
Cinarizina e Flubendazol
Bezafibrato, Cafeina, 9,172-2,478 Agua de Irlanda LCEY, 2008.
Carbamazepina, Clotrimazol, efluente e
Diclofenaco e Furosemida. afluente

FONTE: O autor (2016).

Ternes et al

(1997) determinaram em Penha-RJ estrogénios e

contraceptivos em estacOes de tratamento de esgotos, nas concentragdes de
0,021 e 0,040 PPB respectivamente.

Foi desenvolvido no estado de Santa Catarina por Suchara et al, em

2008, um método para verificar a presenca de varios farmacos em efluente de

esgoto. Infelizmente o método ndo apresentou sensibilidade suficiente para

detectar nenhum dos farmacos procurados.
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Em outro estudo realizado em amostras de agua potavel na cidade de
Campinas-SP, o composto bisfenol foi encontrado na concentracdo de
0,16PPB, e cafeina na concentracéo de 0,22 PPB (SODRE et al., 2010 )

Sodré et al (2010) determinaram métodos para a deteccdo em amostras
de aguas superficiais de amoxicilina, ampicilina, cefalexina, ciprofloxacino,
norfloxacino, sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprim. Os mesmos foram

encontrados em baixissimas concentracdes.

2.6 FLUOXETINA COMO POLUENTE

FIGURA 2. Molécula da Fluoxetina
FONTE: BANKDRUG (2015)

e Nome quimico N-metil-3-fenil-3-[4[-(trifluorometil) fenoxi] propan-
1- Amina

e Classe: antidepressivo

e Formula Molecular: C17H18F3NO

e MassaMolar: 309,33g/mol

e Log Kow: 3,82

e PKa:8,7

A fluoxetina € um farmaco psicotropico potente, utilizado ha mais de 25

anos. Seu mecanismo de acdo € como um inibidor direto e seletivo da
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recaptacdo da serotonina, bloqueando a membrana plasmatica do
transportador do mesmo, assim deixando o neurotransmissor livre na fenda
sinaptica. (KIERSCH et al., 2010).

Inibidores da recaptagdo de serotonina s&do atualmente o0s
medicamentos antidepressivos mais prescritos em todo mundo, sendo a
fluoxetina um destes medicamentos mais comumente utilizados (KIERSCH et
al., 2010) (SUMPTER et al., 2014). Por esta razao, a fluoxetina rapidamente se
tornou um dos medicamentos mais importantes no campo da medicina,
apresentando um crescente namero de disturbios por ela tratados, variando de
depressdo, obsessbes até a ansiedade, por isso 0 seu consumo anual vem
aumentando (KIERSCH et al., 2010).

Atualmente, outras grandes areas vém estudando a fluoxetina, pois sua
crescente utilizagdo em todo o mundo vem trazendo outras consequéncias, e
uma preocupacdo crescente para a biologia, quimica ambiental e toxicologia
aguatica. O seu uso difundido em diversos paises € responsavel pela sua
presenca no ambiente aquatico, sendo encontrado principalmente em rios
préximos a grandes cidades (FRANZELLITTI et al,. 2014, HAZEILTON et
al,.2014, POl et al,. 2014).

EstacOes de tratamento de esgoto sdo apontadas como as principais
vias de contaminacdo de fluoxetina em sistemas de agua doce. Como uma
grande parte deste medicamento é ingerido e consequentemente excretado
pelo corpo humano ou descartado de maneira incorreta, de forma indireta
chega em sistemas de tratamento de esgoto. Estes compostos ndo séo
completamente eliminados nas estacfes de tratamento de aguas residuais

sendo expulsos com o efluente em rios (DZIEWECZYNSKI et al,. 2012).

Um estudo realizado por Gardner et al (2012) constatou que em rios do
Reino Unido que estavam altamente impactados pelas aguas de esgoto, e que
apresentavam pouca vazao, apresentaram concentracdes de dezenas de ng.L
! estando dessa forma muitos organismos aquaticos expostos de forma

cronica a este farmaco,
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podendo estar sofrendo algum tipo de toxicidade.Existem muitos relatos sobre

a toxicidade da fluoxetina em baixas concentragdes em peixes.

Joel Weinberger Il realizou varios ensaios com peixes, e concluiu que a
fluoxetina apresentou grandes impactos comportamentais, principalmente em
sua reproducdo. Também verificou que sua toxicidade é dose dependente, e
atinge de forma intensa os machos, mas se o0s peixes forem retirados da
exposicdo a fluoxetina, o0s mesmos voltam a ter comportamentos normais ao
grupo controle (WEINBERGER et al,. 2014)

2.7 HALOPERIDOL

FIGURA 3. Molécula do Haloperidol.
FONTE: BANKDRUG (2015)

e Nome quimico:a IUPAC 4-(4-(4-clorofenil)-4-hidroxipiperidin-1-il)-
1- (4-fluorofenil)butan-1-ona

e Classe: Antipsicotico

e Formula Molecular:C;1H23CIFNO;

e Massa Molar: 375,85g/mol

e LogKow: 4,3

e PKa: 8,66

Perto da década de 50 ocorreu um marco na farmacoterapia psiquiatrica,
pois foram implantados para o tratamento da esquizofrenia os medicamentos

antipsicoticos classicos, alcancando resultados jamais esperados para 0


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X13002737
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prognoéstico de diversas patologias do sistema nervoso central. O principal
representante deste grupo de farmacos foi a clorpromazina. Apos certo tempo
outros antipsicoticos classicos foram sintetizados, como as butirofenonas,

classe na qual o haloperidol se encontra (BENNET et al., 1996).

As butirofenonas tiveram seu perfil farmacoldégico desvendado
totalmente ao acaso, pois na tentativa de aumentar a atividade analgésica da
meperidina, sintetizaram anélogos nor-meperidinicos, assim chegaram aos
analogos propiofenonicos, que tem 200 vezes mais o poder de analgesia que a
meperidina. E em paralelo outro composto foi sintetizado, o haloperidol que
apresentou acdes farmacologicas parecidas com a clorpromazina (BENNET et
al., 1996).

O haloperidol tem propriedades neurolépticas e antipsicoticas sendo
muito utilizado na farmacoterapia da esquizofrenia e também em estados
psicoticos parecidos. O haloperidol apresenta efeitos adversos ao ser humano
como a maioria dos farmacos existentes, mas seus efeitos sdo gravissimos,
pois o paciente pode apresentar hipotensao e anormalidades na fungcdo motora
(BENNET et al., 1996).

2.8 DETERMINACAO DE  MICROPOLUENTES POR  ANALISE
CROMATOGRAFICA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica de
separacdo extremamente versatil, permitindo analises qualitativas e
quantitativas de uma vasta gama de substadncias em um curto intervalo de
tempo (NOGUEIRA et al., 2011)

De modo automatizado e apresentando elevada resolucéo, eficiéncia e
principalmente sensibilidade. Esta técnica é vastamente empregada na
indUstria e em laboratérios de analise e pesquisa, e suas caracteristicas vem
fazendo com que seja uma importante ferramenta para analises ambientais
(NOGUEIRA et al., 2011).
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A baixa concentracdo dos analitos de interesse bem como a
complexidade das matrizes ambientais fazem com que o uso de técnicas de
pré-concentracdo seguida de analise cromatogréafica, especialmente associada
a deteccdo de massas, seja cada vez mais frequente no monitoramento de
micropoluentes. Apesar de ser muito eficaz para andlises simultaneas de
muitos contaminantes, a deteccdo por massas apresenta elevado custo de
equipamento e manuten¢ao, de modo que a deteccdo de compostos organicos
por ultravioleta se apresenta como uma alternativa menos dispendiosa e com
sensibilidade satisfatoria, permitindo analises ambientais com o propdsito de
triagem com limites de deteccdo na faixa de contracdo de pg L™ (SILVA,
COLLINS, 2011).

