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Detecéo de antidepressivos em &guas superficiais e residuais

Resumo

Nos Ultimos anos o consumo de antidepressivos em Portugal tem vindo a aumentar.
Segundo estudos realizados pela Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de
Saude (INFARMED) desde 2010 este sofreu um incremento de cerca de 73%, sendo

superior em individuos do sexo feminino, de meia-idade, desempregados e divorciados.

Pelo facto de parte da substancia ativa da maioria dos antidepressivos ser metabolizada
pelo organismo e da parte restante ser excretada sem qualquer tipo de degradacéo, o
elevado consumo deste tipo de farmacos tem originado contaminacGes do meio
ambiente com quantidades significativas em particular em aguas superficiais e residuais.
Estes compostos exibem carateristicas fisico-quimicas e biologicas que os tornam
resistentes a biodegradacdo e, uma vez nas aguas, causam dificuldades as estacdes de
tratamento de aguas residuais (ETARS) durante a sua remocao. Assim, a contaminacao
do meio ambiente por antidepressivos é por vezes elevada, atingindo aguas, solos e

organismos aquaticos.

Com este estudo pretende-se desenvolver um método de analise para a quantificacdo de
trés antidepressivos, fluoxetina, citalopram, sertralina e um metabolito, a norsertralina,
em aguas superficiais. A metodologia analitica desenvolvida utiliza a cromatografia
liquida de ultra elevada eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem
(UHPLC-MS/MS) precedida de extracdo em fase solida (SPE).

O procedimento desenvolvido foi aplicado a determinacdo de antidepressivos inibidores
seletivos da recaptagdo de serotonina numa amostra de agua de um rio (rio Lima). A
analise efetuada mostra que estes farmacos existem em quantidades muito reduzidas no

rio em estudo.

Palavras-chave: Antidepressivos, UHPLC-MS/MS, extracdo em fase solida,

contaminacdo ambiental.
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Detection of antidepressants in surface and waste water

Abstract

There has been a rapid increase in the use of antidepressants in Portugal. In fact, several
INFARMED studies showed increased consumptions of about 73% since 2010, being
this consumption higher among the female population, particularly the middle aged,
unemployed and divorced individuals.

As the consumed active ingredients of most antidepressants are not fully metabolized,
the excess is excreted without degradation, contaminating the environment with
important impact on wastewaters. Once in the environment, these compounds exhibit
physicochemical and biological characteristics that make them resistant to
biodegradation, resulting in the inefficient removal of these compounds by wastewater
treatment plants (WWTPs). Therefore, the antidepressant contamination can easily

reach waters, soils and aquatic organisms.

This study was focused on the implementation of an analytical method to the
quantification of three antidepressants, sertraline, fluoxetine, citalopram and a
metabolite norsertraline, in surface waters. The developed analytical methodology uses
ultra-high performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(UHPLC-MS/MS) preceded by solid phase extraction (SPE).

The developed procedure was applied to the determination of serotonin selective
reuptake inhibitors in a sample of water from a river (Lima River). The analysis
performed shows that these pharmaceuticals exist in very small quantities in the river

under study.

Keywords: Antidepressants, UHPLC-MS/MS, solid phase extraction, environmental

contamination.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO







1. Introducéo

A depressdo € uma doenca psiquiatrica bastante comum que afeta os individuos que séo
atingidos por tristeza prolongada, perda de interesse por atividades anteriormente
agradaveis, perturbacbes do sono e apetite, perda de energia ou cansaco facil. Esta
doenca pode atingir individuos de todas as idades, desde a infancia a terceira idade,
podendo conduzir ao suicidio se ndo devidamente tratada . Estima-se que esteja
associada a perda anual de 850 mil vidas, representando mais de 1200 mortes em
Portugal. Um estudo realizado pela organizacdo mundial de satide (OMS) ™ prevé que
até ao ano de 2020 a depressao ocupe o segundo lugar no ranking de “Anos de Vida
Ajustados por Incapacidade” (AVAIs) calculado para todas as idades de ambos os

SEXO0s.

No tratamento desta doenca utilizam-se frequentemente antidepressivos em combinacao
com ajuda psiquiatrica. Os antidepressivos sdo a base do tratamento por produzirem
grandes melhorias nos sintomas de depressdo, em media, de 60 a 70% no prazo de um
més. Por esta razdo, o consumo de antidepressivos em Portugal tem vindo a aumentar
ao longo dos anos. Segundo dados do INFARMED (Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Satde, I.P.) ™ ocorreu um aumento de 73% no consumo de
antidepressivos desde o ano de 2000 até ao presente. Devido ao grande aumento no
consumo deste tipo de farmacos, tem-se tornado mais premente o seu estudo e a

avaliagdo da sua presenca no ambiente 2.

1.1 — Antidepressivos

Os antidepressivos sdo substancias utilizadas no tratamento de doengas como a bulimia,
doenga bipolar e, principalmente, a depressao BloA acdo destes farmacos € lenta e
progressiva, ndo sendo os seus efeitos visiveis nos primeiros dias de administracdo mas
apresentando efeitos prolongados no tempo. Como qualquer outro farmaco, os
antidepressivos produzem efeitos secundarios imediatos, mas atendendo aos beneficios

gue produzem no paciente, sdo bem aceites.

O desenvolvimento dos antidepressivos, na década de 50, trouxe avangcos importantes
no entendimento e tratamento de possiveis mecanismos subjacentes aos transtornos

depressivos [**®!. Até aos anos 80 existiam apenas duas classes de antidepressivos, 0s

3



triciclicos e os inibidores de monoaminooxidase. Estes antidepressivos embora fossem
eficazes e por isso muito utilizados apresentavam frequentemente efeitos secundarios
importantes, sendo perigosos pela sua inespecificidade e, em doses mais elevadas
poderiam ser letais. Apesar dos efeitos secundarios associados ao Seu uso estes

antidepressivos ainda sdo bastante utilizados atualmente [,

Nas ultimas décadas surgiram novas classes de antidepressivos, denominados de nova
geragdo, ndo triciclicos, sendo os mais importantes os inibidores seletivos da recaptacdo
de serotonina (ISRSs). Surgiram, também, os inibidores seletivos da recaptacdo de
seratonina e noradrenalina (ISRSNs) e o0s noradrenérgicos e especificos
serotoninérgicos (ANES). Este novo tipo de antidepressivos, com o qual se tenta
substituir a utilizacdo de antidepressivos triciclicos, apresenta efeitos secundarios menos
acentuados e maior tolerdncia, com efeitos clinicos mais dirigidos. O tratamento com
antidepressivos ndo deve ser prolongado pois estes farmacos habitualmente provocam

uma grande dependéncia.

1.2 Farmacos selecionados para a realizacao deste trabalho

Apresentar-se-d0 seguidamente algumas caracteristicas dos farmacos estudados neste
trabalho. Serdo mencionadas algumas caracteristicas fisico-quimicas relevantes para a
selecdo do método analitico e otimizacdo das condi¢es instrumentais, de forma a
evitar-se a ocorréncia de reacfes secundéarias ou a degradacao da estrutura quimica do
composto durante a aplicagdo do método analitico.

Os farmacos em estudo sdo a sertralina, o seu principal metabolito a norsertralina, a

fluoxetina e o citalopram.

1.2.1 Inibidores seletivos da recaptacéo da serotonina

A producdo de ISRS resultou da busca de uma nova classe de medicamentos, tdo
eficazes quanto os antidepressivos triciclicos, que apresentassem menores problemas de
tolerabilidade e seguranca .

O primeiro ISRS introduzido no mercado foi a fluoxetina, em 1987, tendo esta alterado
a atitude sobre o tratamento farmacoldgico da depressdo. As razbes para este facto

incluiram dois aspetos essenciais: i) os efeitos adversos iniciais da fluoxetina eram, em



geral, melhor tolerados relativamente aos tratamentos pré-existentes; e ii) a fluoxetina
apresentava uma posologia simplificada. Posteriormente introduziram-se outros ISRS
partilhando as mesmas propriedades bésicas da fluoxetina . Os ISRS constituem um
grupo heterogéneo do ponto de vista quimico, com efeitos terapéuticos muito proximos

dos triciclicos ™

1.2.2 Propriedades fisico-quimicas P¢2Ptad ¢ 10]

Nas figuras 1.1 a 1.4 sdo apresentadas as formulas de estrutura dos quatro fA&rmacos em

estudo.

Figura 1.1- Estrutura da Fluoxetina

Cl

NH

Figura 1.3 - Estrutura da norsertralina Figura 1.4 - Estrutura do citalopram

Na tabela 1.1 apresentam-se algumas das propriedades fisicas e quimicas dos compostos

em estudo neste trabalho.



Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos testados, trés antidepressivos,
fluoxetina, citalopram e sertralina e um metabolito desta, a norsertralina.

Composto Férmula pPK, Massa molecular Designacdo IUPAC

quimica (g mol'™)

metil[(3S)-3-fenil-3-[4-

Fluoxetina Cy7H1gF3NO 9.80 309.3261 . . . ) .
(trifluorometil)fenoxi]propil]Jamina
. (1S-4S)-4-(3,4diclorofenil)-1,2,3,4-
Sertralina C47H17;CILN 9.85 306.23 ) . ] )
tetrahidro-N-metil-1-naftilenamina
. (1S,4S)-4-(3,4-diclorofenil)-1,2,3,4-
Norsertralina C16H15Cly 9.73 292.203

tetrahidronaftaleno-1-amina

(RS)-1-[3-(dimetilamino)propil]-1-
Citalopram CyoH2FN,O 9.78 324.3919 (4-fluorofenil)-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-carbonitrilo

1.2.3 Mecanismo de agéo

Os antidepressivos sdo farmacos que melhoram o humor e, consequentemente
melhoram globalmente a capacidade fisica e psiquica dos individuos afetados. Acredita-
se que o efeito antidepressivo decorra do aumento da disponibilidade de
neurotransmissores no sistema nervoso central, principalmente da serotonina (5-HT), da
noradrenalina ou norepinefrina (NE) e da dopamina (DA), ao bloquearem recetores pré-
sinapticos da serotonina (5HT2). O citalopram, a fluoxetina, a fluvoxamina, a
paroxetina, a venlafaxina e a sertralina sdo alguns exemplos deste tipo de
antidepressivos.

Os antidepressivos atuam no sistema limbico, aumentando os niveis de noradrenalina e
de serotoninana fenda sinaptica. Este aumento da disponibilidade dos
neurotransmissores na fenda sinaptica é conseguido através da inibicdo na recaptagdo
destas aminas pelos recetores pré-sinapticos. Com o uso prolongado de antidepressivos
ocorre uma diminui¢cdo do nimero de recetores pre-sinapticos, cuja estimulacao inibiria
a libertacdo de noradrenalina. Quanto menor for o numero destes recetores mais
noradrenalina estaria disponivel na fenda sinaptica. Deste modo, estes dois mecanismos
estdo relacionados com a recaptagdo: um inibe diretamente a recaptagdo enquanto o

outro diminui o nimero de recetores [,



De um modo geral, a serotonina regula o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, 0
ritmo cardiaco, as fungdes neuroendocrinas, temperatura corporal, sensibilidade a dor,
atividade motora e funcdes cognitivas Y. Os antidepressivos ajudam a recuperar ou

corrigir todas estas capacidades do ser humano.

