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Resumo

Nos tltimos anos, com a influéncia da pandemia de COVID-19, o ntimero de casos de
transtornos do foro psiquiatrico tem aumentado. Dentro destes transtornos encontra-se
a depressao, uma patologia caracterizada por um padrao de tristeza, perda de interesse,
entre outros sintomas e que afeta atualmente cerca de 50 milhGes de europeus. A
utilizacao de antidepressivos é a medida mais eficaz para o tratamento desta patologia e
que tem levantado varias preocupacoes as entidades competentes devido ao facil acesso
a este tipo de medicamentos. De facto, no caso dos inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS) e dos inibidores seletivos da recaptacado de serotonina e noradrenalina
(ISRSN) houve um aumento de 30 e 45 %, respetivamente, na sua prescri¢cao desde 2017.
Estes farmacos representam também uma potencial ameaca a satide publica e aos
ecossistemas, devido a um aumento na negligéncia entre a populacao quanto ao seu
descarte, o que leva a uma exacerbacdo da presenca desses firmacos em 4guas residuais.
Tais compostos sao detetados tanto na forma de metabolitos quanto na forma inalterada,
sendo esta tultima de maior preocupacao, pois indica um descarte inadequado e
tratamento ineficaz nas estacoes de tratamento de aguas residuais (ETARSs).

Este estudo teve como objetivo desenvolver um método analitico para determinar
diferentes farmacos que pertencem a classe de antidepressivos ISRS e ISRSN (fluoxetina
(FLX), citalopram (CIT), sertralina (SRT), paroxetina (PXT) e venlafaxina (VLX))
usando a extracao em fase sdlida (SPE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa em tandem (GC-MS/MS). A metodologia desenvolvida foi validada de acordo
com as diretrizes da Food and Drug Administration.

O procedimento de extracao foi previamente otimizado, tendo-se testado quatro tipos de
cartuchos de SPE diferentes, onde os cartuchos OASIS® PRIME MCX permitiram obter
maiores rendimentos, pelo que foram estes os cartuchos selecionados para a realizacao
do presente estudo.

O método apresentou linearidade entre 0,049 (0,195) — 25 ng/mL, com coeficientes de
determinacao superiores a 0,99, limites de detecao entre 0,012 — 0,195 ng/mL e limites
de quantificacdo entre 0,049 — 0,195 ng/mL. Adicionalmente foram avaliadas as
precisoes interdia, intermédia e intradia, assim como a exatiddo, demonstrando
coeficientes de variacao inferiores a 15% (20% para o limite de quantificacao). A
recuperacao do método compreendeu-se entre 7,28 — 81,14%, com resultados
reprodutiveis e consistentes, e com os resultados do estudo de estabilidade verificou-se
que em geral todos os compostos sao estaveis, com excecao da PXT que demonstrou ser

instavel a baixas concentracoes.



Assim, este estudo, é o primeiro a utilizar cartuchos de SPE OASIS® PRIME MCX e a
GC-MS/MS para a determinacao de antidepressivos em aguas residuais, demonstrando
ser uma alternativa viavel para a monitorizagao desta classe de farmacos em matrizes

aquosas como rotina laboratorial, enfatizando sua importancia ambiental.

Palavras-chave

Antidepressivos; SPE; GC-MS/MS; aguas residuais.
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Abstract

In recent years, influenced by the COVID-19 pandemic, the number of cases of
psychiatric disorders has increased. Among these disorders is depression, a condition
characterised by a pattern of sadness, loss of interest, and other symptoms, which affects
approximately 50 million Europeans. The use of antidepressants is the most effective
measure for treating this condition, and it has raised several concerns among regulatory
bodies due to the easy access to these types of medications. Indeed, the prescription of
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) and serotonin-norepinephrine reuptake
inhibitors (SNRIs) has increased by 30% and 45% respectively since 2017. These drugs
also represent a potential threat to public health and ecosystems due to increased
negligence regarding their disposal, leading to an exacerbation of these drugs presence
in wastewater. Such compounds are detected both in their metabolite forms and as
unchanged drug form, with the latter being of greater concern as it indicates improper
disposal and ineffective treatment in wastewater treatment plants.

This study aimed to develop an analytical method to determine different drugs belonging
to the class of serotonin reuptake inhibitors and serotonin-norepinephrine reuptake
inhibitors (fluoxetine (FLX), citalopram (CIT), sertraline (SRT), paroxetine (PXT), and
venlafaxine (VLX)) using solid-phase extraction (SPE) and gas chromatography coupled
with tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). The developed methodology was
validated according to the Food and Drug Administration guidelines.

The extraction procedure was optimised beforehand, testing four different types of SPE
cartridges, with OASIS® PRIME MCX cartridges yielding the highest recoveries.
Consequently, these cartridges were selected for the present study.

The method demonstrated linearity between 0.049 (0.195) — 25 ng/mL, with
determination coefficients exceeding 0.99, detection limits ranging from 0.012 — 0.195
ng/mlL, and quantification limits between 0.049 — 0.195 ng/mL. Additionally, inter-day,
inter-laboratory, and intra-day precisions, as well as accuracy, were evaluated,
demonstrating coefficients of variation below 15% (20% for the quantification limit). The
method's recovery ranged from 7.28 — 81.14%, with reproducible consistent results, and
stability studies indicated that, in general, all compounds stable, except for PXT, which
was found to be unstable at low concentrations.

Thus, this study is the first to use OASIS® PRIME MCX cartridges and GC-MS/MS for
the determination of antidepressants in wastewater, demonstrating it as a viable
alternative for routine laboratory monitoring of this class of drugs in aqueous matrices,

highlighting its environmental significance.
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Capitulo 1| Introducao

1. Saude mental

A satide mental é definida pela Organizagao Mundial de Satide (OMS) como “um estado
de bem-estar mental que permite as pessoas lidar com o stress da vida, realizar as suas
atividades, aprender e trabalhar bem e contribuir para a sua comunidade” [1]. Neste
ponto com a evolucdo dos conhecimentos técnicos e cientificos fica de certo modo
impossivel nao relacionar o bem-estar fisico ao estado emocional e social, sendo que a
satde mental é o direito basico do ser humano, é o que nos torna capazes de tomar
decisoes, lidar com o stress, estabelecer relacoes sociais e realizar as nossas proprias
atividades [2].

Segundo a Sociedade Portuguesa de Psiquiatria e Saude Mental (SPPSM), os transtornos
do foro psiquiatrico ocupam 12% das doencas a nivel mundial, sendo que por ano 165
milhées de individuos europeus sdo afetados por doencas deste foro. Portugal é o
segundo pais com maior prevaléncia, onde 22,9% da populacao sofre de uma doenca
psiquiatrica e com tendéncia a aumentar [3].

Tendo esta informacao em conta, a intervencao na componente mental de um individuo
torna-se crucial, podendo prevenir a doenca através da promocao da saiide mental, com
o auxilio do trabalho continuo dos profissionais de satde da area especifica. Devido ao
desconhecimento neurobiol6gico muitos doentes possuem baixa intervencao médica, o
que pode levar a graves consequéncias uma vez que estes pacientes nao ficam totalmente
informados, podendo assim levar a um aumento de mortalidade, devido a doencas
cardiovasculares, respiratorias e ao aumento do namero de acidentes [2].

O aparecimento destas doencas pode ter implicaces de variados fatores, entre eles as
circunstancias sociais, economicas e ambientais desfavoraveis, que levam ao aumento de
diversos transtornos do foro psiquidtrico como o transtorno de ansiedade, a

bipolaridade, o stress pés-traumatico, a esquizofrenia e a depressao [1].