Diversos estudos relatam métodos para determinacdo simultanea de
farmacos polares via cromatografia liquida de fase reversa. Essencialmente
colunas C18 vém sendo utilizada no monitoramento com diversos métodos de
deteccdo. As fases mobveis mais utilizadas sdo metanol:agua ou
acetonitrila:dgua, com ajuste da forca cromatografica até obtencdo da
separacdo adequada das bandas de eluicdo. A adicdo de modificadores e
tampdes permite o ajuste do pH do meio favorecendo a ionizacédo dos analitos,
buscando uma melhor interacdo com a fase mével e a fase estacionaria
(SILVA, COLLINS, 2011).

Na tabela 2 encontram-se informacdes sobre 2 trabalhos que

determinaram caracteristicas dos farmacos de interesse
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TABELA 2. Dados cromatograficos da literatura para a determinacdo de

fluoxetina e haloperidol.

Haloperidol Fluoxetina
Referéncias ALl et al., 2005 SILVA et al., 2008
Matrizes Preparacdes Plasma humano
Farmacéuticas

Fase estacionéria
Dimenséo da particula
Dimensbes da coluna
pH

Volume de injecéo
Fluxo

Temperatura

Detector

Método de separacdo

Fase reversa

5 um

250 mm x 4,6 mm
3,0

20 pL

1mL min™

30°C

DAD a 230 nm

Isocratico

Fase reversa
5um

250 mm x 4,0 mm
3,8

50 pL

1mL min™

25°C

DAD a 230nm

Isocréatico

FONTE: O autor (2016)

2.9 RIO BELEM

A Bacia Hidrografica do rio Belém é uma bacia curitibana, constituindo-

se como manancial superficial para diversos usos. O Rio Belém nasce e

desagua no municipio de Curitiba (Parana, Brasil). Sua nascente localiza-se no

bairro Cachoeira, e sua foz — junto ao rio Iguagu — no bairro Boqueirdo
(ANDREOLLI, 2000; IAP, 2005).

E o principal rio da bacia hidrogréafica do Rio Belém, uma das 39 sub-

bacias hidrograficas do Alto Iguacu e uma das 6 bacias hidrogréaficas que

banham Curitiba. Possui aproximadamente 17,13 km de extensédo e tem como
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afluentes os rios: Agua Verde, Fanny, Ivo e Parolin (ANDREOLI, 2000; IAP,
2005).

A bacia do Rio Belém abrange aproximadamente 87,80 km?de area
drenada. Banha uma area intensamente urbanizada, um dos principais motivos
pelos quais o Rio Belém foi “quase que totalmente canalizado para dar espago
a construgdes” (IAP, 2009), e para minimizar problemas com enchentes em
algumas areas urbanas, como no caso de uma das principais ruas de Curitiba,
a Mariano Torres (ANDREOLLI, 2000; IAP, 2005).

Sua area de drenagem representa cerca de 20% da area do Municipio
de Curitiba e abriga aproximadamente 50% de sua populacdo. Engloba os
principais bairros da cidade, entre eles o centro e 0s principais pontos notaveis
naturais e arquitetobnicos que tem representado a Cidade de Curitiba,
conferindo-lhe uma grande importancia simbdlica, consideradas as dimensdes
geografica, social, econémica e cultural (IAP, 2005). Entretanto, o estado de
conservacao das suas aguas ndo esta a altura da sua importancia simbdlica,
estando poluidas e contaminadas, primordialmente, por esgotos domésticos e
residuos sélidos. Estima-se que cerca de 90% da poluicdo das aguas do rio
Belém é originaria de esgotos domésticos, e 10% se origina a partir de
efluentes industriais (SUDERHSA, 1998; IAP, 2005).

A figura 4 expde o mapa hidrogréafico do rio Belém, e também mostra

alguns pontos em relagao a sua poluicao.
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Y, Curitiba

‘} Bacia do

FIGURA 4. Localizacdo da sub-bacia hidrogréafica do rio Belém.

NOTA: Roxo: poluido, Laranja: muito poluido, Vermelho: extremamente poluido

2.10 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (EFS)

A extracdo em fase sélida é uma opcdo comumente utilizada para
conseguir retirar analitos de matrizes aguosas complexas. Com essa técnica é
possivel extrair e pré-concentrar o analito em estudo (KOSTOPOULOU et al.,
2008; SUCHARA, 2008; METCALFE et al., 2003; WEIGEL et al., 2004; LIU,
ZHOU, WILDING 2004; JOSS et al., 2005; PETROVIC et al., 2005).

Esse tipo de extracdo apresenta elevado custo, pois é preciso solventes
especificos e mais ainda a aquisicdo dos cartuchos que irdo extrair os analitos
de interesse. Porém, com ela é possivel conseguir excelentes fatores de pré-
concentragcédo, uma vantagem primordial para se trabalhar com micropoluentes
em aguas de rios (BARRIONUEVO, LANCAS, 2001)

A extracdo em fase solida é dividida em etapas (CALDAS et al., 2011):

-Condicionamento do cartucho, onde o objetivo desta etapa é eluir impurezas

gue possam estar junto ao cartucho e também ativar o seu sorvente;
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-Percolacdo da amostra, onde a amostra adquirida € passada por dentro do

cartucho, para entao reter o analito;
-Lavagem do cartucho, onde visa retirar interferentes da amostra,

-Eluicdo dos analitos, é nessa etapa que o0s analitos serdo retirados do
cartucho em um solvente devidamente estudado e testado.

A EFS é facilmente automatizada, permitindo extrair dezenas de
amostras simultaneamente, o que ndo ocorre com a extracao liquido — liquido.
A extracdo em fase sélida além de apresentar melhores recuperacdes, o tempo
gasto de extracdo € menor, requer menor consumo de reagentes e permite

uma maior seletividade que a extracao liquido-liquido (HENNION, 1999)

2.11 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma série de
avaliagcOes, denominadas validagdo. Com énfase em diminuir ou controlar os
fatores que levam a imprecisdo ou ndo exatiddo dos resultados obtidos
(RIBANI et al., 2004).

Segundo Ribani e colaboradores (2004), a validacdo de um método é
um processo continuo que comecga no planejamento da estratégia analitica e
procede no decorrer de todo o seu desenvolvimento e transferéncia, sendo que
um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias
reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e o0s sistemas sao

adequados para o uso desejado.