A serotonina é uma monoamina, uma molécula que estd envolvida na comunicagao
entre 0s neurdnios. A comunicacdo que se estabelece entre os neurénios € muito
importante para que se possa assimilar o meio envolvente de forma a responder-se aos
diferentes estimulos ambientais. A serotonina € o produto da transformacdo do
aminoacido L-triptofano. O triptofano, 5-HTP (5-hidroxitriptofano) é um nutriente
encontrado em alimentos ricos em proteinas como carne, peixe, e lacticinios e, a sua
importancia na psiquiatria deve-se ao facto de ser o precursor direto da serotonina.
Atualmente a serotonina esta intimamente relacionada com alteragdes do humor ou
transtornos afetivos, pelo que a maioria dos medicamentos antidepressivos atuam
produzindo um aumento da disponibilidade dessa substancia no espago entre 0s

neurdnios 1,

Considera-se a serotonina um dos neurotransmissores mais importantes, determinando
0S seus niveis no organismo se o individuo se encontra deprimido, propenso a violéncia,
irritado, impulsivo ou com distarbios alimentares. Como niveis elevados
de serotonina podem elevar o humor e produzir uma sensacao de bem-estar, a sua falta
no cérebro ou anormalidades no seu metabolismo relacionam-se com problemas
psiquiatricos, como a depressdo, ansiedade, agressividade, comportamento compulsivo,

ou problemas afetivos, entre outros 2.

1.2.4 Farmacocinética

Os ISRS sdo bem absorvidos, exibindo elevada biodistribuicdo oral %\, Em relagdo ao
metabolismo, dos ISRS estudados, a fluoxetina, a sertralina e o citalopram originam
metabolitos que mantém a atividade bioldgica . A sertralina origina um metabolito
ativo, a norsertralina, que apresenta um tempo de meia vida (ty;) aproximado de 71
horas ¥, Quanto a fluoxetina, 0 seu metabolismo é bastante complexo pois origina um
metabolito, a norfluoxetina, com um ty, que varia de 77 a 235 horas. Por outro lado, a

cinética da fluoxetina néo é linear, estando as elevadas doses associadas a concentragdes



plasmaticas também, demasiado elevadas. Além disso, ap6s um longo periodo da
administracdo, o ti, da fluoxetina torna-se ainda mais prolongado, provavelmente
devido ao facto de inibir o seu proprio metabolismo. Apesar destas particularidades, a
fluoxetina é geralmente bem tolerada mesmo entre individuos idosos, de igual forma a
outros ISRS ™! Contudo podem ocorrer algumas interagdes devido aos seus efeitos
sobre o sistema hepéatico microssomal CYP 2D6.

O citalopram tem um t;;, de aproximadamente 35 horas. Os metabolitos deste, o
desmetilcitalopram e o didesmetilcitalopram tém um t/, aparente de 49 e de 102 horas,
respetivamente.

Visto que os ISRS tém uma margem terapéutica ampla, é raro que outros medicamentos
originem aumentos problematicos nas suas concentracdes. No entanto, quando
coadministrados com outros farmacos, os ISRS originam frequentemente inibicdo do

metabolismo desses medicamentos.

1.3 — Impacto ambiental dos antidepressivos

Os poluentes emergentes sdo substancias quimicas cuja presenca no ambiente ndo €
regulada por legislacdo internacional ou nacional, ndo existindo por isso qualquer
obrigatoriedade da sua monitorizacdo. No entanto, pelas suas caracteristicas podem

representar uma potencial ameaca para os ecossistemas e satide humana .

Os poluentes organicos emergentes (POE) tém sido alvo de uma atencdo especial por
serem moléculas biologicamente ativas, e na sua grande maioria apresentarem baixa
biodegradabilidade no meio ambiente, principalmente nas aguas. Estas propriedades
intrinsecas originam um grande potencial para a sua bioacumulacéo e persisténcia no
meio aquético, assim como nos solos. Os progressos na instrumentacdo analitica e no
desenvolvimento de técnicas de extracdo e analise possibilitam a detecéo e identificagdo
de novos compostos em gamas de concentracdo cada vez mais baixas, contribuindo para

uma mais eficaz monitorizacdo da contaminacéo do meio ambiente pelos farmacos [,
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2. Técnicas Analiticas
Nesta seccao serdo descritas as técnicas analiticas utilizadas neste trabalho.
2.1 Metodologias para a detecdo de antidepressivos em aguas

2.1.1 Extracdo em fase solida

A extracdao em fase solida (SPE) € uma das técnicas de preparacdo de amostras mais
utilizadas na anélise de antidepressivos em aguas . O objetivo principal da SPE é a
remocdo do analito a partir da matriz em que se encontra, eliminando no mesmo
processo interferentes da matriz (substancias proteicas, sais, ureia, acidos gordos, etc.) e
a sua posterior concentracdo num pequeno volume de solvente adequado a analise
cromatogréfica.

O modo de separagdo mais utilizado na SPE € o de fase reversa, e foi, 0 mecanismo
utilizado neste trabalho em que, a fase estacionaria utilizada é apolar, isto é, as
particulas adsorventes sdo hidrofobicas, como por exemplo, a silica ligada a grupos
octadecilsilano (Cys) e octilsilano (Cg) ™. Os solventes de eluicio s&o em regra polares
como por exemplo, o metanol ou acetonitrilo 8. Este tipo de separacdo implica uma
fase mdvel polar ou moderadamente polar, sendo que o analito de interesse a ser
recuperado é, de uma forma geral, medianamente polar ou apolar. %

Os analitos contidos na matriz liquida sdo extraidos ap6s passarem por um cartucho
contendo uma fase estacionaria para a qual tém afinidade, ficando retidos. Nesta
técnica, os materiais adsorventes dependem das caracteristicas dos compostos
analisados, em particular do seu pK,. Neste trabalho foram testadas trés colunas de SPE,
Bond Elut Plexa (200 mg, 6 mL) da Agilent, STRATA-X (200 mg, 3 mL) da
Phenomenex e OASIS MCX (150 mg, 6 mL) da waters. Estas colunas foram escolhidas
com base nas caracteristicas dos farmacos em estudo pois, sdo adequadas para o estudo
de compostos apolares e com valores de pK, entre 8 e 10 e, 0s trés antidepressivos e 0
metabolito em estudo sdo todos apolares e tém valores de pK, na ordem dos 9,7.

Como procedimento geral, efetua-se o acondicionamento inicial do material adsorvente
da coluna ativando-a com a passagem de solvente orgénico. Apds a ativagdo da coluna
introduz-se a amostra previamente filtrada para eliminacdo da matéria orgéanica em
suspensdo. De seguida procede-se a lavagem com solvente adequado de forma a

remover os interferentes que tenham ficado adsorvidos na coluna. Finalmente utiliza-se

11



como eluente um solvente organico apropriado de forma a desadsorver os analitos de
interesse da coluna. Por ultimo, o solvente é evaporado, a amostra é redissolvida para
ser posteriormente analisada.

Esta técnica apresenta muitas vantagens por, em geral, permitir obter taxas de
recuperacdo e reprodutibilidade elevadas, baixos volumes de eluicéo, utilizar solventes
de toxicidade reduzida e ser uma técnica réapida e simples de executar '*. A SPE pode
implementar-se em duas formas distintas: i) na forma “on-line”, quando o sistema SPE
estd diretamente ligado ao sistema cromatografico de analise, ou na forma “off-line”,

quando o processo SPE ¢ realizado separadamente do processo de analise.

Fase
Sdlida

oooooo

Figura 2.1 - Esquema de um cartucho de SPE

Metanol + H.O

}

Solvente

*,

= : —

=

Acondicionaments  Passagem da amostra Lavagem Eluigan

b

Figura 2.2 - Esquema de um procedimento de SPE em modo “off-line’
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2.1.2 Analise cromatografica de antidepressivos presentes em aguas residuais e

superficiais

A identificacdo e quantificacdo de farmacos no ambiente € uma atividade cada vez mais

frequente.

Os métodos analiticos tém sofrido um grande desenvolvimento, de modo a permitirem a
obteng&o de baixos limites de quantificacdo e uma maior seletividade, destacando-se as
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS), a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa tandem (LC-MS/MS) e a cromatografia

gasosa acoplada & espectrometria de massa tandem (GC-MS/MS) 1€,

A cromatografia € uma técnica analitica de separacdo de moléculas ou iBes e integra
uma fase estacionaria e uma fase movel — que transporta os analitos ao longo da fase
estacionaria. No caso da cromatografia liquida (LC), a fase movel é um liquido e a fase
estaciondria apresenta-se como o preenchimento da coluna analitica de separacdo
cromatografica.

A cromatografia liquida apresenta duas fases com interacdo seletiva, uma vez que a fase
movel e estacionaria competem pelos analitos, o que resulta numa melhor separacdo das
substancias. Ambas as fases interagem livremente com cada analito, sendo que
diferencas de adsorcdo, troca i6nica e tamanho levam a diferentes graus de interagdo,
resultando na separacao dos compostos. Quanto maior for o grau de interacdo do analito
com a coluna, mais tempo demora a ser eluido, apresentando, por isso, um tempo de
retencéo superior.

Observa-se ainda que a utilizagdo de um gradiente de concentragdes durante a separagédo
cromatografica permite uma melhor separacdo dos analitos presentes na mistura. A
analise ao eluato, através de um detetor adequado, é regra geral continua, sendo o
resultado final de uma analise cromatografica um cromatograma, que ndo é mais do que
a representacdo grafica da intensidade relativa dos picos eluidos em funcdo do seu
tempo de retencdo (intensidade relativa vs. tempo) &7,

Recentemente tém vindo a ser desenvolvidas metodologias para a analise de farmacos
utilizando cromatografia liquida de ultra elevada eficiéncia (UHPLC) que € uma técnica

de separacdo cromatogréfica que utiliza fases estacionarias com particulas de diametro
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inferior a 2 um. O uso destas particulas juntamente com a possibilidade de trabalhar a
pressdes elevadas e utilizar volumes de injecdo menores, permite obter uma maior
sensibilidade, resolucéo e detetabilidade, num periodo de analise muito menor (baixa 0s
tempos de retencdo dos compostos).

Num sistema de UHPLC, devido a compressibilidade do solvente a altas pressdes, 0
volume de amostra injetada deve ser baixo para que, se obtenha um bom desempenho
[18].

O acoplamento da espectrometria de massa a cromatografia liquida (LC-MS)
possibilita, para além da quantificacdo dos analitos a sua identificagéo.