1.1. Depressao

A depressdao é uma patologia mental caracterizada pela sensacio de tristeza, falta de
interesse ou prazer, mudancas no padrao de sono e apetite, e pela dificuldade de
concentracdo e que pode afetar individuos de qualquer idade ou sexo. Esta pode
apresentar uma gravidade variada, sendo esta a razao pela qual é subdividida em vérias
classes, além de que o seu diagnostico prévio se torna dificil uma vez que pode ter um
aparecimento silencioso [4].

Atualmente é alarmante o ntimero de individuos diagnosticados pois, segundo a SPPSM,
cerca de 50 milhoes de europeus sao afetados pela depressao e estimam ainda que 11%
da comunidade europeia podera vir a sofrer de um episédio depressivo. Portugal é de
momento o quinto pais com mais casos, com cerca de 8% da populacao diagnosticada
[5]. Este aumento pode ser explicado pelo efeito da pandemia COVID-19, onde fatores
socioeconomicos poderao ter levado ao desencadear tanto da depressao como de outras
doencas [6]. O Servico Nacional de Sadde realizou um estudo sob a forma de inquéritos
online durante 4 meses, onde foi demonstrado que 26,4 % dos individuos da populacao
geral adulta e metade dos profissionais de saide acusavam sintomas compativeis com
depressao moderada a grave, e que as mulheres, os jovens adultos, os desempregados e
os individuos com baixos rendimentos constituiam o grupo com maior incidéncia [5].
Apesar de nao existir cura para a depressao, existem atualmente varios tratamentos

eficazes para combater a doenca, sendo imperativo um bom diagnéstico.

1.1.1. Diagndstico

De forma a melhorar o diagnostico desta patologia, estabeleceram-se alguns padroes de
classificacdo onde os sintomas referidos anteriormente tém de permanecer por um
periodo minimo de duas semanas, demonstrando evidentes mudancas de afeto, cognicao
e funcdes neurovegetativas. Todas estas condi¢des sao de maxima importancia, pois a
depressao € maioritariamente confundida com estados de tristeza, que embora seja um
dos sintomas da depressao é considerada como um estado emocional temporario. Caso
se verifique um diagnoéstico incorreto ou tardio e o individuo ndo seja tratado
corretamente, vai dificultar o controlo da doenca e como consequéncia conduzir a uma
acumulacao de efeitos toxicos em todo o organismo, o que pode resultar em outras
complicac¢des como problemas cardiovasculares, infe¢oes, reumatismo ou diabetes [5].

Tendo isto em conta, pode orientar-se pela publicacdo “Diagnostical and Statistical
Manual of Mental Health” (DSM), que oferece a informacdo necessaria para o
diagnostico de doencas mentais, como no caso da depressdo [4]. Segundo esta, o

diagnostico é baseado na presenca dos sintomas referidos anteriormente e depende da



sua duracao, circunstancia e etiologia. O diagnostico deve ter em conta estes critérios,
pois a depressao pode ser dividida em varios tipos, que sao avaliadas de acordo com os
mesmos [4].

O transtorno disruptivo da desregulacao do humor é caracterizado por irritabilidade
cronica, grave e persistente, podendo observar-se através de duas manifestacdes: a
primeira sdo as explosdes de temperamento, que ocorrem em resposta a frustracao e
devem ocorrer com frequéncia (3 ou mais vezes por semana) durante pelo menos 1 ano
e a segunda manifestacao, que consiste num humor crénico (irritavel ou zangado). Os
individuos mais afetados sao as criancas, pelo que o seu diagnostico é realizado em
individuos entre os 6 e 18 anos de idade [4].

O transtorno depressivo define-se pela presenca de pelo menos um episodio depressivo
major, ocorrido na auséncia de historia de episdédios maniacos ou hipomaniacos, e que
se caracteriza pela presenca de humor deprimido ou perda de interesse ou prazer em
todas as atividades durante um periodo de pelo menos 2 semanas [4].

A perturbacdo depressiva persistente é essencialmente caracterizada por um humor
deprimido durante a maior parte do dia, por pelo menos 1 ano caso se trate de criancas
ou adolescentes, ou 2 anos caso os individuos sejam adultos [4].

A perturbagdo disférica pré-menstrual é expressa por instabilidade de humor,
irritabilidade, disforia e sintomas de ansiedade durante a fase pré-menstrual, sendo que

os sintomas devem ter-se repetido ao longo dos ciclos menstruais anteriores [4].

1.1.2. Etiologia

A depressao provoca uma variedade de alteragdes complexas no Sistema Nervoso Central
(SNC), tanto na estrutura quanto na funcao cerebral. Essas mudancas contribuem para
os diversos sintomas mencionados, desde distirbios emocionais e cognitivos a
problemas fisicos [7].

A nivel estrutural a depressao afeta varias regioes do cérebro, como a reducao do
hipocampo, relacionado com a memoria e a regulacdo emocional, a perda de volume e
atividade do cortex pré-frontal, responsavel pela tomada de decisoes e a hiperatividade
da amigdala, encarregue pelo processamento de emocoes como medo e tristeza [7].
Uma dessas alteracoes é o desequilibrio dos niveis de serotonina, noradrenalina e
dopamina, que leva a uma neurotransmissao ineficaz, o que pode provocar os sintomas
de anedonia, fadiga e dificuldades na concentracdo, enfatizando a eficacia dos
antidepressivos que vao aumentar a disponibilidade desses neurotransmissores [8—10].
Adicionalmente, os fatores neurotroficos também sdo essenciais na neurobiologia da
depressao. O fator neurotroéfico derivado do cérebro, o fator de crescimento do endotélio

vascular e o fator de crescimento nervoso sao fundamentais para a neuroplasticidade,



incluindo a neurogénese e a modificagdo da morfologia neuronal, e a redugao na
sinalizacdo desses fatores tem sido implicada no desenvolvimento da depressao [11].
Para além disso, esta também associada a um estado inflamatoério crénico, caracterizado
por niveis elevados de interleucina-6 e proteina C-reativa, que sao marcadores
inflamatoérios. A inflamacao pode contribuir negativamente para a funcao neuronal e a
neuroplasticidade, perdendo a capacidade do cérebro se adaptar e reorganizar [9,12].
Outra alteracdo é a disfuncdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal que regula a
resposta ao stress. A exposicao prolongada ao stress pode levar a um aumento excessivo
de cortisol, resultando em alteracdes na estrutura e fun¢ao cerebral, mais concretamente
nas regioes relacionadas com a regulacao das emocgoes e o comportamento [8,11,13,14].
Todas estas alteragdes mostram como os mecanismos bioquimicos tém uma interacao
complexa, o que contribui para a heterogeneidade dos sintomas e das respostas ao
tratamento.

Embora metade dos individuos tenham apenas um episddio depressivo isolado, esta
patologia ndo apresenta cura. No entanto, em caso de episdédios mais frequentes recorre-
se a toma de antidepressivos, consultas de psicoterapia ou mesmo a combinacgao de
ambos como tratamentos preventivos [5]. A utilizacdo de antidepressivos é a forma de
tratamento mais comum e eficaz da depressao tanto moderada como severa, e por essa
razao o seu consumo tem vindo a aumentar ao longo dos anos [15]. Segundo dados
fornecidos pela Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saudde, I.P.
(INFARMED), verificou-se que entre 2017 e 2023 houve um aumento no consumo de
antidepressivos de 43%, o equivalente a 10 milhGes de embalagens por ano. Entre as
classes existentes de antidepressivos é de realcar os inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS) (citalopram (CIT), fluoxetina (FLX), paroxetina (PXT) e sertralina
(SRT)), tendo tido um aumento de consumo de 30%, e os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN) (venlafaxina (VLX)), onde se
verificou um aumento de consumo de 45%, sendo que sdo estas classes de

antidepressivos que se vao determinar no trabalho experimental da dissertacao.