Vérios trabalhos na literatura descrevem os parametros que devem ser,
avaliados na validacdo de métodos e, geralmente h4 uma concordancia que
estes parametros analiticos devem incluir: curva analitica, linearidade,
exatiddo, precisdo, limites de deteccdo e de quantificacdo (DAI et al., 2015;
BIRCH et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2010; THOMAS et al., 2014).
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2.11.1 Curva analitica e linearidade

A curva analitica corresponde ao modelo matematico que estabelece
uma relagdo entre a resposta instrumental (area da banda cromatogréfica) e a
concentracdo do analito. E necessario elaborar uma curva de calibragéo para
cada analito que se deseja determinar e para cada corrida analitica. Esta
relacdo mateméatica geralmente € chamada curva analitica (CASSIANO et al.,
2009).

As diretrizes da ANVISA especificam um minimo de cinco niveis de
concentracdo, juntamente com certos minimos de variacdo especificados por

esse mesmo 6rgao.

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um
conjunto de medicBes experimentais pode ser efetuada usando o método

matematico conhecido como regressao linear (Equacéo 1) (LANCAS, 2004).
Equacdo 1: y=ax+b

Onde:

y = resposta medida (altura ou area do pico).

X = concentracgao.

a = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade (Coeficiente angular)

b = intersec&o com o eixo y (Coeficiente linear)

A linearidade de um método pode ser observada pelo gréfico dos
resultados em funcdo da concentragdo do analito ou entdo calculados a partir
da equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos
quadrados. O coeficiente de correlagéo linear (r) € freqientemente usado para
indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo
matematico. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagéo igual a 0,99 e
o0 INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI et al., 2004).
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2.11.2 Limite de quantificacdo e limite de detecc¢ao

Os termos limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccdo (LD) sao
utilizados para demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar
baixa concentracbes de um analito. O LD é definido como a menor
concentracdo de um analito que o método € capaz de diferenciar
confiavelmente do ruido. O LQ refere-se a menor concentracdo do analito que
pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e exatidao (RIBANI
et al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

Os dois, LD eLQ, podem ser estimados através do método visual, ou
pelo método relacdo sinal/ruido e também pelo por pardmetros da curva
analitica. A razao sinal/ruido com valor entre3 e 10 é geralmente considerada
aceitavel para estimar o limite de deteccdo e quantificacao, respectivamente. O
método por parametros da curva analitica é muito utilizado para técnicas
analiticas em geral (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

2.11.3 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou
verdadeiro € o valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor é

indeterminado por natureza (RIBANI et al., 2004).

Os guias do FDA e da ANVISA preconizam que a precisao e a exatidao,
devem ser investigadas pela anélise de, no minimo, 3 controles de qualidades
(CQ) analisados em 5 replicatas de preparo de amostras, com niveis de
concentracfes, baixa (CQB), média (CQM) e alta (CQA) em relacdo ao

intervalo de concentragéo da curva de calibracdo (CASSIANO et al., 2009).

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50

a 120%, com precisao de até + 15%. Pelo fato de que outros componentes da
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matriz podem interferir na separacdo, deteccdo ou nha quantificacdo da
substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser investigados durante
a avaliacao da exatiddo do método (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009).

2.11.4 Precisao

A precisdo de um método analitico € a medida dos erros aleatorios, e
representa a proximidade dos resultados obtidos a partir de medidas
independentes de amostragens multiplas de uma amostra homogénea. Este é
um importante parametro que possibilita decidir se 0 método analitico &
confidvel ou ndo para o objetivo da andlise. A precisdo € expressa pelo desvio
padréo relativo, sendo aceitaveis valores menores ou iguais a 20% para analise
de residuos. A precisdo deve ser avaliada: através da repetibilidade (precisédo
intra-dia) e precisdo intermediaria (precisao inter-dias) (CASSIANO et al., 2009;
RIBANI et al., 2004).
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Empregou-se como local de estudo, trés pontos do rio Belém, rio que

corta a cidade de Curitiba. Estes locais sdo pontos onde 0s rios encontram-se

menos ou mais poluidos, ou seja, locais onde pode haver langcamento direto de

esgoto doméstico nos rios. Na tabela 3 encontram-se as coordenadas desses

pontos.

TABELA 3. Coordenadas dos 3 pontos de coleta.

Pontos de Coleta

S 25°21.158

WO 49° 16.210

Préximo a rua Rolando Salim
Zappa Mansur, numero 489

S 25° 23.258

WO 49° 16.007

Préximo a Rua Jodo Gava,
em frente ao parque Séo
Lourenco

S 25°30.473

WO 49°12.925

Préximo a Rua Bey
Zorning

FONTE: O autor (2016)

Ponto de coleta 1

Lugar proximo a nascente do rio Belém, pouco impactado pela poluicéo,

contudo € possivel a visualizagdo de langamento de esgoto ndo tratado de

forma direta. Nao apresenta odor ruim.
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FIGURA 5. Foto do primeiro ponto de coleta préximo a nascente do Rio Belém.

NOTA: Foto elaborada pelo autor (2016).

Ponto de coleta 2

Apresenta sinais de poluicdo, é possivel a visualizacdo de langcamento
de esgoto ndo tratado de forma direta, e também de objetos como latas,

sacolas plasticas e garrafas pet. Nao apresenta odor ruim.
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FIGURA 6. Foto do segundo ponto de coleta
NOTA: Foto elaborada pelo autor (2016).

Ponto de coleta3

Lugar totalmente poluido, grande quantidade de langcamento de esgoto

nao tratado, grande quantidade de objetos langcados. Apresenta forte odor ruim.
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FIGURA 7. Foto do terceiro ponto de coleta
NOTA: Foto elaborada pelo autor (2016).

3.2 AMOSTRAGEM

Com o objetivo de determinar a fluoxetina e haloperidol, foram realizadas

3 coletas dos 3 pontos nos meses de Maio, Junho e Julho de 2015.

Todas as vidrarias utilizadas neste trabalho foram lavadas com agua
corrente, e apoés foram mergulhadas em solugéo de &cido nitrico 10% por no
minimo 12 horas. Apoés esse periodo foram lavadas novamente com agua
corrente, alcool, agua corrente, agua destilada e agua ultrapura (Millipore-
Simplicity UV, MA, USA).

As amostras foram coletadas em frasco ambar de 1L, mantidas em

ambiente controlado, e armazenadas a 4°C.

3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Em todos os frascos ambar foram adicionados 1mL de metanol para
inibir a atividade microbiana das amostras. Aguas de superficies de rios s&o

muito complexas, com inumeras substancias dissolvidas e suspensas, que
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podem interferir na determinacdo dos farmacos escolhidos. Os analitos de
estudo normalmente sdo encontrados em concentragdes minimas, o que torna

indispensavel antes da andlise por CLAE, a extracao e pré concentracao.

As amostras, apdés serem coletadas, foram filtradas a vacuo em
microfiltro de fibra de vidro 0,45 um, reduzindo a quantidade de material
particulado presente nas amostras. Apos essa fase, a amostra foi divida em
dois bal6es volumétricos de 500 mL, e a um deles foi adicionado padrédo, e no
outro seguiu-se sem adicao de padrao. O filtrado foi submetido a EFS. Para a
concentracdo das amostras, foi utilizado um sistema manifoldda Waters
(WAT200608) operado com bomba de vacuo (Tecnal TE-0581). Os cartuchos
usados foram os Strata-X® (Phenomenex) 500mg de 3mL.