Um espectrometro de massa tem trés componentes basicos: uma fonte de ionizag¢éo, um
(ou mais) analisador(es) de massa e um detetor ™. No interior do espectrémetro de
massa, desde a fonte até ao detetor, a presenca de um gradiente de pressdo e de
voltagem permite encaminhar os ides pelo correto percurso. A fonte de ionizagdo é
responsavel por ionizar as moléculas da amostra em estudo. Ap6s adequada ionizacao,
o0s iBes sdo direcionados para o analisador de massa através de um série de elementos
eletromagnéticos, permitindo assim focar o feixe de ifes e controlar a sua trajetoria. No
analisador de massa, os ifes sdo filtrados e separados de acordo com a sua razéo
massa/carga (m/z). Os ides ja separados entram entdo no detetor, o qual determina a
concentracdo destes, sendo que os resultados sdo apresentados sob a forma de um
espectro de massa. Os ides encontram-se em fase gasosa e, uma vez que nestas
condi¢des sdo muito reativos, a sua manipulagéo e trajeto devem ser efetuados a alto
vacuo. A fim de proporcionar o gradiente de pressdo ao longo da trajetoria dos i6es no
espectrometro de massa, a fonte de ionizacdo é mantida numa camara a pressdo
ambiente, enquanto os elementos eletromagnéticos, analisador de massa e detetor sdo
mantidos a alto vacuo 2.

Frequentemente s&o utilizados sistemas de detecdo MS/MS. Os sistemas MS/MS sao
constituidos por varios analisadores de massa, permitindo sucessivas analises numa so
amostra, resultando no aumento da seletividade, precisdo, exatidao e sensibilidade. A
seletividade destes sistemas é muito elevada, uma vez que a probabilidade de dois
compostos distintos originarem 0 mesmo ido percursor e ides produto € infima. Por
outro lado, a sensibilidade é aumentada pela reducdo consideravel de sinais
interferentes, obtendo-se uma significativa reducéo ao nivel do ruido analitico "%,
Neste trabalho foi utilizado um sistema MS/MS constituido por um triplo quadrupolo.

Os trés quadrupolos apresentam diferentes funcdes, sendo que os dois quadrupolos das
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pontas funcionam como filtros de massa, enquanto o quadrupolo central assume o papel
de uma célula de colisdo. O primeiro quadrupolo (Q1) permite a selecdo de massa dos
i0es que entram na camara do analisador de massa (precursores). Os ides que
apresentam o valor de m/z adequado para a sua passagem pelo primeiro quadrupolo
entram entdo na célula de colisdo. Este segundo quadrupolo tem como Unica fungédo
acelerar os ifes, os quais colidem com as moléculas do gas inerte (em geral argon)
existente nesta regido do analisador de massa, levando assim a sua fragmentacdo. A
fragmentacdo pode ser aumentada pelo aumento da energia de colisdo ou da pressédo do
gas inerte. Os ibes produto entram entdo no terceiro quadrupolo (Q3), responsavel pela
sua selecdo por m/z. Para a devida identificacdo de compostos, sdo necessarias pelo
menos duas transi¢cdes de Monitorizacdo de reacdo multipla (MRM) onde a mais intensa
advém do i3o denominado por “quantificador”, e as restantes de ides conhecidos por

“qualificadores” [1e]

2.2 Validacéo do método

A fiabilidade dos resultados analiticos é de extrema importancia, sendo um requisito
essencial a correta interpretacdo dos resultados. O processo de validacdo deve incluir
todos os procedimentos necessarios para demonstrar que uma técnica analitica destinada
a determinacdo quantitativa de um ou mais analitos numa determinada amostra é
adequada. A conformidade da metodologia deve ter em consideragédo alguns parametros
obrigatdrios, tais como seletividade/especificidade, precisdo, exatidao, linearidade/curva

de calibracdo, limites de detecdo e de quantificacdo e recuperaggo .

2.2.1 Quantificagéo

Na etapa de quantificagdo estabelece-se a correlagdo entre o sinal do detetor e a
quantidade do componente de interesse. Os sistemas de quantificagdo mais usados sao o
método de padréo externo, método do padréo interno e método da adicdo padrao %24,

Neste trabalho utilizou-se 0 método do padrdo interno, que consiste na preparacdo das
solucBes padrdo de concentracdo conhecida da substancia de interesse, as quais se
adiciona a mesma quantidade de um composto conhecido chamado padréo interno (PI)
[20] Este método é utilizado quando se pretende reduzir o efeito de matriz dos analitos

de interesse, dado que durante a corrida cromatografica o padrdo interno (PI) €
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submetido a condi¢cdes experimentais semelhantes a substancia de interesse. O padrédo
interno deve ser escolhido atendendo a alguns requisitos: o composto escolhido deve
eluir da coluna adequadamente, encontrar-se devidamente separado de todos o0s outros
compostos da amostra, eluir proximamente aos compostos de interesse e ser estavel nas

condicdes de analise.

2.2.2 Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método analitico diferenciar e quantificar o analito
ha amostra na presenca de outros compostos 4. Representa o grau de interferéncia de
espécies distintas, como a presenca de outro principio ativo, reagentes, impurezas e
produtos de degradacdo, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente de um

componente simples, isto €, que ndo existam interferentes naquele tempo de retencédo
[14]

2.2.3 Curva de calibracao e linearidade

A linearidade trata-se da capacidade de um método analitico produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, numa determinada faixa de
concentracdes. A faixa linear de um método é definida como o intervalo entre os niveis
inferior e superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com precisdo, exatiddo e linearidade exigidas sob as condigdes
especificadas para o ensaio 4,

A curva de calibracdo traduz a relacdo que existe entre a resposta do equipamento e as
concentrag0es conhecidas do analito. Deve ser desenvolvida para cada analito na
amostra. Para que a relacdo entre a concentracdo e a resposta do equipamento seja
adequadamente definida deve ser usado um namero suficiente de padrées. O numero de
padrGes usados na construcdo da curva de calibragdo terd& em conta o intervalo
antecipado de valores analiticos bem como, a natureza da relacdo analito/resposta. As
concentracdes dos padrdes serdo escolhidas com base no intervalo de concentragdes

esperadas no estudo em causa.

2.2.4 Limites de detecdo e quantificacao

O limite de detecdo (LOD) representa a menor concentra¢do da substancia em analise e

que pode ser detetada com certo limite de confianca, utilizando um determinado
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procedimento experimental, mas ndo necessariamente quantificada. O limite inferior de
quantificacdo (LOQ) traduz a mais baixa concentracdo do analito que pode ser

quantificada com certa confianca nas condicdes experimentais ™!,

O limite de detecdo (LOD) pode ser determinado por diferentes métodos:

Relacdo sinal/ruido: o LOD € determinado atraves da comparacédo que é realizada entre
a medicdo dos sinais de amostras com baixas concentracdes conhecidas do analito na
matriz e um branco dessas amostras. Assim, é estabelecida uma concentracdo minima
na qual a substancia pode ser facilmente detetada . Nestes casos é importante
conhecer o conceito de ruido, que nos métodos cromatograficos, consiste na flutuacédo
da linha base do cromatograma. E a diferenca entre a maior altura e a maior
profundidade dos picos, nio relacionada com algum composto detetada .

Baseado em pardmetros da curva analitica: o LOD é determinado atraves de

parametros da curva analitica de acordo com a equacao:

N

LoD =30x (3) (1.1)
Onde,
s é a estimativa do desvio padréo da resposta do coeficiente linear da equacéo da reta da
curva analitica;

a é o declive ou coeficiente angular da equacdo da reta da curva analitica.

Os critérios usados para a determinacdo do LOD podem ser adotados para o limite de
quantificacdo (LOQ). No caso dessa determinacdo se basear em parametros da curva

analitica, utiliza-se a seguinte equacéo ??;

L0Q =10 x (3) (1.2)

2.2.5 Recuperagao

A recuperagdo ou rendimento de extracdo de um analito € a relagdo percentual entre a
resposta obtida do detetor a partir de uma quantidade de analito adicionado e
posteriormente extraido da matriz e a resposta desse detetor para a quantidade de analito
teoricamente presente (sem extracdo). A recuperacdo indica portanto a eficicia da
extracdo de um método analitico. A recuperagdo do analito ndo precisa de ser 100%,

desde que seja reprodutivel e 0 método apresente precisdo adequada ™.
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A recuperacdo neste trabalho foi calculada utilizando a expresséo 1.3.
Recuperacio = (4rea A/area B) x 100 % (1.3)
Onde,

area A - area do pico cromatogréafico do analito obtido apds o procedimento de extracéo.

area B - a area do pico cromatografico do analito obtido por injecdo da solucdo padrdo (sem
efetuar o procedimento de extragao).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais e métodos

Neste trabalho foi desenvolvido um método para a analise qualitativa e quantitativa de
trés antidepressivos, citalopram, fluoxetina, sertralina e um metabolito, norsertralina, em
agua de rio. As andlises foram efetuadas por cromatografia liquida de ultra elevada
eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem, sendo a amostra
primeiramente sujeita a extracdo por SPE.

Neste capitulo serdo descritos os reagentes e equipamentos utilizados, assim com 0s

procedimentos de preparacdo das amostras e das solucdes padréo.

3.1 Reagentes e solugdes

Neste trabalho utilizaram-se reagentes com elevado grau de pureza como o cloridrato de
fluoxetina, cloridrato de sertralina, cloridrato de norsertralina, bromidrato de citalopram
e solucdo metandlica de fluoxetina deuterada (1 mg/mL). Utilizou-se metanol, n-
hexano, diclorometano e 2-propanol com qualidade para HPLC, assim como
acetonitrilo de qualidade para MS/MS, bem como os &cidos cloridrico a 37% e férmico
a 98%, amonia a 25% e solucdo de hidroxido de amonia a 28-30%.

A 4gua ultrapura (18,2 MQcm) foi obtida por purificagdo de agua desionizada num
sistema Milli-Q Simplicity 185 (Millipore).

3.1.1 Preparacéo das solucdes padrao

As solucdes padrao dos antidepressivos em estudo (fluoxetina, citalopram, sertralina e
norsertralina) foram preparadas por diluicdo da substancia pura em metanol, utilizando
0 procedimento seguinte:

- Prepararam-se solugdes padrdo stock individuais pesando 1 mg de padrdo e
dissolvendo com 1 mL de metanol de forma a obter-se uma concentracdo final de
composto de 1000 mg/L. No caso da norsertralina foram pesados 5 mg de composto
tendo-se adicionado 2 mL de metanol de forma a obter-se uma concentragdo final de
2500 mg/L. Todas as solugdes foram armazenadas a -20 °C.

- As solucbes padrédo de trabalho foram preparadas por diluicdo de quantidades

apropriadas das solucdes padréo stock numa mistura MeOH:H,0O (10:90).
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3.1.2 Preparacao das solugdes para a curva de calibracéo

Prepararam-se numa mistura de MeOH:H,O (10:90) solucBes com seis niveis diferentes
de concentragdo: 100; 50; 25;10; 5; 1 ¢ 0,5 pg/L.
A cada solucéo foi adicionado 10 pL de uma solucdo de fluoxetina deuterada 1 mg/L.