2. Antidepressivos

Numa tentativa de estabilizar ou reverter os efeitos provocados pela depressao houve a
necessidade de desenvolver firmacos para o tratamento dos individuos afetados,
denominados antidepressivos. Estes, como mencionado anteriormente, sdo utilizados
para o tratamento de inimeras doencas, principalmente a depressao. Sao farmacos de
acao lenta e progressiva, o que significa que nos primeiros dias de administracao nao se
observem os seus efeitos [16].

Os primeiros farmacos desenvolvidos foram os antidepressivos triciclicos (ADTSs) e os
inibidores de monoamina oxidase (IMAO) no final da década 50, levando a um avanco
crucial no tratamento e no entendimento dos possiveis mecanismos bioquimicos. Até aos
anos 80 existiam apenas estas duas classes de antidepressivos, que apesar de serem
eficazes apresentavam muitos efeitos adversos, devido a sua inespecificidade e em caso
de administracao de uma elevada dosagem letal. No caso dos ADTs, como apresentam
um perfil farmacologico muito abrangente, estes inibem miltiplos locais de captagao de
neurotransmissores, bloqueiam varios neurorecetores e ainda influenciam o sistema de
segundo mensageiro e o canal de ides de membrana. Por sua vez, os IMAO provocavam
hipertensividade como principal efeito adverso, acabando por comprometer o bem-estar
dos individuos [17].

De forma a atenuar ou mesmo eliminar estes efeitos adversos surgiram novas classes de
antidepressivos, passando assim a existir mais cinco novas classes de antidepressivos:
inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina (ISRN), inibidores seletivos da
recaptacao de dopamina (ISRD), antidepressivos tetraciclicos, ISRS e os ISRSN [17].
Neste trabalho, foram estudados fArmacos que pertencem ao grupo terapéutico dos
ISRSN e ISRS, pelo que seguidamente serd realizada uma descricdo mais detalhada

destes farmacos.

2.1. Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina

O primeiro ISRS introduzido no mercado, em 1987, foi a FLX que modificou a forma de
tratamento farmacologico da depressao, por ser mais toleravel e mais seguro que os
anteriores ADTs e IMAO, tornando-se a partir desse momento a classe mais prescrita em
varios paises.

Embora esta classe de antidepressivos tenha representado um grande avango no
tratamento da depressao, também apresenta alguns efeitos adversos como dor de cabeca,
tonturas, sonoléncia ou insoénias, tremores, ansiedade e agitacdo. A esta classe de

antidepressivos foram posteriormente adicionados o CIT, a SRT e a PXT [18—21].



2.1.1. Propriedades fisico-quimicas

Na Figura 1 e na Tabela 1 estdo representadas as estruturas quimicas e algumas das

propriedades fisico-quimicas, respetivamente, dos quatro ISRS em estudo.
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Figura 1 - Representacgio da estrutura quimica dos ISRS em estudo.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos ISRS em estudo [22].

Férmula Massa i a
Composto . pKa | molecular Designacio IUPAC
quimica
(g/mol)
309,33 metil[(3S)-3-fenil-3-[4-
FLX CiyHisHsNO 9,80 (trifluorometil)fenoxilpropilJamina
(RS)-1-[3-(dimetilamino)propil]-1-
CIT C20HaiFN2O | 9,78 324,39 (4-fluorofenil)-1,3-dihidroisobenzofuran-5-
carbonitrilo
SRT CrHuCLN 9,85 306,23 (1S-4S)-4-(3,4diclorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-N-
7T ? metil-1-naftilenamina
(3S,4R)-3-(1,3-benzodioxol-5-yloxymethyl)-4-(4-
PXT CioH2ofNOs | 9,90 329,37 fluorophenyl)piperidina




2.1.2. Mecanismo de acao

A serotonina é uma monoamina resultante da transformacdo do aminoacido L-
triptofano, esta envolvida na comunicacao entre neurénios e esta também relacionada
com o humor ou transtornos afetivos, pois individuos com elevado humor tém elevados
niveis de serotonina e pelo oposto, individuos deprimidos, tém niveis de serotonina
anomalos [23,24].

O mecanismo de acao dos ISRS é muito semelhante ao dos ADTs. No entanto, os ISRS
sao mais seletivos para os transportadores de serotonina nos neurénios pré-sinapticos,
e deste modo, bloqueiam a sua acdo, deixando assim de reabsorver a serotonina
libertada, o que resulta no aumento da concentracao deste neurotransmissor na fenda
sinaptica, levando a uma maior ativacao dos recetores de serotonina nos neurénios pos-

sinapticos (Figura 2) [25,26].
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Figura 2 - Efeitos dos ISRS sobre a serotonina [26].

2.1.3. Farmacocinética

De uma forma geral, os ISRS apresentam boa absorcao gastrointestinal, podendo ter ou
ndo uma absorcdo aumentada quando ingeridos com alimentos [27]. A
biodisponibilidade destes compostos varia entre si. A FLX apresenta uma
biodisponibilidade de 72% a 90%, o CIT de 80%, a SRT de 44%, e a PXT de 50% a 60%
[28]. Tém um grande volume de distribuicdo, uma vez que se ligam as proteinas
plasmaticas, distribuindo-se amplamente pelos tecidos corporais [29]. Estes sao
metabolizados no figado pela via citocromo P450, podendo alguns ter metabolitos ativos,
como a norfluoxetina, um metabolito da FLX, que tem um tempo de semi-vida mais
longo que o proprio farmaco [30].

Por fim, sdo eliminados pela urina ou pelas fezes e podem apresentar tempos de semi-

vida variados, por exemplo a FLX é de 4 a 6 dias, enquanto para a SRT é de 26 horas [27].



2.2, Inibidores seletivos da recaptaciao de serotonina e

noradrenalina

Os ISRSN s3o uma classe mais recente de antidepressivos e também utilizados
principalmente em casos de depressiao resistente ao tratamento ou quando estdo
presentes sintomas significativos de ansiedade e dor cronica, assim como para outros
distarbios psiquiatricos. Estes farmacos atuam inibindo seletivamente os
transportadores de serotonina e noradrenalina nos neurdénios pré-sinapticos,
aumentando assim a disponibilidade desses neurotransmissores na fenda siniptica. A

VLX é o farmaco desta classe, que ira ser quantificado [31].

2.2.1. Propriedades fisico-quimicas

Na Figura 3 e Tabela 2 encontram-se descritas a estrutura quimica da VLX e as principais

caracteristicas fisico-quimicas.
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Figura 3 - Representacdo da estrutura quimica do ISRSN em estudo.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do ISRSN em estudo [22].

Formula Massa . -
Composto . . pKa | molecular Designaciao IUPAC
quimica
(g/mol)
277,20 (RS)-1-[2-dimetilamino-1-(4-metoxifenil)-
VX CirHarNO: 9,24 etil]cicloexan-1-ol




2.2.2, Mecanismo de acao

Os ISRSN tém uma atuacao dependente da concentracao, isto é, quando a concentracao
deste farmaco € baixa comporta-se como um ISRS, atuando apenas nos transportadores
de serotonina, enquanto se se encontrar a concentracoes mais altas, atua tanto nos
transportadores de serotonina quanto nos transportadores de noradrenalina, resultando
num aumento da concentracdo destes neurotransmissores na fenda sinaptica,
prolongando assim a sua acao nos recetores pos-sinapticos. Este duplo mecanismo de
acao é considerado benéfico no tratamento da depressdao, uma vez que promove uma
maior modulagao de circuitos neuronais envolvidos na regulacao do humor, sono, apetite

e resposta ao stress [26,32].