A secagem dos cartuchos e dos extratos das amostras foi realizada com

fluxo gentil de nitrogénio comercial (White Martins) sob aquecimento a 40 °C.

3.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO

O desenvolvimento experimental consistiu na validacdo de um método
para determinar residuos de farmacos em aguas superficiais empregando a
EFS para extracdo e pré-concentracdo das amostras, e CLAE para

determinacao dos compostos.

O estudo foi desenvolvido no laboratério de Pés Graduacdo do

departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.5 FARMACOS ESCOLHIDOS

A selecéo do haloperidol foi baseada em um trabalho atual e no Projeto
de pesquisa do Pet-Saude (2015-2016) — Redes de Atencdo Psicossocial-
Ministério da Saude em conjunto com a UFPR e Secretaria Municipal de Saude
de. O Haloperidol decanoato 50mg mL™ injetavel foi o mais utilizado e o
Haloperidol 5mg mL™ injetavel foi o quarto mais utilizado (FEDERHEN et al.,
2014).
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A ANVISA em 2009 realizou um levantamento da utilizacao da fluoxetina
em todo Brasil, o Parana estava entre os 10 estados que mais consumiram
esse farmaco. Neste levantamento calculou-se que cada habitante paranaense

consome aproximadamente 27,5 mg por ano.

Devido ao alto consumo de haloperidol pelo CAPs e da fluoxetina pela
populacdo em geral no Parana, procedeu-se a escolha desses farmacos para o

presente trabalho.

3.6 PADROES E REAGENTES

Os padrdes utilizados foram cloridrato de fluoxetina (USP, LOT: 518),
padrao farmacéutico com grau de pureza de 99,9%, e haloperidol
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, LOT: 1058) com grau de pureza 99,6%.

Os solventes utilizados foram acetonitrila e metanol grau HPLC
(99,99%, JTBaker) e agua ultra pura (Millipore-Simplicity UV, MA, USA).
Fosfato de potassio monobasico (KH;PO,4 99,0%) da marca J.T.Baker
juntamente com o acido ortofosforico (85%) (J.T.Baker) foram utilizados para a

elaboracao da solucao tampao utilizada nas analises cromatogréficas.

Todas as solucdes foram preparadas utilizando-se viradria analitica

previamente calibrada e limpa.

3.7 PREPARO DE SOLUCOES

Foram preparadas solugdes estoque de cada um dos analitos, fluoxetina
e haloperidol, ambas com concentracédo de 100 mg L™ em metanol, pesando-
se 0,0001mg dos padrées em balanca analitica Sartorius CP225D, e diluindo-
0os em 10mL de metanol. Estes padrbes foram mantidos ao abrigo da luz e
sobre refrigeracdo a -4°C. Através destas solucdes estoque, foram preparadas
solucdes de trabalho diluindo-as em agua em concentracdes entre 10 e 1500

ug L.
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Para preparo da solucdo tampéao fosfato foram pesados 1,36 g de fosfato
de potassio monobasico em balanca semi-analitica OHAUS Adventure
ProAV264P e dissolvidos em 1000mL de agua ultrapura. O pH foi ajustado
para 3,5 com acido ortofosférico 85%, e monitorado com auxilio de pHmetro
Micronal B474.

3.8 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO E DE EXTRACAO DO
HALOPERIDOL E FLUOXETINA

Para obter provas da eficiéncia do método de determinacdo de
haloperidol e fluoxetina foi realizada a validagcdo do mesmo, através do qual os
resultados foram avaliados de acordo com referéncias pré-estabelecidas em
guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos e de
organizacbes como ANVISA, INMETRO, IUPAC, EURACHEM, além de estar
de de acordo com trabalhos que abordam a validagdo de métodos analiticos
(BERG et al., 1988; BRITO et al.,, 2003; RIBANI et al., 2004; PINHO et al.,
2009).

A legislacdo, quando se refere a validacdo de metodologias, apresenta
varias interpretacdes possiveis, e isso permite a adaptacdo para cada tipo de
problema que apresentam os diversos tipos de matrizes aquosas (RIBANI et
al.,, 2004). Os parametros a serem avaliados na validacdo dependem da
natureza da metodologia e da finalidade do uso do método analitico, por isso
nem sempre é necessario levar todos os critérios em consideracdo. Deve-se
verificar e utilizar os critérios de maior importancia para conseguir o melhor
processo de validacdo (VAN ZOONEN, 1999; RIBANI et al., 2004). Desta forma
avaliou-se a linearidade, a precisdo, o limite de deteccdo e o limite de

quantificacdo, e a exatiddo (relacionada a extracdo em fase solida).

3.9 LINEARIDADE

Para determinacdo da linearidade, primeiramente foram construidas

curvas analiticas pelo método de padronizacdo externa, que compara a area da
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substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas, a partir de
solugbes com concentracdes conhecidas preparadas a partir de um padréo
(RIBANI et al., 2004).

As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de uma solugcao
estoque de 100 mg L™ de cada um dos farmacos. As curvas analiticas foram
realizadas em CLAE-FR assistida por DAD e fluorescéncia a partir da diluicdo
das solugdes estoque nas seguintes concentracgdes: 10, 20, 40, 50, 70, 90, 110,
150, 200, 500, 1000 e 1500 pg L™ para Fluoxetina (fluorescéncia a 290nm) e
haloperidol (DAD 254nm).

Foram empregados no minimo 9 valores de concentracdo, 0 que esta
bem acima do especificado pela IUPAC (THOMPSON et al., 2002) e pela
ANVISA (2003), que especificam um minimo de seis e cinco niveis de

concentracdo, respectivamente, para analise da linearidade.

A partir dos valores obtidos por meio da curva analitica calculou-se o
coeficiente de correlacao (r), tendo como critério minimo aceitavel de r = 0,99
(ANVISA, 2003).

3.10 LIMITE DE DETECCAO DO METODO (LD)

O LD foi determinado em parametros da curva analitica, e através da
analise de cromatogramas obtidos para concentracdes decrescentes dos

farmacos.

A estimativa do LD foi realizada com base na relacéo de 3 vezes o ruido

da linha de base, e determinado pela equacéo:
LD=3xs/S

Onde “s” é o desvio padréo do intercepto (coeficiente linear) com o eixo
do Y de 3 curvas de calibragdo construidas contendo concentracdes do
farmaco proximas ao suposto limite de quantificacdo, e “S” é o coeficiente

angular da curva de calibracao (BRASIL, 2003).
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3.11 LIMITE DE QUANTIFICACAO DO METODO (LQ)

O LQ foi estimado pelo método baseado em parametros da curva
analitica e por andlises de solu¢des decrescentes dos analitos até o menor

nivel determinavel com preciséo e exatidao aceitaveis.

A estimativa do LQ foi realizada com base na relacdo de 10 vezes o

ruido da linha de base, e determinado pela equacéao:
LD=10xs/S

Onde “s” é o desvio padréao do intercepto (coeficiente linear) com o eixo
do Y de, 3 curvas de calibracdo construidas contendo concentracdes do
farmaco proximas ao suposto limite de quantificacdo, e “S” € o coeficiente

angular da curva de calibracdo (BRASIL, 2003).