3.1.3 Preparacao de outras solucdes
» Solucdo 5% (v/v) NH,OH em MeOH

Num baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se 1,67 mL de NH;OH a 28-30% e perfez-

se 0 volume com MeOH.
» Solucdo 2% (v/v) HCOOH em H,0

Num baldo volumétrico de 25 mL adicionou-se 500 uL. de HCOOH a 98% e perfez-se o

volume com agua ultra-pura.
» Solucdo DCM:MeOH:NH,OH (88:10:2)

Num baldo volumétrico de 5 mL adicionou-se 100 uL NH3 e 500 uL de metanol e

perfez-se o volume com DCM.

3.2 Método de extracdo de SPE

Para o procedimento de extracdo em fase solida foi utilizado um sistema maultiplo de
vacuo (Phenomenex USA), tendo-se testado trés diferentes cartuchos de SPE: i) Oasis
MCX (150 mg, 6 mL) da Waters Corporation; ii) Bond Elut Plexa (200 mg, 6 mL) da
Agilent e iii) Strata-X (200 mg, 3 mL) da Phenomenex.

ApoOs a otimizacdo dos procedimentos de extracdo obtiveram-se as melhores
recuperacdes utilizando as seguintes condi¢des experimentais:

- coluna de extracdo - Oasis MCX (150 mg, 6 mL) da Waters

- acondicionamento: 6 mL MeOH, 6 mL H,0O ultrapura pH 2;

- procedimento otimizado: 50 mL amostra com pH ajustado a 2 com 1 mL mistura de
padrdes a 50 ppb; a lavagem foi realizada com 5 mL 2% (v/v) HCOOH em H,0O ultra-
pura; secagem sob vacuo durante aproximadamente 20 minutos; eluicdo com 5 mL de
DCM:MeOH:NH,OH (88:10:2).
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3.3 Anédlise cromatografica

A anélise cromatogréfica foi realizada num equipamento de cromatografia liquida de
ultra elevada performance da marca Shimadzu (Kyoto, Japdo), modelo Nexera,
equipado com dois modulos de distribuicao do solvente (LC-30 AD), um forno CTO-20
AC, um amostrador automatico SIL-30 AC e um detetor de espectrometria de massa do
tipo triplo quadrupolo (LCMS-8030). O sistema foi controlado por um sistema CBM-20
A. Utilizou-se uma coluna Kinetex Core Shell C18 da Phenomenex, de 1,7 um de
tamanho de poro e dimensdes 150 x 2,1 mm, tendo todos os compostos sido analisados

no modo de ionizagdo positiva.

Como fase movel utilizou-se &gua com acido formico a 0,1% (A) e acetonitrilo (B), com
um fluxo de 0,3 mL/min com um gradiente cujas condicdes iniciais eram 90% A; 0-5,5
min, 0% A, 5,5-6,5 min retomava as condigdes iniciais; 6,5-9,0 min reequilibrava-se a
coluna. A coluna foi ajustada a uma temperatura de 30 °C, tendo-se usado um volume
de injecdo de 5 pL. A temperatura da linha de dessolvatacdo foi de 200 °C, a
temperatura do bloco de 200 °C, o fluxo do gas nebulizador de 2,2 L/min, o fluxo do gas

de secagem de 12,0 L/min e a voltagem da interface de 1 kV.

3.4 Preparacdo da amostra real

A amostra com um volume de 50 mL foi previamente filtrada numa membrana de nylon
(diametro de poro 0,2 um) antes da realizacdo da extracdo, tendo o seu pH sido ajustado
a 2 com HCI concentrado, apds o qual se realizou o procedimento de extracdo em fase
solida previamente otimizado. O extrato foi evaporado até a secura sob suave corrente
de azoto. Apds a evaporacéo redissolveu-se o extrato em 1 mL de MeOH:H,0 (10:90) e
agitou-se utilizando o vortex. A solucdo foi transferida para um eppendorf tendo-se
centrifugado a 9000 rpm durante 10 minutos. De seguida transferiu-se o sobrenadante
para um vial e adicionou-se 10 pL de uma solucdo de fluoxetina deuterada de
concentragdo 1 mg/L.
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4. Analise e discussao dos resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a anélise dos antidepressivos
em estudo, citalopram, fluoxetina, sertralina e norsertralina. Desenvolveu-se um método
para a analise destes antidepressivos envolvendo a extracdo em fase sélida no modo
“off-line”, seguida de andlise por cromatografia liquida de ultra elevada eficiéncia com
detecdo por espectrometria de massa em tandem.

Neste sentido otimizaram-se diferentes parametros operacionais que afetavam quer a
capacidade de extracdo dos compostos, quer a sua separacdo e detecdo. Os parametros
avaliados envolveram a otimizacao das condi¢fes cromatograficas e dos parametros de
detecdo, como a temperatura da linha de dessolvatacéo (DL), a temperatura do bloco, o
fluxo do gas nebulizador, o caudal do gas de secagem, a voltagem da interface, e a
otimizacdo dos parametros de extracdo. O método foi avaliado considerando a sua

linearidade, recuperacéo e preciséo.

4.1 Otimizacdo do método

4.1.1 Otimizacao dos parametros do analisador de massa, no modo SCAN

O trabalho foi iniciado com a otimizacdo dos parametros do analisador de massa, no
modo SCAN. O modo SCAN permite efetuar um varrimento continuo numa gama
alargada de razdes massa/carga (m/z), sendo por isso 0 método mais indicado para
determinar o ido precursor de cada analito. Neste sentido efetuou-se a injecédo direta de
solucdes de citalopram, fluoxetina, sertralina, norsertralina (0s compostos em estudo) e
fluoxetina deuterada (padréo interno) em metanol com uma concentragéo de 10 mg/L de
forma a obter-se o espetro de massa dos compostos em estudo.

Ao efetuar-se a injecéo direta utilizou-se um volume de injecdo de amostra de 5 pL e
uma fase mdvel constituida por 30% de H,O contendo 0,1% HCOOH e 70% de ACN,
com um caudal de 0,4 mL/min. O fluxo do gas nebulizador foi de 2,7 L/min, com 12,0
L/min de gas de secagem e 230 °C de temperatura do bloco e de dessolvatacéo
(parametros pré-definidos pelo equipamento). Cada corrida teve a duragdo de 1,5 min.
Utilizaram-se os modos de ionizacdo positiva e negativa, de forma a se avaliar qual

destes modos seria 0 mais adequado para a analise dos compostos em estudo. Das
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analises em modo SCAN obtiveram-se 0s espectros de fragmentacdo das quatro
substancias em analise e do padréo interno.

Na figura 4.1 séo apresentados 0s espetros de massa obtidos por injecdo direta de uma
solucdo de fluoxetina, utilizando o modo de ionizacdo positiva e negativa (nos
quadrupolos Q1 e Q3).

zventl: 1 03 ScanlE+) Ret Time : [0.067->0.336]{0.470->0.605] Scan# : [5-+21H{29->37]
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1.04 m'z - - 280.00 - _Abs. Inten. 0- - Rel Inten. 0.00
1 3 3}0 391
7 | il
I:ID | L o T L | L
250.0 2750 300.0 32510 350.0 375.0 miz

Zventh: 2 01 Scan[E+] Fet Time : [0.09450. 352 [0.457 > 0.621] Scan#t : [B-»22 30 30]
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] 310 A
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- JInten. (=100 000} Baze Peak: 320162 045
e mz 279.00 Abs. [nten. 0 Rel Inten. 0.00

1 0 280
1ol 265 293 307 344 | 393
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Figura 4.1 - Espetro de massa de uma solu¢do 10 mg/L de fluoxetina em metanol,
obtido por injecdo direta no modo SCAN por a) ionizagao positiva, quadrupolo Q3; b)
ionizagdo positiva, quadrupolo Q1; c) ionizagdo negativa, quadrupolo Q3 e d) ionizacdo
negativa, quadrupolo Q1.

Analisando os espectros de massa apresentados na figura 4.1 verifica-se que a
intensidade dos picos € muito superior no modo de ionizagdo positiva. Nos espectros de
massa da fluoxetina tracados no modo de ionizacdo positiva, figura 4.1 a) e b),

observam-se dois picos de m/z 310 e 351 de elevada intensidade. Estes picos
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correspondem a fluoxetina protonada ([M+H]") e a um aducto da fluoxetina com o
acetonitrilo da fase mdvel protonado ([M+CH3sCN+H]"), respetivamente. Com base
nestes resultados decidiu-se efetuar a andlise da fluoxetina no modo de ionizagdo

positiva.

Na figura 4.2 séo apresentados os espetros de massa obtidos por inje¢éo direta de uma
solucdo de citalopram, utilizando o modo de ionizagdo positiva e negativa (nos
quadrupolos Q1 e Q3).
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Figura 4.2 - Espetro de massa de uma solucdo 10 mg/L de citalopram em metanol
obtido por injecdo direta no modo SCAN por a) ionizagdo positiva, quadrupolo Q3; b)
ionizacdo positiva, quadrupolo Q1; c) ionizacdo negativa, quadrupolo Q3 e d) ionizacéo
negativa, quadrupolo Q1.
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Analisando os espetros de massa do citalopram apresentados na figura 4.2, verifica-se
que este composto apenas sofre ionizacdo no modo positivo. Observa-se um pico com
m/z 325 apenas no modo de ionizagdo positiva cuja razdo massa/carga corresponde ao

citalopram protonado ([M+H]").

Na figura 4.3 estdo apresentados os espetros de massa de uma solugdo de sertralina,

obtidos no modo de ionizagdo positiva e negativa (nos quadrupolos Q1 e Q3).
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Figura 4.3 - Espetro de massa de uma solu¢do 10 mg/L de sertralina em metanol, obtido
por injecdo direta no modo SCAN por a) ionizagdo positiva, quadrupolo Q3; b)
ionizacdo positiva, quadrupolo Q1; c) ionizacdo negativa, quadrupolo Q3 e d) ionizacéo
negativa, quadrupolo Q1.
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Analisando os espectros de massa apresentados na figura 4.3 verifica-se que, de modo
semelhante aos compostos apresentados anteriormente, a intensidade dos picos € muito
superior no modo de ionizagdo positiva. Verifica-se a existéncia de trés picos bem
definidos de m/z 275, 306 e 347, no modo de ionizacdo positiva, correspondendo,
respetivamente a perda de NHCH;3 ([M-NHCH;] ¥), a sertralina protonada ([M+H]") e ao
aducto formado com o ACN proveniente da fase mével ((M+CH3CN+H]") .