2.2.3. Farmacocinética

Em relacio a farmacocinética, esta classe de antidepressivos é muito semelhante aos
ISRS, pois geralmente sao administrados por via oral pelo que apresentam uma boa
absorcao, que pode ser influenciada pela ingestao de alimentos. Embora tenham também
alta afinidade com as proteinas plasméaticas a sua biodisponibilidade é inferior,
apresentando uma biodisponibilidade de 45% [33]. No caso da VLX, farmaco em estudo,
€ metabolizado no figado pela via citocromo P450, podendo formar o seu metabolito
ativo desmetilvenlafaxina através da catalise pela enzima CYP2D6, que também pode ser
metabolizado tanto pela enzima CYP2D6 como pela CYP1A2. Os fairmacos desta classe
de antidepressivos sao principalmente excretados pelos rins, sendo que cerca de 29% da
VLX é excretada predominantemente pela urina na sua forma inalterada, apresentando

um tempo de semi-vida de 5 horas [34,35].

3. Aguas Residuais

As 4guas residuais (ARs), mais conhecidas como esgotos, sdo compostas por diversos
tipos de efluentes, que podem conter uma vasta diversidade de compostos como residuos
urbanos, substancias quimicas, agentes patogénicos, nutrientes, firmacos, entre outros
[36].

Estas aguas sofrem varios processos de tratamento nas estacoes de tratamento de aguas
residuais (ETARSs) e sao posteriormente libertadas de novo para o meio ambiente [36].
A analise quer dos afluentes como dos efluentes das ETARs, é de extrema importancia,
pois existem varias formas, em certos casos inevitavel, de exposicao as mesmas através
dos esgotos domésticos, efluentes industriais, dguas pluviais, aguas de drenagem

agricola ou até mesmo através de aguas de processos comerciais e institucionais,



podendo causar sérios problemas néo sé a nivel de satde puablica, mas também a todo o
ecossistema envolvente (Figura 4) [37].

Um exemplo de fArmacos que acabam por contaminar estas 4guas sao os antidepressivos,
que devido ao seu elevado consumo, descarte negligente e a sua capacidade de persistir
no ambiente contribui para a sua presenca nas aguas [37].

As analises do consumo de medicamentos sao frequentemente realizadas por métodos
tradicionais baseados em dados médicos e na realizacao de inquéritos a populacao, como
forma de estimar o consumo do composto que se pretende detetar. No entanto, estes
métodos apresentam limitagoes, incluindo custos elevados e a probabilidade de as
respostas nao serem confiaveis, torna-se assim importante complementar estes estudos
com outras metodologias que oferecam maior precisdo e que sejam mais econémicas
como € o caso da analise das ARs, denominada wastewater-based epidemiology. Esta é
uma matriz economicamente vantajosa, sendo que a sua preparacao para analise é mais

simples e consequentemente menos dispendiosa [38].
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Figura 4 - Possiveis origens e rotas de entrada de antidepressivos em dguas residuais (adaptado de Leal
A.etal. 2020 [39])
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4. Técnicas de preparacao de amostras

A preparagao de amostra, ou pré-tratamento, € um processo que tem como finalidade a
extracdo e concentracdo dos compostos de interesse de matrizes complexas para
posterior analise cromatografica [40].

Esta preparacao é essencial, é a etapa mais demorada de toda a analise e pode estar
relacionada a erros sistematicos e aleatorios podendo levar a perdas do analito. No
entanto visa melhorar a sensibilidade do método analitico implementado, eliminando os
interferentes presentes na matriz que possam alterar o desempenho do ensaio e
concentrando os compostos que se encontram em concentragoes vestigiais [40,41].

O método preferencial para a preparacdo da amostra devera ser simples, econémico,
rapido, e facilmente automatizado, permitindo também uma extracdo adequada e
eficiente [40].

Ao longo dos anos, verificou-se um avancgo notavel no desenvolvimento de técnicas de
extracdo, existindo atualmente uma extensa diversidade de técnicas como a extracao
liquido-liquido (LLE), extracao em fase solida (SPE), a microextracao em fase solida
(SPME), a microextracdo em seringa empacotada (MEPS), a extracdo dinamica de fase
solida, a microextracdo em gota suspensa (SDME), a microextracdo em polimero
monolitico (PMME), entre outras [40].

A eficiéncia da técnica de extracdo esta relacionada com a composicdo da amostra,
solventes organicos utilizados e respetivas concentracoes, tempo de extracio,
temperatura, pH, entre outros [42]. A escolha da técnica é de extrema importancia, pois
devido ao elevado nimero de técnicas diferentes existentes, esta escolha pode depender
da complexidade da amostra, da velocidade de extracdo, da complexidade do
instrumento de anélise e da metodologia a ser desenvolvida [43].

No entanto, entre todas as técnicas mencionadas anteriormente as que permanecem
como preferenciais sdo a LLE e SPE [40,41], sendo esta tltima a técnica utilizada na

realizacao deste trabalho e que sera abordada com mais detalhe em seguida.

4.1. Extracao em fase solida

A SPE, tal como referido anteriormente, é uma das varias técnicas de extracao de
amostras disponivel. Trata-se de uma técnica rapida considerada classica, seletiva,
versatil e, apesar da existéncia de outras técnicas mais recentes e inovadoras, ainda
apresenta uma vasta aplicabilidade, pois permite a separacao dos analitos de interesse
da amostra, eliminando os compostos interferentes da matriz, e melhorando a
sensibilidade do método. Adicionalmente, possibilita a obtencao de recuperacoes

elevadas tendo em conta o curto tempo de extracdo, é um procedimento facilmente
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executavel, permitindo efetuar varias extracoes em simultaneo, e pode ser adaptado a
analise cromatografica [44,45].

Esta técnica tem como finalidade a retencao dos analitos de interesse que estao presentes
na amostra no material sorbente, podendo este estar inserido em discos, pipetas,
seringas ou cartuchos. Estes tltimos sdo os mais comumente utilizados devido a sua
ampla disponibilidade comercial e por poderem ainda diferir nas caracteristicas do
sorbente, podendo tratar-se de Csg, C,s, ndo polares, polares, de troca i6nica e covalentes.
No entanto, os cartuchos também apresentam algumas desvantagens como a perda de
analito, o eventual entupimento, a ndo reutilizacao dos mesmos, sendo que cada cartucho
serve apenas para uma extracao e, consequentemente, por este motivo tornam-se mais
dispendiosos [46]. Neste trabalho foram utilizados cartuchos de extracido OASIS®
PRIME MCX, apés avaliacao face a outros cartuchos, que é um produto de extracao de
fase solida ortogonal de fase reversa e troca cationica, onde esta introduzido um polimero
com propriedades hidrofilicas, sendo por isso bastante implementado para compostos
com caracteristicas basicas, como € o caso dos antidepressivos, retendo-os numa silica
com grupos acidos sulfénicos alifaticos [47].

Tal como referido anteriormente, a SPE é uma técnica com um procedimento facil,
dividido em 5 etapas: acondicionamento, passagem da amostra, lavagem, secagem e

eluicao (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo das etapas do processo de SPE.

Inicialmente, como o sorbente est4 inativado, o cartucho deve ser acondicionado (etapa
1) de forma a facilitar a ativacao dos grupos funcionais do sorbente, pela passagem do

solvente adequado, normalizando o ambiente da coluna para a passagem da amostra.
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Caso o sorbente fique completamente exposto, podera haver mais interagdes entre o
soluto e a fase organica.

Uma vez concluido o acondicionamento, faz-se passar a amostra (etapa 2) pelo cartucho
através da difusdo da mesma, passando pelo sorbente por gravidade ou sob a acdo de
vacuo. Este processo permite nao s6 a ligacao dos analitos de interesse, como também de
alguns interferentes aos grupos funcionais do sorbente.