3.12 PRECISAO

A precisdo foi avaliada mediante a determinacdo da repetibilidade
(precisdo intracorrida) e precisdo intermediaria (precisédo intercorridas). Para
determinacao da repetibilidade, realizou-se a injecdo da mesma amostra em
triplicata dos padrdes dos farmacos em 3 niveis de concentracdo: 1000 pg L 7,
500 pg L™ e 50pug L™* no mesmo dia. A precisdo intermediaria foi avaliada
através da injecdo de amostras dos padrées dos farmacos nos mesmos niveis
de concentracdo empregados na repetibilidade e em triplicata em 3 dias
diferentes: 1° dia, 7° dia e 14° dia. Para a andlise deste parametro foram
realizadas novas solucdes de trabalho com os padrbes dos farmacos nas duas

concentracOes testadas, para cada dia analisado.

3.13 VALIDACAO DO METODO DE EXTRACAO (EXATIDAO)

Neste trabalho, a exatiddo esta relacionada com a porcentagem de
recuperagdo proporcionada pela técnica de Extracdo em Fase Sdlida (EFS) em

agua ultrapura.
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3.14 EXTRACAO EM FASE SOLIDA
3.14.1 Influéncia do pH

Um dos parametros criticos a serem observados durante a determinacéo
de farmacos, € o que se refere ao pH da amostra, que deve ser otimizado em
funcdo da acidez ou basicidade dos analitos, pois em muitos casos, o pH do
meio determina a forma quimica do composto em solucdo, e
consequentemente interfere na eficiéncia da extracdo (HERNANDEZ et al.,
2007; SILVA, COLLINS, 2011).

Foram avaliados diferentes valores de pH, (4, 6.5 e 8) na recuperacao

dos analitos em cartuchos StrataX (500 mg, 3 mL) em triplicata.

TABELA 4. Condicdes empregadas na avaliacdo da influéncia do pH na

extracao em fase sélida.

Concentracéo de fluoxetinae  Volume das amostras  Volume de reconstituinte
haloperidol em pg L™ (mL) em mL

10 200 1

FONTE: O autor (2016)

3.14.2 Condicionamento para estabelecer qual a melhor concentragéo, volume

de amostra, solvente de eluicdo e volume de reconstituicao

A avaliagdo da concentracdo, volume de amostra e solvente de eluicédo
foi realizada via planejamento fatorial 2® com triplicata do ponto central
utilizando cartuchos StrataX (500 mg, 3 mL), pH otimizado previamente igual a

4,00. As condicdes avaliadas estdo apresentadas na tabela 5.



44

Tabela 5. Fatores e niveis do planejamento fatorial 2° testados para a
recuperacdo de fluoxetina e haloperidol em &gua acidificada pH 4,00,
empregando cartuchos Strata X.

Fatores - 0 +

S eluicéo ACN ACN:Metanol Metanol
V amostra 100 mL 200 mL 300 mL
Concentracao 10 ug L™ 20 ug L™ 30 ug L™

FONTE: O autor (2016)

As amostras reconstituidas foram analisadas nos respectivos métodos
cromatograficos descritos anteriormente. Ap6s a otimizacdo do pH,
concentragdo, volume de amostra e solvente de eluicdo, foi avaliado
univariadamente em duplicata o volume de reconstituicdo, que variou entre:
0,25mL, 0,5mL e 1,0 mL.

As amostras reconstituidas foram analisadas nos respectivos métodos

cromatograficos, ja descritos anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS OTIMIZACAO NO AGILENT 1260
PARA DETERMINACAO DOS ANALITOS

Para a otimizacdo da separacdo cromatografica dos compostos, foi
preparada uma mistura da solugédo padréo dos analitos. Injetou-se a solugéo
contendo a mistura dos compostos na concentracéo de 1,0 mg L?, a fim de
observar o tempo de retencdo de cada analito. Os melhores resultados para

obtencéo da separacao para os analitos estdo apresentados na tabela 6.

TABELA 6. Melhores resultados para obtencéo da separacéao dos analitos.

HALOPERIDOL FLUOXETINA
Waters XBridge 100mmx 2,1 mm, tamanho de particula
Coluna
5um
Fase movel acetonitrila:tampéao fosfato 0,01M pH 3,50 (25:75, v:v)
Detector e Fluorescéncia
comprimento de 254 nm (emissao:230nm,
onda absor¢éo:290nm)
Fluxo da fase 4
. 0,4 mL min”
movel
Temperatura de
30°C
forno
Volume de injecdo 15 uL

FONTE: O autor (2016)

Nas condi¢des estabelecidas, no método desenvolvido, o haloperidol e a
fluoxetina apresentaram tempo de retencdo de 6,9 e 24,9 minutos

respectivamente.
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FIGURA 8. Cromatograma apresentando o tempo de retencao da fluoxetina.
FONTE: O autor (2016)

50

40

30

20

mAU

-20

6,9 min

6 8

10

12

14

16 18
Minutes

20

22

24 26 28 30 32 34

FIGURA 9. Cromatograma apresentando o tempo de retencdo do haloperidol.
FONTE: O autor (2016)
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4.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO E DE EXTRACAO
4.2.1 Linearidade

A faixa de trabalho empregada na validacdo dos parametros analiticos
foi determinada baseando-se nos valores de concentracdo encontrados na
literatura para o haloperidol e fluoxetina, e na capacidade de deteccdo do

equipamento para os farmacos analisados.

As curvas analiticas foram realizadas em CLAE-FR a partir da diluicdo
das solucdes estoque nas seguintes concentracdes: 10, 20, 40, 50, 70, 90, 110,
150, 200, 500, 1000 e 1500 pg L™ para Fluoxetina (fluorescéncia a: excitacdo
em 230 e emissdo em 290nm) e haloperidol (DAD 254nm) (Figura 10 e 12).

Equation ¥=a+Db
Wieight I nstrume

2500000 — Residual 26,3293
@umof T
Pearson's| 0,99739
2000000 — Adj. R-3g | 0,99422

Value Standard
u Intercept -7151,43 2145 217
1500000 fean Slope 126377 | 3046924

1000000

IWIE2EN

500000 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T
a 200 400 800 200 1000 1200 1400 1800

A

FIGURA 10. Curva analitica da Fluoxetina.
FONTE: O autor (2016)
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FIGURA 11. Cromatogramas sobrepostos das diferentes concentracdes do
padrao de fluoxetina.
FONTE: O autor (2016)
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FIGURA 12. Curva analitica do haloperidol.
FONTE: O autor (2016)
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FIGURA 13.Cromatogramas sobrepostos das diferentes concentracdoes do
padréo de fluoxetina.
FONTE: O autor (2016)

As curvas analiticas construidas apresentaram coeficiente de correlacéo
acima de 0,99, o que corresponde ao valor minimo recomendado pela ANVISA
(2003). Este valor é considerado adequado, pois o coeficiente de correlacao
demonstra que a resposta do detector apresenta-se linear nos valores de
concentracdo empregados neste estudo.

4.2.2 Limite de deteccao e quantificacao

Os Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados de
acordo com as recomendacdes do INMETRO, que considera o LD como a
menor concentracdo que pode ser detectada, e o LQ como a menor
concentracdo que pode ser quantificada, ambas com valores aceitaveis de
precisdo e exatidao, o qual normalmente permite variacbes maximas de 20%
(INMETRO, 2007).
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Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003) os limites de deteccdo e
quantificacdo podem ser calculados com base em parametros da curva
analitica, sendo a razdo entre a estimativa do desvio padrao do coeficiente
linear e a inclinacédo da curva de regressao multiplicada por 3 no caso de LD e

por 10 quando LQ.