Na figura 4.4 sdo apresentados 0s espetros de massa obtidos para a analise de uma

solucéo de norsertralina, no modo de ionizacdo positiva e negativa (nos quadrupolos Q1

e Q3).
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Figura 4.4 - Espetro de massa de uma solugdo 10 mg/L de norsertralina em metanol,
obtido por injecdo direta no modo SCAN por a) ionizagao positiva, quadrupolo Q3; b)
ionizacdo positiva, quadrupolo Q1; c) ionizagdo negativa, quadrupolo Q3 e d) ionizacdo
negativa, quadrupolo Q1.
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Através dos espetros de massa tracados para a norsertralina (figura 4.4) verificou-se que
também para este composto a intensidade dos picos obtidos no modo de ionizagao
positiva € muito superior. Observa-se a existéncia de quatro picos de elevada
intensidade no modo de ionizacdo positiva. O pico de m/z 292 corresponde a
norsertralina protonada ([M+H]"). O pico com m/z de 275 corresponde ao fragmento da
molécula obtido por perda de NH; ([M-NH.]"), por ultimo o pico de m/z 333
corresponde ao aducto que se forma entre a norsertralina e 0 ACN presente na fase
movel ([M+CH3CN+H]").
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Figura 4.5 - Espetro de massa de uma solugcdo 10 mg/L de fluoxetina deuterada em
metanol, obtido por injecéo direta no modo SCAN por a) ionizacdo positiva, quadrupolo
Q1 e b) ionizacdo positiva, quadrupolo Q3.

Através dos espectros de massa da fluoxetina deuterada (figura 4.5), constatou-se que
esta ioniza no modo de ionizacdo positiva, originando um pico de m/z de 315. Esta

razdo massa/carga advém da massa molecular da fluoxetina deuterada (314 g/mol)
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adicionada de um protdo. Observou-se, também, no espetro de massa um pico de m/z
356 correspondente ao aducto da fluoxetina deuterada com o ACN proveniente da fase
movel.

Estes resultados mostram que os compostos em estudo s@o detetados apenas no modo de
ionizacdo positiva. Com base nos resultados obtidos decidiu-se utilizar o modo de

ionizacdo positiva para a anélise dos compostos em estudo.

4.1.2 Otimizagao das condi¢des no modo MRM

O modo monitorizacdo de reacdo maultipla (MRM) foi utilizado na detecdo e
quantificacdo de farmacos e dos seus metabolitos. Sabendo qual a massa e a estrutura da
molécula a analisar, é possivel estabelecer o precursor de m/z e um fragmento de m/z
correspondente (definindo a transicdo MRM). A MRM pode dizer-nos qual o ido
produto e a respetiva intensidade, permitindo definir as condicGes dos trés quadrupolos,
a fim de ser detetado um dnico i&o-produto de um dado ido precursor 2.

Fez-se a injecdo direta de solugbes de citalopram, fluoxetina, sertralina, norsertralina e
fluoxetina deuterada em metanol, com uma concentracdo de 10 mg/L, no modo de
MRM, de modo a serem identificados os picos em m/z correspondentes a cada um dos
fragmentos, de cada um dos compostos. Nesta etapa do trabalho foram utilizadas as
mesmas condi¢des experimentais que na fase anterior do trabalho, utilizou-se um
volume de injecdo da amostra de 5 uL, utilizou-se uma fase movel constituida por 30%
H,O contendo 0,1% HCOOH e 70% ACN, com um caudal de 0,4 mL/min. O fluxo do
gas nebulizador foi de 2,7 L/min, o do gas de secagem 12,0 L/min e a temperatura do
bloco e da linha de dessolvatacdo foi de 230 °C, sendo estes parametros pré-definidos

pelo equipamento. Cada uma das corridas teve a duragdo de 1,5 min.

Analisando os espetros de massa obtidos da fragmentacdo dos compostos em estudo, em
particular os diferentes iGes produto obtidos e a abundancia correspondente, definiu-se o
ido com maior abundancia relativa como quantificador, e 0 segundo com maior

abundéncia relativa como qualificador.

Na figura 4.6 é apresentado o espetro de massa, no modo MRM, obtido para a

fragmentacéo da fluoxetina (m/z 310).
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Figura 4.6 - Espetro de massa MRM dos fragmentos de fluoxetina (solugdo 10 mg/L em
metanol); ido precursor m/z 310,20.

Através da analise do espetro de massa de MRM, dos fragmentos do ido precursor da
fluoxetina (figura 4.6), verificou-se que o ido precursor da fluoxetina de m/z 310,20,
originou dois ides produto, com m/z 148,20 e 44,20 de intensidades bastante diferentes.
Na tabela 4.1 estdo apresentadas as razdes m/z dos ides produto obtidos assim como as
respetivas intensidades relativas. O ido produto de m/z 44,20 (de maior intensidade) foi

definido como ido quantificador e o ido produto de m/z 148,20 como qualificador.

Tabela 4.1 - 130 precursor e iGes produto presentes no espetro de massa MRM da
fluoxetina e respetivas intensidades.

Intensidade relativa do

« 5 n

140 precursor 4o produto {30 produto (%)
310,20 44,20 100
310,20 148,20 13,51

Na figura 4.7 é apresentado o espetro de massa, no modo MRM, obtido para a
fragmentacéo do citalopram (m/z 325).
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Figura 4.7 - Espetro de massa MRM dos fragmentos de citalopram (solu¢do 10 mg/L
em metanol); ido precursor m/z 325,00.

Através da andlise do espetro de massa de MRM (figura 4.7), verificou-se que o ido
precursor do citalopram (m/z 325), origina trés ifes produto cujas razdes m/z estdo
indicadas na tabela 4.2. O ido produto de m/z 109,00 apresenta uma maior intensidade
relativa tendo sido definido como ido quantificador, enquanto o ido produto de m/z

262,15 foi escolhido para ido qualificador, devido a ser o segundo mais abundante.

Tabela 4.2 - 130 precursor e ides produto presentes no espetro de massa MRM do
citalopram e respetivas intensidades.

Intensidade relativa do

lao precursor l40 produto iz0 produto (%)
325,00 109,00 100
325,00 262,15 25,81
325,00 234,00 10,48

Na figura 4.8 é apresentado o espetro de massa, no modo MRM, obtido para a

fragmentacéo da sertralina (m/z 306,10).
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Figura 4.8 - Espetro de massa MRM dos fragmentos de uma solucdo de sertralina
(solugcdo 10 mg/L em metanol); ido precursor m/z 306,10.

Analisando o espetro de massa MRM dos fragmentos da sertralina (figura 4.8),
verificou-se que o ido precursor da sertralina de m/z 306,10 origina trés ides produto
com diferentes intensidades relativas (tabela 4.3). Devido a serem os ides produto mais
abundantes, os i6es com m/z de 158,85 e 275,10 foram definidos como ido

quantificador e qualificador, respetivamente.

Tabela 4.3 - 130 precursor e iGes produto presentes no espetro de massa MRM da
sertralina e respetivas intensidades.

Intensidade relativa do

140 precursor 130 produto {30 produto (%)
306,10 158,85 100
306,10 275,10 71,21
306,10 32,00 40,91

Na figura 4.9 é apresentado o espetro de massa, no modo MRM, obtido para a

fragmentacéo da norsertralina (m/z 333,10).
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Figura 4.9: Espetro de massa MRM dos fragmentos da norsertralina (solucdo 10 mg/L
em metanol); i&o precursor m/z 333,10.

Da analise do espetro de massa de MRM (figura 4.9) concluiu-se que o ido precursor da
norsertralina de m/z 333,10 origina trés ifes produto, tendo sido definido o ido de m/z
292,10 como ido quantificador e o ido de m/z 275,10 como ido qualificador, por estes

serem 0s mais abundantes. Estes resultados estdo apresentados na tabela 4.4.

Tabela 4.4 - 130 precursor e iGes produto presentes no espetro de massa MRM da
norsertralina e respetivas intensidades.

Intensidade relativa do

140 precursor |30 produto {30 produto (%)
333,10 292,10 100
333,10 275,10 48,48
333,10 158,90 44,44

Na figura 4.10 é apresentado o espetro de massa, no modo MRM, obtido para a

fragmentacéo da fluoxetina deuterada (m/z 315,30).
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Figura 4.10 - Espetro de massa MRM dos fragmentos da fluoxetina deuterada (solucao
10 mg/L em metanol); i&o precursor m/z 315,30.

Através da analise do espetro de massa em MRM apresentado na figura 4.10, verificou-
se que o ido precursor da fluoxetina deuterada (m/z 315,30) origina dois fragmentos,
sendo o ido produto com m/z 44,00 o mais abundante (tabela 4.5) e por isso definido
como i&o quantificador.

Uma vez que a fluoxetina deuterada é um composto isotopicamente marcado, ndo é
provavel ser detetado em matrizes ambientais, tendo sido apenas monitorizada uma

transicdo para este composto.

Tabela 4.5 - 130 precursor e iGes produto presentes no espetro de massa MRM da
fluoxetina deuterada e respetivas intensidades.

Intensidade relativa do

|40 precursor lao produto %0 produto (%)
315,30 44,00 100
315,30 153,10 7,57
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4.1.3. Otimizacéo dos parametros do analisador de massa, temperatura da linha
de dessolvatacéo, a temperatura do bloco, o fluxo do gas nebulizador, o

fluxo do gas de secagem e a voltagem da interface

Seguidamente serdo apresentados os resultados obtidos na otimizacdo dos diferentes
parametros do analisador de massa, nomeadamente a temperatura da linha de
dessolvatacdo, a temperatura do bloco, o fluxo do gas nebulizador, o fluxo do gés de
secagem e a voltagem da interface.

Foi feito o estudo da temperatura da linha de dessolvatacdo entre 150 e 300 °C,
analisando-se as areas dos picos dos compostos para diferentes valores de temperatura,
de maneira a verificar qual a temperatura da linha de dessolvatacdo que permite obter
uma maior sensibilidade para todos os farmacos. Os resultados obtidos estdo

sumariados na figura 4.11.
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temperatura da linha de solvatagdo (2C)

Figura 4.11 - Variacdo da area do pico obtido para cada farmaco em funcdo do valor da
temperatura da linha de dessolvatacao.

Através da analise do gréafico, verifica-se que, para o citalopram, com o aumento da
temperatura da linha de dessolvatacdo aumenta a area do pico até aos 200 °C,
temperatura a partir da qual se regista uma diminuicéo da area do pico com o aumento
da temperatura da linha de dessolvatacdo. A fluoxetina e a sertralina apresentam um
comportamento semelhante face a variacdo da temperatura da linha de dessolvatacao.

Inicialmente, com o aumento da temperatura as areas dos picos também aumentam, no

39



entanto aos 200 °C, as areas dos picos diminuem um pouco e a partir deste valor voltam
a aumentar. Para a norsertralina, & medida que a temperatura da linha de dessolvatacdo
aumenta observa-se uma diminui¢cdo da &rea do seu pico. Com base nos resultados
obtidos, definiu-se como adequada uma temperatura da linha de dessolvatacdo de 200
°C, pois este era o valor que reunia a melhor relagdo temperatura da linha de

dessolvatacdo/ &rea comum para 0s quatro compostos em estudo.

Foi feito o estudo da temperatura do bloco entre 150 e 500 °C, determinando as areas
dos picos obtidas em fungdo da temperatura, de modo a estabelecer a temperatura que
permite obter uma maior sensibilidade para os varios farmacos. Os resultados obtidos

séo apresentados na figura 4.12.
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Figura 4.12 - Variacdo da area do pico obtido para cada farmaco em funcgéo do valor da
temperatura do bloco.