De seguida, procede-se a lavagem (etapa 3) de forma a remover os possiveis interferentes
que possam ter ficado retidos no sorbente. Nesta etapa é necessario selecionar os
solventes organicos apropriados para que apenas os interferentes sejam eluidos.
Posteriormente, da-se a secagem (etapa 4), que consiste na remocao de possiveis
contaminantes e residuos aquosos, que possam interferir com o extrato sob a agio de
vacuo.

Por fim, procede-se a eluicao (etapa 5), em que nesta etapa faz-se passar um solvente de
eluicdo adequado que quebre as ligacoes entre os analitos de interesse e o sorbente, de

forma a serem libertados e recuperados para posterior analise cromatografica [48,49].

5. Cromatografia

A cromatografia é uma técnica analitica que tem vindo a demonstrar a sua utilidade na
detecdo, separacao e purificacdo de analitos presentes em matrizes complexas para
posterior andlise qualitativa e quantitativa.

Ao longo dos anos, os sistemas cromatograficos tém sofrido um desenvolvimento
substancial, justificado pela procura de limites de dete¢ao e quantificacdo mais baixos e
uma maior seletividade, garantindo uma analise mais eficaz, surgindo assim sistemas
como a cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa (LC-MS), a
cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem (LC-MS/MS), a
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) e a cromatografia
gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem (GC-MS/MS) [50].

Todos os sistemas cromatograficos sdo compostos por uma fase estacionaria e uma fase
movel, sendo estas responsaveis pela separacao dos analitos de interesse. Os analitos sao
transportados pela fase moével, podendo esta diferir entre um gas ou um liquido
dependendo do tipo de sistema cromatografico, através da fase estacionaria [51].

Tal como na SPE, também nos sistemas cromatograficos é crucial ter conhecimento das
caracteristicas moleculares de adsorcao (liquido-so6lido), particao (liquido-liquido),
afinidade e diferenca entre pesos moleculares, para se definirem as condicoes
cromatograficas de modo a obter-se a melhor separagao possivel [52].

Embora estes tipos de equipamentos sejam reconhecidos por apresentar uma boa

eficiéncia de separacdo, para que os analitos de interesse sejam detetados os sistemas
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cromatograficos tém de estar acoplados a detetores que podem variar consoante a
necessidade do utilizador. Os sistemas de detecao mais comumente usados sao detetores
de fluorescéncia (FLD), detetores de diode array (DAD), detetores por ionizacao de
chama (FID), espetroscopia de absor¢ao atomica (AAS), espetrofotometria ultravioleta-
visivel (UV-Vis), espetrometria de massa (MS) e espetrometria de massa em tandem
(MS/MS) [53]. Neste trabalho o sistema cromatografico utilizado foi a GC-MS/MS, pelo

que vai ser abordado na proxima seccao.

5.1. Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em

tandem

A GC tem sido uma ferramenta de alta importancia na analise cromatografica, estando
ja implementada numa panodplia de areas de investigacdo como ambiental,
farmacognosia, biologia, microbiologia, forense, cosmética, farmacéutica, biotecnologia,
bioquimica, entre outras, devido a sua capacidade de identificar multiplos compostos nas
mais variadas matrizes como sangue, urina, cabelo, plantas, alimentos, ar, solos, agua,
etc [54].

O sistema cromatografico é constituido por quatro partes essenciais (Figura 6): uma
unidade de injecao, um forno, uma fonte de ionizacao e um detetor.

A unidade de injecao é o local onde sao injetados os analitos e volatilizados. O forno é o
local onde esta inserida uma coluna capilar (fase estacionaria) para onde os analitos sdo
transportados pela fase movel apos volatilizacao. Esta fase movel trata-se de um gas
inerte (hidrogénio, hélio, azoto). Quando os analitos entram na coluna sao separados
com base na volatilizagdo de cada composto e com as interacoes com a fase estacionaria.
O processo de separacgdo vai depender das diferentes afinidades dos analitos pela fase
estacionéria, assim como das suas propriedades fisicas, ponto de ebulicao e temperatura
de volatilizacdo. Dependendo da forca da interagdo, cada analito origina tempos de
retencao diferentes, que é o tempo que cada analito leva desde 0 momento em que foi
injetado até ao momento em que o seu pico aparece no cromatograma.

Os analitos ao sairem da coluna procedem para a fonte de ionizacao, que € responsavel
pela conversao dos compostos em ides. Este processo pode ser realizado através de
muitas técnicas como a ionizacdo quimica, ionizacao por electrospray ou ionizagao por
impacto eletronico, sendo que foi esta tltima a técnica de ionizacao utilizada no presente
trabalho.

Apoés ter sido efetuada a ionizacdo, os analitos seguem para o detetor, onde sdo
convertidos em sinais eletronicos proporcionais a concentracao dos compostos eluidos

da coluna. Posteriormente, esses sinais sao transmitidos para um software que os
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converte em picos cromatograficos, onde a area de cada pico esta relacionada com a
quantidade de analito presente na amostra. A analise dos picos, incluindo a altura, area
e tempo de retencao permite nao s6 identificar como também quantificar os compostos
presentes numa amostra.

Por fim, o software possibilita fazer uma parte crucial de uma anélise, pois permite
ajustar a linha de base, integrar areas de picos e aplicar fatores de resposta para fornecer

resultados quantitativos precisos [52,55,56].
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Figura 6 - Representacdo esquematica do GC-MS e os seus componentes. (adaptado de Wu et al. 2012

[57D)

A MS e MS/MS sao os tipos de detetores mais utilizados, pois podem ser acoplados tanto
em cromatografia liquida (LC) como em cromatografia gasosa (GC), tendo como
principal vantagem a obtencdo de informagdes mais detalhadas sobre diferentes
compostos e a confirmacdo da identidade e quantificacio dos mesmos de acordo com a
sua razao massa-carga (m/z) [44,53,58,59].

A MS (designacao usada quando se trata de um quadrupolo simples) permite a
identificacdo e quantificacio de moléculas com base na medicdo das suas massas
moleculares e é constituida por trés componentes principais. A fonte de ionizacao, que
permite ionizar as moléculas presentes numa amostra originando ides carregados.
Posteriormente, estes prosseguem para o quadrupolo, que é constituido por quatro
hastes metalicas paralelas que criam um campo elétrico oscilante que permite que
apenas os ibes com uma razao m/z especifica passem pelo quadrupolo, eliminado os ides

que nao se pretendem identificar e possiveis interferentes. Apds isto, seguem para o
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detetor onde sao convertidos num sinal elétrico, que sera amplificado e processado
dando origem ao espetro de massa [56].

A MS tem sido amplamente usada devido a alta sensibilidade e seletividade e por
permitir a detecao de compostos em concentragoes vestigiais e em amostras complexas.
Por estas mesmas razoes, tem havido um desenvolvimento continuo em tecnologias
deste campo, como a espetrometria de alta resolucao e os sistemas tandem (MS/MS),
que tém expandido ainda mais a sua aplicabilidade e precisdo em anélises complexas.

A MS/MS (designacao usada quando se trata de um triplo quadrupolo), como referido
anteriormente, é uma técnica avancada da MS, que envolve o uso de trés quadrupolos
em sequéncia, permitindo a analise de transicoes de ides selecionadas, visando a sua
utilidade diferenciada para analises de compostos em misturas complexas.

A MS/MS é constituida por uma fonte de ides, trés quadrupolos e um detetor (Figura 7).
Inicialmente, os compostos entram na fonte de iGes, onde as moléculas presentes na
amostra sao ionizadas. Os i0es dos analitos de interesse gerados passam pelo primeiro
quadrupolo isolando os iGes percursores, ou ides pai. Posteriormente, estes ides sao
fragmentados através da colisdo com o gas de colisdo (azoto), originando os seus
produtos i6nicos também denominados como ides filhos, na célula de colisao (segundo
quadrupolo). Por fim, os ides filhos atravessam o terceiro quadrupolo que os separa de
possiveis interferentes que ainda possam estar presentes, com base na sua razao m/z,
chegando ao detetor, o que possibilita determinar uma relacio entre ides pai e ides filho
[53,56,60].