Os limites de deteccéo e quantificacdo estdo expostos na tabela 8.

TABELA 7. LD e LQ calculados a partir das curvas analiticas.

Farmaco LD (ug L™ LQ (ug L™
Haloperidol 14,025 42,50
Fluoxetina 26,68 80,83

FONTE: O autor (2016)

Como as amostras anteriormente passariam pela etapa de EFS, o seu
fator de pré concentracdo deve-se ser reajustada para o método, assim

apresentando LD e LQ 100x mais sensivel.

Na tabela 8 estdo expostos os resultados encontrados de LD e LQ para

cada farmaco com o fator de concentragao ja calculados.

TABELA 8. Limites de detec¢cdo e quantificacdo encontrados para 0 método

proposto.
Farmaco LD (ug L™ LQ (ug LY
Haloperidol 0,14 0,425
Fluoxetina 0,27 0,81

FONTE: O autor (2016)

Esses valores obtidos estdo proximos, porém apresentam-se menos
sensivel do que os valores apresentados por outros trabalhos publicados
(KHETAN et al., 2007; PAVLOVIC et al., 2007).
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4.2.3 Precisao
4.2.3.1 REPETIBILIDADE ENSAIO (intra-dia)

No ensaio da precisdo, normalmente a ANVISA (2003) ndo permite
valores superiores a 5% para a determinacdo de farmacos em medicamentos.
Porém, para amostras complexas, como aguas de superficies somente aceita-
se um CV de até 15%. J&4 o INMETRO (2003) permite um CV de 20% na

analise deste parametro.

Realizou-se analises com 3 concentracdes diferentes: 50pg L™, 500 g

L e 1000 pg L™, todas em triplicata.

Os coeficientes de variacdo obtidos nesse ensaio estdo expostos na
tabela 9.

TABELA 9. Coeficiente de variacdo referente as injecdes de triplicatas de

padrdes de 50, 500 e 1000 pg L™ no mesmo dia.

Compostos Concentracéo pg L™ CV(%)

Haloperidol 50 7,52
500 0,87
1000 5,68

Fluoxetina 50 3,88
500 4,91
1000 6,11

FONTE: O autor (2016)

O ensaio de repetibilidade no mesmo dia mostrou coeficientes de
variacdo (CVs) entre 0,87% e 7,52%, sendo o menor valor de CV para a
solucdo pad&o de haloperidol 500 pg L™, e o maior valor de CV para o padréo
de Haloperidol no nivel de concentracéo mais baixo (50 pg L™).

4.2.3.2 Ensaio inter-dia

Realizou-se analises com 3 concentracées diferentes: 50 pg L™, 500 g
L™ e1000 pug L™, todas em triplicata, em 3 dias diferentes.
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Os coeficientes de variacdo obtidos nesse ensaio estdo expostos na
tabela 10.

TABELA 10. CVs referente as injecdes de triplicatas de padrdes de 50, 500 e
1000 pg L™ em trés dias diferentes.

Compostos Concentracéo pg L™ CV(%)
Haloperidol 50 8,35
500 6,37
1000 7,12
Fluoxetina 50 4,58
500 7,61
1000 5,87

FONTE: O autor (2016)

O ensaio de repetibilidade em dias diferentes mostrou coeficientes de
variacdo (CVs) entre 4,58% e 8,35%, sendo o menor valor de CV para a
solucdo padréo de fluoxetina 50 pg L™, e o maior valor de CV para o padréo de
Haloperidol no nivel de concentra¢do mais baixo (50 pg L™).

4.2.3 Exatidao

Nesse trabalho, a exatiddo foi calculada através do ensaio de
recuperacdo dos analitos em EFS. Foi utilizado volume de 100 mL de amostras
de &gua que foram previamente fortificadas em apenas 1 nivel de
concentracdo. Foi descartada a hipétese de realizar a recuperagcdo em outras
concentragcbes, pois em aguas superficiais é estimado que caso ocorra a
presenca desses farmacos, 0 mesmo apresenta-se em concentracdes infimas.
As amostras fortificadas foram posteriormente avaliadas no meétodo

cromatografico citado. As analises foram realizadas em triplicata.
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TABELA 11. Recuperacdes obtidas e o coeficiente de variacdo referente as

injecBes de triplicatas de padrdes de 100 ug L™

Concentragao Fluoxetina CcVv Haloperidol CVv
mg L™
100 87,2% 9,3% 73,7% 8,1%

FONTE: O autor (2016)

4.2.4 Robustez

O ensaio de robustez mostrou que o método é capaz de suportar
variagcbes na temperatura, sem que ocorram mudancas significativas na

recuperacado dos analitos e na eficiéncia cromatogréfica.

Os valores dos CVs das areas encontrados para fluoxetina e haloperidol,
na concentracdo de trabalho, estdo dentro da variacdo do préprio método
(Tabela 12).

TABELA 12. Areas médias obtidas e o CV referente as injecdes de triplicatas

dos padroées.

Média das areas

Modificagcéo
_ CcVv _ Ccv
Haloperidol Fluoxetina
(%) (%)
TEMPERATURA 25 48953 1,4 615289 0,80
(°C) 30 50164 0,87 629568 5,42
35 50982 0,73 627514 1,93

FONTE: O autor (2016)

4.3 INFLUENCIA DO pH NA OTIMIZACAO DO EFS

Na tabela 13 estdo apresentados os resultados obtidos a partir do teste

com diferentes pH.
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TABELA 13. Recuperacdo dos cartuchos StrataX (500 mg, 3 mL) em

diferentes valores de pH.

Fluoxetina 35,83% Nd nd
Haloperidol 41,17% Nd Nd

FONTE: O autor (2016)

N&o ocorreu recuperacéao da fluoxetina e do haloperidolem pH 6,5 e 8, e

por isso foi utilizado o pH de 4.00.

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL2®

Resultados obtidos para o planejamento fatorial 2° avaliando os efeitos

do solvente de eluicdo (Seuicao), do volume da amostra (Vamosra) € da

concentracéo (C) na recuperacédo da fluoxetina e haloperidol.

TABELA 14: Efeitos do solvente de eluicdo (Seliczo), do volume da amostra

(Vamostra) € da concentracéo (C) na recuperacao da fluoxetina (FX) e haloperidol

(HL).
Variaveis

Ensaio Seluigéo Vamostra C FX HL
1 - - - 102,57 78,43
2 + - - 2486 31,81
3 - + - 76,67 78,12
4 + + - 54,63 68,22
5 - - + 88,28 78,36
6 + - + 111,59 127,09
7 - + + 90,99 82,89
8 + + + 78,04 67,83
PC 0 0 0 80,30 95,64
PC 0 0 0 87,60 97,43
PC 0 0 0 78,70 93,13
Média do PC 82,20 95,40

Estimativa do desvio padrao (s) do PC 4,74 2,16

FONTE: O autor (2016)
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A fim de avaliar qual ensaio apresenta as melhores condi¢cdes para pre-
concentragdo de todos os analitos, e a influéncia dos fatores estudados na
resposta, o célculo dos efeitos do planejamento foi realizado, e os resultados

obtidos estéo expostos na Tabela 15.