Analisando o grafico da figura 4.12, verifica-se que a area do citalopram praticamente
ndo varia com a variacdo da temperatura do bloco até aos 250 °C, observando-se um
aumento significativo da area do pico do citalopram quando a temperatura varia entre
250 e 400 °C. Para valores de temperatura do bloco superiores a 400 °C, observa-se uma
diminuigdo nas areas dos picos. A norsertralina apresenta um maximo na area de pico
para uma temperatura do bloco de 200°C, registando-se uma diminuicéo da area do pico
deste composto para temperaturas de bloco superiores. A fluoxetina e a sertralina
apresentam um comportamento idéntico, as areas dos picos diminuem ligeiramente

entre 150 aos 250 °C, seguindo-se um aumento gradual das areas até aos 400 °C,
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observando-se novamente a partir deste valor um decréscimo nas areas. O valor de
temperatura do bloco escolhido para as anélises posteriores foi de 200°C, sendo este
valor uma solucdo de compromisso entre todos 0s compostos para permitir a obtengéo

de areas relativamente elevadas para todos eles.

Foi feito o estudo do fluxo do gas nebulizador testando fluxos entre 2,0 e 3,0 L/min, e
analisando as areas obtidas para os picos dos diferentes farmacos. Na figura 4.13 ¢
apresentada a &rea dos picos obtidos para cada farmaco em funcéo do valor do fluxo do

gés nebulizador utilizado.
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fluxo do gas nebulizador(L/min)

Figura 4.13 - Variacdo da area do pico obtido para cada farmaco em funcdo do valor do
fluxo do gés nebulizador.

Através da analise da figura 4.13, verifica-se que variacdo das areas dos picos dos
quatro farmacos com o fluxo do gas nebulizador é semelhante. Até aos 2,2 L/min as
areas dos picos aumentam, dos 2,2 aos 2,8 L/min ha uma diminuicdo das areas que
voltam a aumentar ligeiramente até aos 3,0 L/min. Considerando a variagdo observada
para as areas dos picos dos diferentes farmacos com o fluxo do gas nebulizador, foi

selecionado como fluxo 6timo o valor de 2,2 L/min.
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Realizou-se também o estudo do fluxo do gas de secagem variando este parametro entre
10,0 e 17,0 L/min e analisando as &reas dos picos obtidas, de maneira a verificar qual o
melhor valor deste parametro para os diferentes farmacos. Os resultados obtidos para a
variacdo das areas dos picos de cada farmaco em funcdo do valor de fluxo de géas de

secagem sdo apresentados na figura 4.14.
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Figura 4.14 - Variacdo da area do pico de cada farmaco em funcéo do valor de fluxo do
gas de secagem.

Através da anélise da figura 4.14, verifica-se que os quatro farmacos apresentam valores
de area dos picos mais elevados para um fluxo do gas de secagem de 12,0 L/min, tendo
entdo sido este valor escolhido como o fluxo de gas de secagem 6timo para a ionizagéo

dos farmacos em estudo.

Finalmente foi feito o estudo da voltagem da interface utilizando valores compreendidos
entre 0,5 e 5 kV e analisando as areas dos picos obtidas. Na figura 4.15 sdo
apresentados os resultados da variagdo das areas dos picos de cada farmaco em fungédo

do valor da voltagem do interface em estudo.
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Figura 4.15 - Variacdo da area do pico obtido para cada farmaco em funcdo do valor da
voltagem da interface.

Através da andlise da figura 4.15, verifica-se que os quatro farmacos apresentam
comportamentos muito semelhantes, ndo se observando uma variagdo muito
significativa na area dos picos com o aumento da voltagem da interface. As areas de
pico mais elevadas para cada composto foram registadas para uma voltagem da
interface de 1 kV, tendo sido este o valor escolhido para as analises posteriores.

Na tabela 4.6 encontram-se sumariados os valores 6timos obtidos para os diferentes

parametros do detetor MS.

Tabela 4.6 - Parametros do detetor MS otimizados.

Temperatura da linha de dessolvatagéo 200 °C
Temperatura do bloco 200 °C

Fluxo do gas nebulizador 2,2 L/min

Fluxo do gas de secagem 12,0 L/min
Voltagem do interface 1 kv
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4.1.4 Anélise quantitativa utilizando o MRM

Os cinco compostos analisados (3 farmacos, 1 metabolito e 1 padrdo interno) foram
todos analisados no modo de ionizagdo positiva. Para cada composto foram
monitorizadas duas transicbes de MRM entre o ido percursor e os dois ides produto
mais abundantes, com a exce¢do do padrdo interno, que visto ser um composto
isotopicamente marcado, ndo e provavel ser detetado em matrizes ambientais, tendo

sido apenas monitorizada uma transicéao.

Para os compostos em estudo, a primeira transicio (MRM1) foi utilizada para
quantificacdo, enquanto a segunda transicdo (MRMZ2) foi usada para confirmacdo da
identidade do farmaco em estudo. Para além das transicbes de MRM, também foram
utilizados outros critérios de identificagdo, nomeadamente a correspondéncia do tempo
de retengdo dos compostos nas solugbes padrdo com os tempos de retencdo nas
amostras; e a comparacdo da abundancia relativa do analito nas duas transi¢bes de
MRM selecionadas entre as solucbes padrdo e as amostras. Este critério foi avaliado
através da determinacdo do racio dos ides da primeira (MRM1) e da segunda transicéo
(MRM2) nas solugfes padrdo e considera-se que um composto cumpre o presente
critério se o0 seu racio estiver dentro de um intervalo de £+20 % do racio estabelecido
com as solucdes padrdo. Na tabela 4.7 estdo indicados os racios dos iGes da primeira e

da segunda transi¢do para os diferentes farmacos em estudo.

Tabela 4.7 - Racio dos ides da primeira e da segunda transicdo (MRM1/MRM2) para 0s
diferentes farmacos em estudo.

Farmaco Racio dos ibes (MRM1/MRM2) + DP (n =7)

Citalopram 3,44 £ 0,56
Fluoxetina 128+29
Norsertralina 0,95+0,10
Sertralina 1,00 £ 0,09
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4.1.5 Otimizacao das condigdes cromatogréaficas

Para além de terem sido otimizadas as condi¢Ges de detecdo no espectrémetro de massa,
nomeadamente a temperatura da linha de solvatacdo, temperatura do bloco, fluxo do gas
nebulizador, fluxo do gas de secagem e voltagem da interface, foi necessario otimizar as
condicgdes cromatograficas. A variacdo destes parametros teve como objetivo obter uma
boa resolucdo dos picos cromatograficos dos farmacos em estudo.

O estudo do gradiente foi realizado utilizando uma mistura de solugbes dos quatro
farmacos com uma concentracdo de 1 mg/L. Este estudo tinha como objetivo separar os
quatro picos no menor tempo possivel e com uma boa resolucdo cromatografica e, para
isso, fez-se variar a composicao e o fluxo da fase mével num determinado intervalo de
tempo. A composicao dos diferentes gradientes testados até se conseguir obter uma boa
separagdo cromatografica esta apresentada no anexo 1.

Na tabela 4.8 é apresentado o gradiente que permitiu separar 0s quatro picos em apenas
nove minutos, obtendo-se uma boa resolugdo cromatografica com um caudal de 0,3

mL/min. Este foi o gradiente selecionado para os estudos posteriores.

Tabela 4.8 - Composicdo da fase mdvel selecionada para a analise, A= H,O contendo
1% HCOOH, B = ACN, caudal = 0,3 mL/min.

Tempo (min) %B % A

0 10 90
5,5 100 0
6,5 10 90

9 10 90

Na tabela 4.9 é apresentado um resumo da informacéo relativa aos tempos de retencao
dos quatro farmacos em estudo, fluoxetina, citalopram, sertralina e norsertralina, e do
padrdo interno (fluoxetina deuterada), assim como dos ibGes precursores e

correspondentes iGes produto e energias de colisdo utilizadas.
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Tabela 4.9 - Tempos de retencdo (t;) dos farmacos em estudo, fluoxetina, citalopram,
sertralina e norsertralina, e do padrédo interno (fluoxetina deuterada), ides precursores e
respetivos ides produto e energias de colisdo utilizadas. A andlise foi realizada nas
condigdes indicadas nas tabelas 4.6 e 4.8.

Quantificacdo Confirmacao
Q1 pre
lao ~ Q1 pre x bias/CE/Q3
. 180 produto . 180 produto -
F&rmaco t, (min)  Percursor (mi2) blas/CE/Q3 (m/2) pre bias
(m/z) pre bias
V)
Citalopram 4,290 323,00 109,00 -30/-27/-32 262,15 -30/-19/-18
Fluoxetina
4,769 315,30 44,00 -11/-14/-19 — —
deuterada
Fluoxetina 4,773 310,20 44,20 -11/-14/-17 148,20 -11/-10/-16
Norsertralina 4,774 333,10 292,10 -12/-14/-19 275,10 -12/-6/-21
Sertralina 4,863 306,10 158,85 -15/-28/-16 275,10 -15/-14/-19

4.1.6 Otimizacdo dos parametros de SPE

Durante o processo de otimizacdo dos parametros que influenciam a eficiéncia de
extracdo por SPE foram testadas trés colunas de extracdo diferentes (Bond Elut Plexa
(200 mg, 6 mL) da Agilent, Strata-X (200 mg, 3 mL) da Phenomenex e Oasis MCX

(150 mg, 6 mL) da Waters, assim como solventes e volumes de eluicdo distintos.

As diferentes colunas de extracdo foram testadas em diferentes condi¢Oes experimentais
de forma a se determinar aguelas que apresentavam as recuperacdes mais elevadas. A
otimizacdo deste parametro & importante para se maximizem as recuperacGes dos
farmacos em amostras reais, melhorando assim a capacidade de detecdo do método. As
recuperacdes para os processos de SPE foram calculadas relativamente as concentracfes
de cada farmaco ap6s SPE e as concentragcdes de uma mistura de farmacos a 50 pg/L

sem extracdo por SPE, através da expressao:
Recuperagdo = (concentracdo A/concentragio B) x 100 % (4.1)

Onde,

Concentragdo A - concentracdo do analito obtido apds o procedimento de extracao.

Concentragdo B - concentragdo do analito adicionada a amostra (sem efetuar o procedimento
de extracdo).
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4.1.6.1 Coluna Bond Elut Plexa (200 mg, 6 mL) da Agilent

O estudo sobre a coluna de extragdo mais indicada iniciou-se com a Bond Elut Plexa
(200 mg, 6 mL) da Agilent. As condigdes iniciais de acondicionamento, lavagem,

eluicéo e tratamento da amostra foram as seguintes:

e Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,O Mili-Q

e Amostra: 50 mL agua Mili-Q com 1 mL mistura de padrdes a 50 pg/L.

e Lavagem com 6 mL de H,O Mili-Q

e Secagem cerca de 20 minutos sob vacuo

e Eluicdo com 5 mL de MeOH

e Tratamento da amostra: i) Evaporar cada um dos extratos utilizando um
sistema de azoto; ii) redissolver o extrato em 1 mL de MeOH:H,0 (10:90); iii)
filtrar o extrato utilizando filtros de PTFE/L de 0,22 um; iv) agitar no vortex.