Comparando os dois detetores comprova-se que a MS/MS apresenta maior robustez,
especificidade, sensibilidade e reducao de interferentes em relacdo a MS, pois a eficacia
desta tltima, pode ser comprometida em situacbes em que na mesma amostra estejam
presentes compostos com massas semelhantes ou quando hé a necessidade de distinguir

isbmeros [56].

Quadrupolo 1 Quadrupolo 3
Quadrupolo 2 Multiplicador
12 fase de 23 fase de eletrénico
Fonte de separagéo de Célula de separagao de
lonizacao massas coliséo massas Detegao
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Figura 7 - Representacio esquematica do detetor MS/MS. (adaptado de Yost et al. 1983 [61])
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No caso particular da GC-MS/MS, todo o equipamento apresenta temperaturas elevadas
(p.e. a temperatura da fonte de i0es é de aproximadamente 350 °C e a temperatura dos
quadrupolos ¢é aproximadamente 250 ©C) levando ao aparecimento de
contaminantes/interferentes mais facilmente, que sao muitas vezes eliminados pelo
vacuo ou com o auxilio do hélio (gas de arraste), caso consigam seguir 0 mesmo percurso
que os i0es percursores, estes interferentes, quando se encontram na célula de colisao,
interagem com o azoto, reduzindo assim a sua transmissdo e também o ruido
cromatografico [62].

Apos detecao, o software transforma os sinais elétricos em espetros cromatograficos, que
podem ser programados em 6 modos operacionais: ides produto, ides percursores, perda
neutra, varrimento (SCAN), monitorizacao de iGes selecionados (SIM) e monitorizacao
de multiplas reacées (MRM), sendo os 3 tltimos os mais utilizados.

O modo SCAN programa o espetro de massa de forma a analisar todas as massas
presentes em todo o espetro ou numa determinada regiao.

No modo SIM apenas se verifica a separacao do ido selecionado dos compostos-alvo,
podendo aumentar a sensibilidade.

No modo MRM ocorre a separacao de dois ou mais ides que sdo fragmentados,
caracteristico da MS/MS, possibilitando analisar varios analitos em simultaneo,

aumentando assim a seletividade e oferecendo maior sensibilidade que o modo SIM [63—
651].

6. Validacao do método analitico

A Organizacio Internacional para Padronizacio (ISO) define a validacdo de métodos
analiticos como o processo de confirmacdo através de um exame e fornecimento de
evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para um uso pretendido sao
consistentemente atendidos [66].

A validacao é um requisito fundamental, que visa garantir que os resultados obtidos por
um método analitico possam ser reproduzidos sob variadas condig¢bes e que os
procedimentos utilizados para a identificacao e quantificacao de analitos sejam precisos
e confiaveis [67],para além disso, as técnicas aplicadas aos métodos estao sujeitas a
parametros de validacao, e para isso existem varias guidelines que se podem seguir, entre
elas a Food and Drug Administration (FDA) [68], que foram as guidelines adotadas

neste trabalho.
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6.1. Seletividade

A seletividade é a capacidade de os métodos analiticos distinguirem e quantificarem uma
substancia especifica na presenca de outras na mesma amostra, assegurando a precisao
e a confiabilidade dos resultados obtidos. De modo a avaliar este parametro, pode ser
realizado um branco de amostra com a finalidade de averiguar a existéncia ou nao de
interferentes no tempo de retencao do composto alvo que possam alterar os sinais dos
mesmos. Adicionalmente, é também importante a monitorizacdo das intensidades
relativas dos compostos e, para tal, € necessario estabelecer critérios de aceitagio
qualitativos com a finalidade de confirmar se os sinais detetados no cromatograma dizem
respeito ao composto de interesse [69]. Neste trabalho foram utilizados os critérios de
aceitacao da World Anti-Dopinng Agency (WADA), estando os seus critérios descritos
na Tabela 3 [70].

Tabela 3 - Intervalos de tolerancia maxima permitidos para as abundancias relativas dos ides
monitorizados em modo MRM e expressos em percentagem (%) [70].

(%ﬁ?:gj::?;f(}ztlz:e) Intervalo maximo de tolerancia permitido (%)
>50 - 100 + 10 (intervalo absoluto)
>25 - 50 + 20 (intervalo absoluto)
1-25 + 5 (intervalo absoluto)

6.2. Linearidade e Curva de Calibracao

A linearidade de um método analitico é a capacidade de produzir resultados
proporcionais a concentracao do analito dentro de um intervalo especifico, sendo crucial
para determinar se um método pode ser usado para quantificar o analito com precisao
em diferentes concentracoes. Para isto, é necessario proceder a realizacdo de uma curva
de calibracdo que contenha diferentes concentracoes do analito em estudo
(calibradores), sendo que este nimero depende das guidelines seguidas, podendo ser
necessario no minimo seis ou sete calibradores nos quais devem estar incluidos o limite
inferior de quantificacao (LLOQ) e o limite de detecao (LOD) [69].
A avaliacdo das curvas pode ser realizada por meios graficos ou matemaéticos, sendo o
modelo mais utilizado a regressao linear simples, assumindo que h4 uma relacgao linear
entre duas variaveis, sendo descrita pela seguinte expressao matematica [71]:
y=mx+b

Sendo que,

e yéaresposta medida;

e X ¢éaconcentracao do analito;

e m é o declive da curva de calibracao;

e b éaordenada na origem.
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Este ainda permite calcular o coeficiente de determinacao (R2), que deve ser o mais
proéximo possivel de 1,0, minimizando a dispersao dos pontos experimentais e a incerteza
estimada. Adicionalmente, de forma a obter informacdes mais precisas e uma melhor
distribuicdo do peso atribuido a cada ponto podem ser utilizadas ponderacoes de 1/x,
1/x2 ou 1/y, por exemplo [72].

Para os dados obtidos, é necessario que o coeficiente de correlacao e o erro relativo médio
ou BIAS estejam dentro de + 15% em comparacdo com as concentracOes tedricas.
Contudo, no limite de quantificacdo, o erro permitido passa para + 20% das

concentracgoes teodricas [71].

6.3. Precisao e Exatidao

A precisao indica o grau de concordancia entre os resultados independentes realizados
sob condicoes especificas, podendo este parametro ser subdividido em precisdo intradia,
intermédia e interdia. A precisdo intradia ou repetibilidade, visa minimizar a influéncia
de variaveis como as condicoes laboratoriais, o operador e o equipamento sobre os
resultados, em que esta é determinada pela analise de amostras dentro de um breve
intervalo de tempo. Em contraste, a precisao interdia ou reprodutibilidade, refere-se a
avaliacdo das mesmas medidas em diferentes dias, permitindo verificar a estabilidade
dos resultados ao longo do tempo. A precisdo intermédia refere-se a variabilidade dos
resultados obtidos quando um método analitico é aplicado em diferentes condicoes
dentro do mesmo laboratoério. Isso pode incluir variagoes ao longo do tempo, diferentes
dias, ou diferentes operadores. Em outras palavras, é uma medida da consisténcia e da
reprodutibilidade dos resultados quando o método é usado sob condicoes variadas, mas
dentro do mesmo ambiente de laboratoério. A precisao intermédia ajuda a garantir que o
método seja fiavel e que os resultados sejam consistentes mesmo quando ha pequenas
mudancas nas condicoes de teste. [71]

A exatidao representa a concordancia entre as médias dos resultados obtidos e o valor de
referéncia aceite como verdadeiro. Para determinar este parametro, sdo usadas réplicas
de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito. A avaliacao da exatidao
pode ser feita de varias formas, sendo o método do BIAS o mais utilizado, com a formula
[71]:

Concentracio calculada — Concentragio tedrica
BIAS = — — x 100
Concentragao tedrica
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6.4. Limites Analiticos

E essencial determinar a menor concentracio de analito que pode ser detetado e
quantificado durante a validacdo do método. O LOD e o LOQ podem sofrer ajustes
durante o processo de validacao, principalmente se surgirem alteracoes que os possam
influenciar como o analista, os reagentes, o equipamento e também quando se proceder
a uma nova curva de calibracdo. A nova curva pode alterar os limites pois ela define a
relacdo entre a concentracao do analito e a resposta do detetor e caso se verifiquem
mudancas nas condi¢des experimentais ou nos padroes de calibracao, a sensibilidade do
método pode ser influenciada, resultando em novos valores para o LOD e LOQ.