TABELA 15. Efeitos principais e de interacao entre os fatores otimizados pelo

planejamento fatorial 23, fluoxetina (FX) e haloperidol (HL).

Efeitos

Farmaco  txs
Se|u|(;éo Vamostra C SXV SXC VXC SXVXC

FX 204 -2235 -6,74 2754 485 2753 -8,68 -22,98

HL 9,29 571 -4,66 2490 -6,76 22,55 -22,71 -25,13

FONTE: O autor (2016)

Com base nas estimativas do desvio padréo para cada analito (obtido
via triplicata do ponto central), com 95% de confianca (t(=2, 95%confianca)= 4,303),
a maioria dos efeitos se mostraram significativos, com excessao do efeito do
solvente de eluicdo para o HL, cujo efeito calculado (-5,71) foi inferior a
estimativa do desvio (9,29), o volume de amostra, o qual o efeito foi calculado
(-4,66) junto com o efeito de interacdo entre solvente de eluicdo e o volume de

amostra (SxV= -6,76) também foram inferiores a estimativa do desvio.

Para a fluoxetina foram calculados os efeitos principais e de interacao
entre os fatores otimizados, tendo como referéncia a estimativa do desvio
padrdao obtido através da triplicata do ponto central, com 95% de confianca
(tw=2, 95%confianca)= 4,303). Os valores dos efeitos de volume de amostra (-6,74),
efeito de interagao entre solvente de eluicdo e volume de amostra (SxV= 4,85)
e efeito de interagcdo entre volume de amostra e concentracdo (VxC= -8,68)

foram inferiores a estimativa do desvio.

Como os efeitos de terceira ordem (SxVxC) obtidos revelaram-se
significativos (maior que 20,4 para fluoxetina e 9,29 para o haloperidol) na pre-
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concentracdo da fluoxetina e do haloperidol, esses fatores citados ndo podem
ser avaliados individualmente, e para uma melhor visualizacéo, as Figuras 14 e

15 apresentam a interpretacdo geométrica para cada farmaco.

haloperidol

Solvente
de eluigdo
127,1% 57,83%
/ A /
%
%
\'\
31,81% Y 68,22%
"I.
L1
(+) kY
95,40%
r"f‘ Volume de
kY amostra
78,36% LN 82,89% |——
" (+)
- «?< ) /
A"
%

concentracio

FIGURA 14. Interpretacdo geométrica dos efeitos significativos do
planejamento 22 para os resultados obtidos das recuperacdes do haloperidol.
FONTE: O autor (2016)



57

fluoxetina
Solvente
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111,6% 78,04%
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FIGURA 15. Interpretacdo geométrica dos efeitos significativos do
planejamento 22 para os resultados obtidos das recuperacdes da fluoxetina.
FONTE: O autor (2016)

Tanto para a fluoxetina, quanto para o haloperidol, a melhor condicao de
extracdo foi com acetonitrila como solvente de eluigdo, 100mL de volume de
amostra e 300 ng.L™, porém a concentracdo de amostra escolhida foi de 100
ng.L ™, pois esse trabalho foi realizado em cooperacédo com outra mestranda, a

qual apresentou resultados melhores para a concentragao escolhida.

4.5 OTIMIZACAO DO VOLUME DE RECONSTITUICAO

Como os melhores valores encontrados pelo planejamento fatorial 2°
para volume de amostra foram de 100mL, este ensaio foi realizado com a
intencdo de aumentar o valor da pré concentracdo do método. Caso os valores
obtidos fossem confiaveis e com alta recuperacdo dos analitos, no minimo
seria dobrado o valor da pré concentracdo, e assim o método ficaria mais

sensivel.
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Na otimizagdo do volume de reconstituicdo, foram avaliados
univariadamente os volumes de 1,00 mL, 0,500 mL e 0,250 mL de &gua
ultrapura. Os resultados obtidos estao apresentados na tabela 16.

TABELA 16. Recuperacfes encontradas na otimizacdo do volume de

reconstituicao.

Volume de Fluoxetina Haloperidol

reconstituicdo

1,00 mL 87,2% 73,7%
0,5mL 36,0% 22,0%
0,250 mL 63,3% 18,0%

FONTE: O autor (2016)

Os valores encontrados para recuperagbes com volume de
reconstituicdo de 0,5 mL e 0,250 mL n&o foram melhores que 1 mL, assim n&o

conseguimos aumentar o fator de pré concentracéo para 200x ou 400x.

Para a fluoxetina, o melhor volume de reconstituicdo seria 0,250 mL,
pois mesmo perdendo em porcentagem para 1 mL, seu fator de pré
concentracdo de 400x superaria a eficiencia da recuperacdo do valor
encontrado em 1 mL, deixando o metodo mais sensivel, porém o percentual de
recuperacdo encontrado para o haloperidol em 0,250 mL foi de 18%, o que

impossibilitou utilizarmos esse volume.

Foram encontrados valores de reconstituicdo 6timos para 1 mL, e por

isso este volume foi escolhido para ser usado nas amostras do rio Belém.

4.6 MELHORES CONDICOES DE PRE-CONCENTRACAO

As melhores condicbes de pré concentragcdo foram obtidas pelo
condicionamento com 5,00 mL de acetonitrila e 5,00 mL de agua pH 4,00, 100
mL de amostra em pH 4.00, eluicio com 5,00 mL de acetonitrila e
reconstituicdo com 1,00 mL de agua. A taxa de recuperacdo da fluoxetina e do

haloperidol foram de 87,2% e 73,7%, respectivamente.
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4.7 ANALISE DAS AMOSTRAS DE AGUA DO RIO BELEM

Apos a realizacdo da otimizacdo do meétodo por CLAE, e posteriormente
a pré-concentracdo, empregou-se as melhores condicbes adquiridas nas
amostras de agua do rio Belém. Foram analisadas as amostras puras (sem
adicdo de padrdo) e também as mesmas amostras foram separadas, e
adicionados os padrdes de cloridrato de fluoxetina e haloperidol analisadas. As

amostras de aguas foram coletadas nos 3 pontos ja citados.

4.8 AMOSTRAS COM ADICAO DE PADRAO

O método cromatografico mostrou-se capaz de determinar ambos os
farmacos em amostras com pouco interferentes, porém a complexidade das
amostras escolhidas para esse trabalho, junto com o efeito da matriz, dificultam
a determinacdo dos analitos de interesse, principalmente pelas substancias
gue nao sdo eliminadas no processo de filtragem, e de pré-concentracdo da

amostra.

Foram adicionados os padrbes nas amostras, e nha primeira coleta
obtivemos amostra com concentracdo de 3,10 pg L™ de cloridrato de fluoxetina
e 2,36 ug L™ de haloperidol.

Na tabela 17 estdo as recuperacdes das andlises realizadas em triplicata

da primeira coleta com adic&o de padréao.

TABELA 17. Recuperacdo dos farmacos em amostra contendo adicdo de

padrdo da primeira coleta nos 3 pontos do rio Belém.