Utilizando as condigdes experimentais acima descritas apenas se recuperou 4,5% de
sertralina, 0,9 % de fluoxetina, 41,0 % de citalopram e 1,8 % de norsertralina. De uma
forma geral as recuperagdes foram extremamente reduzidas, sendo necessario alterar as
condigdes de acondicionamento, lavagem e eluicdo de modo a aumentar a eficiéncia de
extracdo. Neste sentido estudou-se o pH da amostra, solu¢des de acondicionamento e de
eluicdo. Todas as analises foram efetuadas em duplicado e as extracdes repetidas de

modo a testar a reprodutibilidade dos resultados.

Na tabela 4.10 sdo apresentados os resultados das recuperacdes obtidas para cada uma

das diferentes alteracfes das variaveis em estudo.
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Tabela 4.10 - RecuperacGes obtidas para os farmacos em analise utilizando a coluna
Bond Elut Plexa (200 mg, 6 mL) da Agilent, para cada um dos pardmetros em estudo.

Recuperaces (%)

Pardmetro em avaliacéo Sertralina Fluoxetina Citalopram Norsertralina
- Sem ajuste de pH 4.4 0,63 18,0 2,8
-pH2 3,4 0,75 26,6 1,3
-pH 11 8,3 5,5 21,9 8,2
- Eluicdo com 5 mL

MeOH + 5 mL n- 5,5 0,2 0,4 29
hexano

- Eluigdo com 5 mL

MeOH + 5 mL 2% (v/v) 12,8 10,2 40,3 11,2
HCOOH em MeOH

- pH 2 e eluicdo com 5

mL MeOH + 5 mL n- 19,2 19,3 51,5 15,4
hexano

- pH 11 e eluicdo com 5

mL MeOH + 5 mL n- 22,8 20,7 36,4 21,7

hexano

Da analise da tabela 4.10 verifica-se que se obtiveram recuperacgdes reduzidas com a

coluna Bond Elut Plexa (200 mg, 6 mL) da Agilent. Concluiu-se que esta ndo é uma

coluna de extracdo adequada para os analitos de interesse neste estudo.

4.1.6.2 Coluna Strata-X (200 mg, 3 mL) da Phenomenex

Dadas as baixas recuperacdes obtidas com a coluna Bond Elut Plexa, prosseguiu-se o

estudo testando-se uma outra coluna, a Strata-X (200 mg, 3 mL) da Phenomenex. As

condigOes iniciais de acondicionamento, lavagem, elui¢cdo e tratamento da amostra

foram as seguintes:
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e Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,O Mili-Q

e Amostra 50 mL &gua Mili-Q + 1 mL mistura de padrdes a 50 pg/L.

e Lavagem com 6 mL de H,O Mili-Q

e Secagem cerca de 20 minutos sob vacuo

e Eluicdo com 5 mL de MeOH

e Tratamento da amostra: i) evaporar cada um dos extratos utilizando um
sistema de azoto; ii) redissolver o extrato em 1 mL de MeOH:H,O (10:90); iii)

filtrar o extrato utilizando filtros de PTFE/L de 0,22 um; iv) agitar no vortex.

Os resultados obtidos continuaram a ndo ser satisfatorios por apresentarem recuperacdes
baixas, da ordem dos 4,1 % para a sertralina, 0,9 % para a fluoxetina, 16,9 % para o
citalopram e 3,9 % para a norsertralina. Similarmente a coluna Bond Elut Plexa
estudou-se 0 pH da amostra, solucBes de acondicionamento e de elui¢do, sendo as
andlises efetuadas em duplicado e as extracbes repetidas de modo a testar a
reprodutibilidade dos resultados.

Na tabela 4.11 apresentam-se os resultados das recuperagdes obtidas para cada uma das
diferentes alteracOes das varidveis em estudo.

Tabela 4.11 - RecuperacBes obtidas para os farmacos em analise utilizando a coluna
Strata-X (200 mg, 3 mL) da Phenomenex, para cada um dos parametros em estudo.

Recuperaces (%)

Pardmetro em avaliacéo Sertralina Fluoxetina Citalopram Norsertralina

- pH 2 e eluigdo com 5
mL MeOH + 5 mL 4,3 0,7 0,6 34
ACN

- pH 11 e eluicdo com 5
mL MeOH + 2% (v/v) 3.8 0,4 27,8 1,6
HCOOH em MeOH
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A analise dos resultados obtidos permitiu verificar que as taxas de recuperagdo eram
reduzidas para esta coluna, ndo sendo por isso apropriada para a recuperagdo dos

analitos em estudo.

4.1.6.3 Coluna Oasis MCX (150 mg, 6mL) da Waters Corporation

Dadas as reduzidas recuperacGes obtidas com as duas colunas anteriormente estudadas
selecionou-se para estudo uma terceira coluna, a Oasis MCX (150 mg, 6mL) da Waters
Corporation. As condic¢des iniciais de acondicionamento, lavagem, eluicao e tratamento

da amostra foram as seguintes:

e Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,0 Mili-Q

e Amostra 50 mL &gua Mili-Q + 1 mL mistura de padrdes a 50 pg/L.

e Lavagem com 5 mL 2% (v/v) HCOOH em H,0

e Secagem aproximadamente 20 minutos sob vacuo

e Eluicdo com 5 mL 5% (v/v) NH,OH em MeOH

e Tratamento da amostra: i) evaporar cada um dos extratos utilizando um
sistema de azoto; ii) redissolver o extrato em 1 mL de MeOH:H,0 (10:90), iii)

filtrar o extrato utilizando filtros PTFE/L de 0,22 pm; iv) agitar no vortex.

Utilizando as condi¢Bes acima descritas os resultados obtidos mostraram nao ser
aceitaveis por exibirem recuperac@es reduzidas de 4,5 % para a sertralina, 0,9 % para a
fluoxetina, 29,7 % para o citalopram e 1,1 % para a norsertralina. Nestas circunstancias
procedeu-se a otimizacdo do pH, solugBes de acondicionamento, lavagem e eluicéo,
sendo as andlises efetuadas em duplicado e as extracOes repetidas de modo a testar a
reprodutibilidade dos resultados. Apresentam-se na tabela 4.12 as percentagens de

recuperacdo obtidas com esta coluna.
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Tabela 4.12 - RecuperacGes obtidas para os farmacos em analise utilizando a coluna
Oasis MCX (150 mg, 6mL) da Waters Corporation, para cada um dos parametros em
estudo.

Recuperaces (%)

Sertralina Fluoxetina Citalopram Norsertralina

Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,O a pH 2 ; 50 mL amostra (mistura de padrfes a 50 pg/L)
com ajuste pH 2
Eluicdo com 5 mL de MeOH e 5 mL a 5% (v/v) de NH,OH em MeOH e 5 mL de MeOH, seguida de
centrifugacdo (10 min)

49,8 36,6 59,6 41,6

Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,O a pH 2 ; 50 mL amostra (mistura de padrfes a 10 pg/L)
com ajuste pH 2
Eluicdo com 5 mL a 5% (v/v) de NH,OH em ACN e 5 mL de ACN, seguida de centrifugac¢éo (10 min)

28,4 16,6 43,6 13,6

Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,O a pH 2 ; 25 mL da amostra (mistura de padrdes a 50
pa/L) e eluicdo com 5 mL 5% (v/v) NH,OH em MeOH + 5 mL 5% (v/v) NH40H em MeOH 5 mL
MeOH + 5 mL MeOH:NH,OH:DCM (20:2:78), sequida de centrifugacéo (10 min)

751 82,6 80,7 74,0

Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,0 a pH 2 ; 25 mL da amostra (mistura de padrdes a 50
pg/L) e eluicdo com 5 mL DCM:MeOH:NH,OH (88:10:2), sequida de centrifugagéo (10 min)

63,9 51,0 73,7 52,0

Acondicionamento com 6 mL MeOH, 6 mL H,O a pH 2 ; 25 mL da amostra (mistura de padrées a 50
pa/L) e eluicdo com 5 mL DCM:MeOH:NH,OH (78:20:2) + 5 mL 5% (v/v) NH,OH em MeOH, seguida
de centrifugacdo (10 min)

66,2 49,5 56,1 54,9

A anélise das taxas de recuperacdo obtidas com as diferentes condi¢des experimentais
permitiu concluir que se conseguiu recuperar 63,9 % de sertralina, 51,0 % de fluoxetina,
73,7 % de citalopram e 52,0 % de norsertralina usando as seguintes condicdes

experimentais:

= Coluna: Oasis MCX (150 mg, 6 mL) da Waters

= Acondicionamento: 6 mL MeOH, 6 mL H,0 Mili-Q pH 2

= 25 mL amostra + 1 mL mistura de padrdes a 50 pg/L (amostra com spike).
= Lavagem: 5 mL 2% HCOOH em H,0

= Secagem (=20 minutos) sob vacuo

= Eluicdo: 5 mL DCM:MeOH:NH,OH (88:10:2)

= Evaporar cada um dos extratos utilizando uma corrente suave de azoto

» Redissolver o extrato em 1 mL de MeOH:H,0 (10:90)

= Agitar no vortex
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= Transferir solucdo para um eppendorf e centrifugar durante 10 minutos a uma
velocidade de 9000 rpm

= Transferir o sobrenadante para um vial e adicionar 10 pL de padréo interno.

4.2 Curvas de calibracdo

Para obter as curvas de calibragdo para os diferentes farmacos foram analisadas por
UHPLC-MS/MS, nas condigdes estabelecidas anteriormente, 7 solu¢bes padrdo dos 4
farmacos com concentragdes de 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 e 100 pg/L, as quais foi adicionada
a mesma quantidade de fluoxetina deuterada (padrdo interno). A partir das areas dos
picos obtidos calculou-se a razéo entre a area do pico de cada farmaco e a area do
padrdo interno. As curvas de calibracdo dos diferentes farmacos foram obtidas pela
razdo das areas dos picos do composto e do padrdo interno em funcdo da razdo das
correspondentes concentracGes. As curvas de calibracdo obtidas para os quatro

compostos sdo apresentadas nas figuras 4.16 a 4.19.

10,00 -
y =0,8346x + 0,0079
8,00 R?=0,9997
s 6,00

<
B
< 4,00

2,00

0,00 T T T T 1

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
cst/Cpi

Figura 4.16 - Curva de calibracdo da razéo das areas dos picos da fluoxetina e do padrdo
interno (As/A,;) em funcéo da razdo das concentragdes correspondentes (Cy/C,;) obtidos
na analise por UHPLC-MS/MS.
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y=0,8311x + 0,1175
8,00 - R% =0,9996

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
Cst/cpi

Figura 4.17 - Curva de calibracdo da razdo das areas dos picos da sertralina e do padrao
interno (As/A,;) em funcdo da razéo das concentragdes correspondentes (Cy/C,;) obtidos
na analise por UHPLC-MS/MS.