O LOD representa a quantidade minima de analito que pode ser detetada numa amostra,
apesar de nao necessariamente quantificada [71]. A avaliacao deste parametro pode ser
feita através de varios métodos, embora o mais usado seja a regressao linear, que é um
método estatistico que relaciona a resposta do detetor com a concentracao do analito,
calculando o LOD a partir de uma curva de calibracao linear. Esta abordagem envolve a
extrapolagao da linha de regressao até ao ponto em que o sinal se torna indistinguivel do
ruido de fundo, pois este pode influenciar diretamente a magnitude do LOD. Assim, de
modo a assegurar nao sé a resposta média do sistema como também a variabilidade do
ruido, o LOD pode ser calculado através da seguinte equacao [73]:

3ores

LOD =
S

Sendo que,
e ores é o desvio padrao dos residuos da regressao (que reflete o ruido do sistema)

e Séainclinagio da curva de calibracao

O LOQ é a concentracao mais baixa de um analito que pode ser quantificada de forma
precisa e exata dentro de limites de erro predefinidos, garantindo que o método analitico
¢é capaz de fornecer resultados quantitativos confiaveis a partir desta concentracao.

Assim o LOQ é geralmente calculado através da seguinte equacao [73]:

100res
S

LOQ =

Sendo que,
e ores é o desvio padrao dos residuos da regressao (que reflete o ruido do sistema)

e S éainclinacao da curva de calibracao

Neste estudo foi considerado o limite de quantificacido mais baixo (LLOQ), que
representa uma variante do LOQ. Enquanto o LOQ se refere de maneira geral, a menor
concentracdo quantificivel em qualquer tipo de analise, o LLOQ é mais especificamente

usado para definir o ponto mais baixo da curva de calibraciao onde as medic¢oes ainda sdao
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confiaveis, tendo assim aplicagdo pratica em situacoes que exigem detecOes
extremamente sensiveis [73]. O LLOQ é definido como a menor concentracao de um
analito que pode ser medida e quantificada com uma precisao e exatidao adequadas,
apresentando um coeficiente de variagao inferior a 20% e um desvio (BIAS) dentro do
intervalo de + 20% da concentracao calculada [71]. Assim, o LLOQ é o menor valor de
quantificacdo dentro de um intervalo de linearidade de um método analitico, sendo

frequentemente usado em ensaios que exigem alta sensibilidade, como em bioanalise

[73].

6.5. Estabilidade

A estabilidade de um composto numa matriz depende de varios fatores, incluindo as
propriedades fisico-quimicas, as caracteristicas da matriz utilizada e as condicoes de
armazenamento. Para estudar a estabilidade existem diversas abordagens disponiveis,
sendo recomendavel escolher métodos que possam avaliar a estabilidade de maneira a
abordar as situacOes tipicamente encontradas em laboratoério, como periodos de
congelacdo, locais de armazenamento e do tempo em que as amostras ficam
armazenadas na bancada, caso nao seja possivel efetuar a sua analise no momento. Nao
¢é necessario a realizacao do estudo da estabilidade dos analitos, caso ja tenha sido
adequadamente documentada por meio de referéncias publicadas [74].

Para que um analito seja considerado estavel o sinal médio tem de apresentar um BIAS
aceitavel, este deve estar dentro de uma tolerancia de 20% e caso seja necessario aplicar

critérios mais rigorosos, essa tolerancia pode ser reduzida para 10-15% [71].

6.6. Recuperacao

De forma a garantir que a extracdo dos analitos é eficiente e reprodutivel recorre-se a
determinacao das taxas de recuperacdo, sendo estas calculadas como a média da
recuperacio, em percentagem, dos analitos alvo. O analista deve realizar ensaios de
recuperacao comparando os resultados analiticos dos extratos obtidos com os extratos
brancos fortificados com os analitos apos a extracgao [71].

A equacao utilizada para o calculo das recuperacoes foi a seguinte [71]:

Area do pico do analito sujeito a extracio/Area do pico do PI

Recuperacio (%) = — - - ~ — ~ 7 ;
Area do pico do analito nao sujeito a extracao/Area do pico do PI
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7. Detecao e quantificacao de antidepressivos em aguas

residuais

A pesquisa literaria relativa a detecdo e quantificacio dos antidepressivos, mais
concretamente dos ISRS e dos ISRNS, em aguas residuais foi baseada em artigos
cientificos originais obtidos através da base de dados SciVerse Scopus [75] (pesquisa
realizada a 23/12/2023). As palavras-chave usadas foram “Wastewater”,
“Antidepressants” e “Determination”, sobre a qual se obtiveram 59 resultados dos quais
apenas 26 foram aceites (Tabela 4), tendo em conta os critérios de exclusao definidos
previamente, nomeadamente: artigos onde a matriz nao é agua residual, os analitos de
interesse nao serem os mesmos que os do presente trabalho, a instrumentacao utilizada
ser biossensores, artigos de revisao ou artigos ao qual ndo se conseguiu ter acesso. Assim
sendo os parametros tomados em conta para a anélise dos artigos foram baseados nos
antidepressivos em estudo, o tipo de extracao e instrumentacao usada, os limites de
detecdo e quantificacdo e recuperacoes, de forma a poder haver uma possivel
comparacao com os dados obtidos neste trabalho.

Ao analisar os resultados da pesquisa efetuada pode concluir-se que nao existe até ao
momento nenhum trabalho em que se utilize ambas as metodologias: SPE e GC-MS/MS,
fortalecendo o interesse e novidade do método analitico desenvolvido neste trabalho.
Adicionalmente, podem verificar-se que a SPE é a técnica de extracdo mais empregue
para a extracao de antidepressivos em amostras de ARs, onde os cartuchos OASIS® HLB
sao preferencialmente usados, com volumes de amostra a variar entre 0,35 mL e 1 L. Por
fim, podemos também verificar que a maioria dos trabalhos publicados apresentam
valores de LOD e LOQ baixos, indicando alta sensibilidade e garantia de precisao, e
valores de recuperacao elevados, demonstrando alta eficiéncia dos métodos

desenvolvidos.
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Tabela 4 - Métodos cromatograficos para a detecao e quantificagdo dos compostos em estudo em amostras de ARs.