PONTOS DE Recuperacdoda C.V.(%) Recuperacdodo C.V. (%)

COLETA FLUOXETINA HALOPERIDOL
1 39,9% 15.5 58,8% 7,8
2 31,7% 19,2 66,5% 19,8
3 38,5% 13 nd Nd

C.V.= Coeficiente de variacéo
Nd = Nao detectado
FONTE: O autor (2016)
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Para a segunda coleta (Tabela 18), obtivemos as mesmas
concentracdes da primeira coleta, que foram de 3,10 pg L™ de cloridrato de
fluoxetina, e 2,36 pg L™ de haloperidol.

TABELA 18. Recuperagdo dos farmacos em amostra contendo adicdo de

padréo da segunda coleta nos 3 pontos do rio Belém

PONTOS DE Recuperagdaoda C.V.(%) Recuperagdgodo C.V. (%)

COLETA FLUOXETINA HALOPERIDOL
1 85,0% 5,32 62.5% 8,10
2 96,75% 14,72 55,50% 8,6
3 38,25% 17,4 Nd Nd

C.V.= Coeficiente de variacéo
Nd = N&o detectado

FONTE: O autor (2016)

Na tabela 19 estdo expostos as recuperacbes da terceira coleta de
amostras de agua fortificadas com 3,50 pg L™ de cloridrato de fluoxetina e 3,2

ug L™ de haloperidol.

TABELA 19. Recuperacdo dos farmacos em amostra contendo adicdo de

padréo da terceira coleta nos 3 pontos do rio Belém

PONTOS DE Recuperacdoda C.V.(%) Recuperacdodo C.V. (%)

COLETA FLUOXETINA HALOPERIDOL
1 44,96% 22,29 66,84% 4
2 42,43% 27,57 49,32% 9,98
3 82,93% 7,84 85,98% 4,52

C.V.= Coeficiente de variacéo
Nd = Nao detectado
FONTE: O autor (2016)
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4.9 DETERMINACAO DE CLORIDRATO DE FLUOXETINA E HALOPERIDOL
EM AMOSTRAS DE AGUAS COLETADAS NO RIO BELEM

Apdés a determinacdo do método cromatografico e fatores de pré-
concentracéo, este foi utilizado na determinagéo de cloridrato de fluoxetina e
haloperidol em aguas superficiais do rio Belém. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata. Na tabela 20 estdo apresentados os resultados obtidos

na primeira coleta.

TABELA 20. Resultados obtidos na primeira coleta do rio Belém.

PONTOS DE FLUOXETINA C.V.(%) HALOPERIDOL C.V. (%)

COLETA empg L™? empg L?
1 Nd Nd
2 Nd Nd
3 Nd Nd

C.V.= Coeficiente de variagao
Nd = Nao detectado
FONTE: O autor (2016)

N&o foram encontrados valores de nenhum dos analitos procurados nos
pontos de coleta. Na tabela 21 estdo os resultados obtidos na segunda coleta,

e a tabela 22 apresenta os resultados obtidos na terceira coleta.

TABELA 21. Resultados obtidos na segunda coleta do rio Belém.

PONTOS DE  FLUOXETINA C.V. (%) HALOPERIDOL C.V. (%)

COLETA empg L™ empg L™
1 Nd Nd
2 Nd Nd
3 Nd Nd

C.V.= Coeficiente de variacéo
Nd = Nao detectado
FONTE: O autor (2016)
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TABELA 22. Resultados obtidos na terceira coleta do rio Belém.

PONTOS DE FLUOXETINA C.V. (%) HALOPERIDOL C.V. (%)

COLETA emug L™ emug L™
1 Nd Nd
2 Nd Nd
3 Nd Nd

C.V.= Coeficiente de variacéo
Nd = Nao detectado
FONTE: O autor (2016)

A presenca de contaminantes emergentes pode ser empregada como
um marcador quimico na avaliacdo de corpos hidricos, no entanto, a nao-
deteccdo do haloperidol e da fluoxetina nas amostras ndo descarta o
lancamento irregular de esgotos, visto que estes compostos podem estar
altamente diluidos ou apresentar elevada instabilidade sob as condicGes do

ambiente aquatico em questao.

A cafeina esta sendo citada como exemplo de contaminante emergente,
porque € um analito que sempre apresenta concentracbes maiores que a
fluoxetina e outros farmacos. Magnér (2010) na Suécia a encontrou na agua do
mar na concentracdo de 1,16 pg L™*, enquanto a fluoxetina é encontrada
normalmente com valores pelo menos 10 vezes menores que este (VULLIET,
2009).

A nado deteccdo da fluoxetina e do haloperidol pode ter ocorrido pelo
baixo LD e LQ do método desenvolvido, visto que nado utilizou-se 300mL de
amostra (melhor valor encontrado pelo planejamento fatorial), o que diminuiria
em 3x os valores de LD e LQ encontrados para ambos os farmacos, pois ao
invés de reduzir 100mL em 1mL, seria reduzido 300mL em 1mL, assim
atingindo valores de LD de 8,89 pg L™ e LQ de 26,94 pg L™ para fluoxetina, e
LD de 4,68 ug L™* e LQ de 14,17 ug L™. valores estes compativeis com a
literatura (MAGNER, 2010; GAFFNEYA et al., 2014).
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5. CONCLUSOES

A EFS provou ser uma excelente técnica para o preparo das amostras
aquosas. E rapida, pois permite o preparo simultineo de até 20 amostras e
possibilita extragdo e pré concentracdo dos farmacos ao mesmo tempo, tem
baixo consumo de solvente e, consequentemente, gera poucos residuos. O
planejamento fatorial nos permitiu condicionar volume de amostra, solvente de
eluicdo e concentragdo da amostra com eficiéncia e racionalizando o uso de
cartuchos Strata X, gerando menos custos, e ainda nessa etapa ouve uma pré

concentracdo dos analitos em 100 vezes.

O método por CLAE-DAD/FLUORESCENCIA demonstrou ser uma
técnica satisfatoria, permitindo a realizagdo de uma analise qualitativa e

guantitativa dos analitos estudados, em um tempo de analise de 35 minutos.

Os resultados obtidos na validacdo do método foram satisfatérios. Os
dois farmacos em estudo apresentaram excelente linearidade tanto
instrumental quanto do método como um todo, com coeficientes de correlacdo
() maiores que 0,99. Os limites de deteccéo foram baixos, de 0,14 ug L e
0,27 pg L™ para o haloperidol e fluoxetina, respectivamente. Limites de
quantificacdo de 0,425 pg L™ e 0,81 ug L™ para o haloperidol e fluoxetina,
respectivamente. As recuperacdes empregando EFS com cartuchos Strata-X,
para os dois compostos estiveram entre 70 a 120%, apresentando boa

precisao (RSD < 20%) para os dois analitos.

Nao foram detectados os farmacos nas amostras de agua do rio Belém,
porém pela quantidade de fluoxetina utilizada pela populacdo, é certa que a

mesma se encontra no rio, mas em concentracdes inferiores ao LD do método.

Existem poucos trabalhos brasileiros que tem como objetivo, a
determinacdo de farmacos em aguas de rios. Com este trabalho, espera-se
gue a curiosidade de outros cientistas seja despertada, para que se obtenha

mais informagfes sobre essas substancias como poluentes.
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