5,00 -
y = 0,4252x +0,0399
4,00 R2=0,9997
&3,00
~
< 2,00
1,00
0,00 T T T 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
cst/(:pi

Figura 4.18 - Curva de calibracdo da razdo das areas dos picos do citalopram e do
padrdo interno (As/A.) em funcdo da razdo das concentragdes correspondentes (Cq/C,i)
obtidos na anélise por UHPLC-MS/MS.
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Figura 4.19 - Curva de calibracdo da razdo das areas dos picos da norsertralina e do
padrdo interno (A«/A,) em funcdo da razdo das concentragdes correspondentes (Cs/Cy)
obtidos na anélise por UHPLC-MS/MS.

Analisando as curvas de calibracdo obtidas para cada um dos farmacos, verifica-se que
existe uma relacdo linear entre a razdo das areas e a razdo das concentracfes para 0s
quatro farmacos comprovada pelos coeficientes de correlacéo elevados (muito proximos
de 1). Na tabela 4.13 sdo apresentadas os parametros obtidos para as curvas de

calibracdo dos quatro farmacos em estudo.

Tabela 4.13 - Parametros das retas de calibracdo obtidas para a fluoxetina, a sertralina, o
citalopram e a norsertralina, com as incertezas associadas, para um nivel de confianca
de 95 %.

Farmaco Equacdo da reta Coeficiente de correlago (r?)
Fluoxetina y = (0,835 + 0,019)x + (0,0079 + 0,086) 0,9997
Citalopram y =(0,4252 + 0,010)x + (0,040+ 0,047) 0,9997
Sertralina y = (0,831 0,019)x + (0,118 + 0,081) 0,9996
Norsertralina y =(0,835 + 0,022)x + (0,022 £ 0,092) 0,9997

A partir das curvas de calibracdo calcularam-se os limites de detecdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ) para cada um dos farmacos. Os limites de detecdo e de
quantificacdo do método foram calculados a partir das curvas de calibracdo. Na tabela

4.14 estdo apresentados os limites de detecdo e quantificacdo obtidos.
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Tabela 4.14 - Limites de dete¢do (LOD) e de quantificacdo (LOQ) determinados a partir
das curvas de calibracdo para cada um dos farmacos.

Composto LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
Sertralina 45,6 152
Fluoxetina 449 150
Citalopram 453 151
Norsertralina 47,6 159

Analisando os resultados apresentados na tabela 4.14 verifica-se que os LOD do método
desenvolvido para a analise dos quatro farmacos em aguas sdao muito semelhantes e
variam entre 45 e 48 ng/L. Os valores obtidos para os LOQ variam entre 150 e 159
ng/L.

4.3 Aplicacdo do método a amostras de 4gua do rio Lima

Apos a otimizacdo de todo o método cromatografico e do processo extrativo para a
detecdo em aguas de superficie dos antidepressivos fluoxetina, citalopram e sertralina e
de um metabolito, a norsertralina, 0 mesmo procedimento foi aplicado a uma amostra

recolhida no rio Lima.

A amostra foi tratada por SPE utilizando o método otimizado, tendo-se adicionado a
todas as amostras a mesma quantidade de padréo interno. As amostras foram tratadas e
analisadas em duplicado. Os picos de cada farmaco foram identificados com base nos

seus tempos de retencédo e espectros de massa.

Foram determinadas as areas dos picos de cada farmaco e do padrdo interno e
calculadas as razdes das areas. Utilizando as curvas de calibracdo determinaram-se as
concentragfes de cada farmaco nas duas réplicas de amostra de agua do rio Lima
analisadas, denominadas rio Lima 1 e rio Lima 2. Como as solugfes analisadas foram
concentradas por SPE, foram determinados as concentra¢fes dos compostos analisados
na amostra de agua do rio Lima. Na tabela 4.15 sdo apresentados as concentracdes
obtidas para cada farmaco no rio Lima, as concentragGes estdo em ng/L.
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Tabela 4.15 - Concentracdes obtidas para cada um dos farmacos nas amostras de agua
do rio Lima (ng/L).

Sertralina Fluoxetina Citalopram Norsertralina
Rio Lima 1 <LOQ n.d. n.d. n.d.
Rio Lima 2 162 n.d. <LOD <LOQ

n.d. — Nao detetado
<LOD — Abaixo do limite de detecéo
<LOQ — Abaixo do limite de quantificacéo

Os resultados obtidos mostram que na amostra de agua do rio Lima os farmacos em
estudo se encontram em concentracdes inferiores aos limites de detecdo ou de
quantificacdo, ou seja em concentragdes na ordem dos ng/L, ou inferiores, com exce¢édo
da sertralina que foi determinada numa das anélises, sendo a concentragdo obtida 162
ng/L.
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5. Conclusao

Neste trabalho desenvolveu-se e otimizou-se uma metodologia analitica para a
determinacdo de trés antidepressivos, o citalopram, a fluoxetina e a sertralina assim
como um metabolito a norsertralina, em aguas superficiais. Com este objetivo utilizou-
se uma metodologia de UHPLC-MS/MS com ionizagao por “electrospray” precedida de

extracdo em fase sélida (SPE).

Na primeira fase do trabalho procedeu-se a otimizacdo das condigdes experimentais do
sistema de UHPLC-MS/MS, nomeadamente a otimizacdo do analisador de massa,
monitorizacdo de reacdo multipla, gradiente de eluicdo, temperatura da linha de
solvatacao, temperatura do bloco, fluxo do gas de secagem, fluxo do gas nebulizador e a
voltagem do interface. As condi¢Ges que permitiram obter picos cromatograficos com
maior resolu¢do e com maior sensibilidade, e num menor tempo de andlise, foram:
temperatura da linha de solvatacdo e temperatura do bloco a 200 °C, fluxo do gas
nebulizador a 2,2 L/min, fluxo do gas de secagem 12,0 L/min, voltagem do interface a 1
KV, eluicdo em gradiente utilizando como fase movel 0,1% &cido formico em &gua
ultra-pura e ACN, com variacdo entre os 10 e 0os 100% de ACN, voltando no final da
corrida aos 10% de ACN durante um tempo de analise de 9 minutos com um caudal de
0,3 L/min.

Foram também testados os diferentes pardmetros experimentais que afetam a
recuperacdo destes compostos no procedimento de SPE, tendo-se verificado que as
recuperacdes obtidas eram, em geral baixas para 0s quatro compostos estudados. Apds
otimizacdo das condi¢cdes experimentais conseguiu-se obter recuperagdes de 73,7% para
o citalopram, de 51,0% para a fluoxetina, de 63,9% para a sertralina e de 52,0% para a
norsertralina. Estas recuperagdes foram obtidas utilizando uma coluna Oasis MCX (150
mg, 6 mL) da Waters, acondicionada com 6 mL MeOH e 6 mL H,O Mili-Q pH 2. O
volume de amostra foi de 50 mL e na etapa de lavagem usou-se 5 mL 2% HCOOH em
H,O Mili-Q. Por fim, a eluicdo dos compostos de interesse foi feita com 5 mL
DCM:MeOH:NH,OH (88:10:2).

Nestas condi¢cdes foram determinados os limites de detecdo e de quantificagdo para cada
analito, tendo-se obtido, respetivamente, 45,3 ng/L e 151 ng/L para o citalopram; 44,9
ng/L e 150 ng/L para a fluoxetina; 45,6 ng/L e 152 ng/L para a sertralina; e 47,6 ng/L e
159 ng/L para a norsertralina.
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Para testar a aplicabilidade do método desenvolvido para a quantificacdo de farmacos
em amostras de aguas superficiais analisou-se amostras de agua provenientes do rio
Lima. A concentragdo destes analitos na amostra de agua do rio Lima analisada é muito

baixa, sendo em geral inferior aos limites de detecdo ou quantificacdo do método.

A partir dos resultados obtidos com este trabalho, podemos afirmar que a metodologia
aqui proposta pode tornar-se uma ferramenta vantajosa, em estudos futuros, na

monitorizacao de antidepressivos em aguas superficiais e residuais.
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Anexo 1:

Composicdo dos diferentes gradientes testados até se conseguir obter uma boa

separacao cromatografica.

Tabela A.1: Primeiro gradiente de eluicdo testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 30 70
5 100 0
7 30 70
8 30 70

Com este gradiente, tabela A.1, utilizando-se um caudal de 0,2 mL/min, apenas se
conseguiu identificar o pico correspondente ao citalopram, os restantes farmacos ainda

nao eram eluidos.

Tabela A.2: Segundo gradiente de eluicédo testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 30 70
2 85 15
6 100 0
8 30 70
10 30 70

Com este gradiente, tabela A.2, utilizando-se um caudal de 0,2 mL/min ja conseguimos
obter trés picos correspondentes ao citalopram, fluoxetina e norsertralina, mas os picos
apareciam a tempos de retencdo perto do fim da corrida. Nestas condi¢des

cromatograficas ainda nao era possivel eluir a sertralina.
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Tabela A.3: Terceiro gradiente de elui¢éo testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 50 50
2 85 15
6 100 0
8 100 0
10 50 50
15 50 50

Com este gradiente, tabela A.3, utilizando-se um caudal de 0,2 mL/min, ja conseguimos
separar 0s picos correspondentes aos quatro compostos, no entanto, estavam a sair perto

do fim da corrida e a sua resolucdo cromatografica ndo era adequada.

Tabela A.4: Quarto gradiente de eluicdo testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 50 50
1,5 85 15
5 100 0
7 100 0
9 50 50
10 50 50

Com este gradiente, tabela A.4, utilizando-se um caudal de 0,3 mL/min, ja conseguimos
obter os quatros picos dentro do intervalo de tempo pré-definido (10 minutos), mas os

picos ndo estavam bem definidos e apresentavam fronting.

Tabela A.5: Quinto gradiente de eluicdo testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 50 50
5 100 0
6 100 0
8 50 50
10 50 50
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Com este gradiente, tabela A.5, e utilizando-se um caudal de 0,3 mL/min, mantinha-se

uma resolugdo cromatografica inadequada.

Tabela A.6: Sexto gradiente de elui¢éo testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 50 50
4 100 0
5 100 0
7 50 50
10 50 50

Com este gradiente, tabela A.6, e utilizando um caudal de 0,3 mL/min, continua a

observar-se um arrastamento (tailing) nos picos dos compostos.

Tabela A.7: Sétimo gradiente de elui¢do testado.

Tempo (min) % ACN % Agua+0.1%HCOOH

0 60 40
4 100 0
5 100 0
7 60 40
10 60 40

Com este gradiente, tabela A.7, utilizando um caudal de 0,3 mL/min, verificou-se que,
quanto mais elevada fosse a percentagem inicial de acetonitrilo, pior era a resolugéo
cromatografica dos picos, pelo que se optou por diminuir a percentagem de solvente

organico e aumentar a percentagem inicial de fase aquosa.
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