Volume

alitos etodo de extracao etodo de detecao ng ng ecuperacoes (% eferencia
Anali (mL) Método d a Método de d a LOD (ng/L) LOQ (ng/L) R oes (%) Referénci
SRT 8 SS-LPME GC-MS 8700 2000 n.s. [76]
FLX SPE
50 (OASIS® HLB) 2D-UHPLC-DAD 19,6 65,3 94,17 - 97,69 [77]
1?)) CIT ba;) 1-5 be;) 3-15 {33 95-98
FLX C e 4-10 14 - 33 85-095
o) SRT 0,025 Injecdo Direta UHPLC-MS/MS Oa-7 )13 - 25 )77 - 96 [78]
d) VLX d)1-2 d)s5 d) 97-98
a) CIT b SPE B a) 3! a) 0,70%(0,06") a)79 - 92
b) VLX 507 (100%) (OASIS® HLB) LC-MS/MS b) 30! b) 4,02(0,70Pb) b) 79 - >120 [79]
a) FLX a) 1500 a) 4900 a) 94,7 - 110,7
b) SRT 8 SS-LPME GC-MS b) 260 b) 860 b) 88,3 -106,4 [80]
¢) PXT ¢) 3400 ¢) 11000 ¢) 88,2-113,3
a) CIT . e a) 73 - 105
b) SRT 50 € 100 InJggfs?SjgngﬁPE UHPLC-MS/MS n.s. b) n.s. 20 - 180 [81]
¢) VLX c) 25- 28
a) CIT : a) 1580 a) 4710 a) 98,8 - 104,5
b) FLX 20 MSPE HPLC-DAD b) 1430 b) 4820 b) 97,0 - 103.8 [82]
a) FLX SPE : a)0,8-1,2 a)2,4-3,6 a)79,8-89,4
b) SRT 400 (OASIS® HLB) LC-MS/MS b)2,2-3,1 b) 6,3-9,3 b) 85,6 - 95,6 [83]
CIT n.s GEL-EME/SHS-HLLME GC-FID 300 2500 91,6 - 93,7 [84]
a) SRT SPE ) a) 3,1 a)12,5
b) PXT 500 (OASIS® MCX) GC-MS b) 26 b) 104,2 n.s. [85]
a) CIT a) 1,9 a) 6,4 a) 104 - 118
b) FLX 1 ) b) 2,0 b) 6,7 b) 90 - 110
o) SRT 5 on-line SPE LC-MS/MS 33 o) 11 ¢) 01- 121 [86]
d) VLX d)o,8 d)25 d)97-107
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a) CIT a) 0,9 a) 96 - 114
b) FLX SPE b) 1,0 b) 80 - 114
Oaiucx | UIPCNINS | s Ao
e) VLX e) 0,7 e) 95 - 111

VLX 8 DLLME HPLC-FLD 24,0 - 24,4 n.s. 69 - 91 [88]
a) CIT a) 25¢ (159 a) 1,33° (1,119) a) 4,0¢ (3,39 a) 66,5 - 106,9° (52,9 - 90,09)
b) FLX b) 15¢ LLE e SPE b) 13,3¢ b) 40,0¢ b) 80,4 - 123,4¢
¢) PXT c) 15¢ (OASIS® HLB, OASIS® MCX LC-MS/MS ¢) 13,3¢ ¢) 40,0¢ ¢) 60,9 - 95,1¢ [89]
d) SRT d) 25¢ (159) e Supelclean™ ENVICarb™) d) 0,13¢ (0,119) d) 0,4¢ (0,339 d) 69,4 - 112,3¢ (29,4 - 71,24)
e) VLX e) 25° (159 e) 0,13¢ (0,119 e) 0,4° (0,339 e) 74,3 — 106¢ (64,9 - 106,19)

SPE
FLX 250 (OASIS® HLB) LC-MS/MS 0,259 0,864 9,91 - 23,79 [90]
SPE

FLX 100 (OASIS® HLB) LC-MS/MS 6,0 21,0 82 -109 [o1]
a) CIT a) 50,0 - 10000 a) 81,9- 88,6
b) FLX SPE b) 50,0 - 20000 b) 49,2 - 66,8
¢) PXT 1 (OASIS® HLB) LC-MS/MS n.s ¢) 50,0 - 20000 ¢) 59,2 - 82,5 [92]
d) SRT d) 50,0 - 20000 d) 49,2 - 75,8
e) VLX e) 50,0 - 20000 e) 81,8 - 91,4
a) CIT a) 3,6 a) 10,8 a) 82-124
b) FLX SPE b) 0,6 b) 1,8 b) 77-97
& PxT > (STRATAT-X-C) KOS Dos Doe D600 .
e) VLX e) 4,2 e) 12,6 e) 82 -111
a) CIT a) 40,0 a) 110,0
b) FLX SPE b) 120,0 b) 500,0
8 %{("11: 300 (3M cation disk) UHPLC-MS/MS (ci)) zg,g dc)) 166%,% 81,2 -118 [94]
e) VLX e) 30,0 e) 90,0
a) CIT SPE ) a) 4,1 a) 102
b) VLX 0,35 (OASIS® HLB) LC-MS/MS b) 8 b) 18 n.S. [95]
a) PXT SPE ) a) 170 a) 68 - 96
b) VIX 100 (OASIS® HLB) UHPLC-MS/MS n.s. b) 7 by 227 - 233 [96]
a) FLX SPE ) a)1 a) 85-93
b) VLX 50 (OASIS® MCX) LC-MS/MS n.s b5 b) 99 - 109 [97]
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a) CIT a) 0,077 a) 74,7 - 104,93
bg FLX SPE ) b)) 0,050 b)) 81,3-99,4 (o8]
¢) SRT 250 — LC-MS/MS ¢) 0,048 n.s. ¢) 80,7-98,6 98
d) PXT (STRATA™.-SCX) d) 0,096 d) 76,6 - 90,6
e) VLX e) 0,10 e) 73,2 - 107,2
a) CIT a) 0,45 a) 81-113
bg FLX SPE ) b% 0,25 b% 98 - 122 foo]
¢) SRT 1000 ® LC-MS/MS ¢) 0,21 n.s. ¢) 85-115 99
d) PXT (OASIS® HLB) d) 0,32 d) 91-107
e) VLX e) 0,29 e) 98 - 128
a) FLX SPE a) 13 a) 36 a) 91,7 - 101,5
b) PXT 500 (OASIS® HLB) LC-MS/MS b) 11 b) 31 b) 82,6 - 95,4 [100]
a) CIT a) 9000 a)9
bg FLX SPE b)) 16000 b)) 16 tro1]
¢) SRT 500 s CE-ESI-TOF-MS ¢) 39000 n.s. ¢) 39 101
d) PXT (H20 philic DVB) d) 31000 d'31
e) VLX €) 7000 e)7
a) CIT a) 12,25 a) 49 a) 67,91 — 81,13
bg FLX SPE y bg 24,50 bg 49 b)) 13,10 — 17,01 Este
¢) SRT 100 GC-MS/MS ¢) 24,50 c) 49 ¢) 51,34 — 78,24

®
d) PXT OASIS® PRIME MCX d) 98,00 ) 105 d) 47,50 — 59.95 trabalho
e) VLX €) 195,00 e) 195 e) 6,01 — 11,78

Legenda: n.s. - ndo especificado; *: Limite de detecdo instrumental; 2: Amostras de d4gua altamente poluidas; P:Amostras de 4gua pouco poluidas; ¢: Método A; 4: Método B; 2D-
UHPLC-DAD: Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia bidimensional acoplada a um detetor diode array; CE-ESI-TOF-MS: Eletroforese capilar através de ionizacao por
electrospray acoplada a espetrometria de massa com tempo de voo; DLLME: Microextracdo liquido-liquido dispersiva; GC-FID: Cromatografia gasosa acoplada a um detetor de
ionizacao de chama; GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa; GEL-EME: Extracao de eletromembrana em gel; HPLC-DAD: Cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detetor diode array; HPLC-FLD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de fluorescéncia; LC-MS/MS: Cromatografia liquida
acoplada a espetrometria de massa em tandem; LLE: Extracdo liquido-liquido; MSPE: Extracdo em fase sb6lida magnética; SHS-HLLME: Microextragao liquido-liquido
homogénea com base em solvente e hidrofilicidade comutavel; SPE: Extracido em fase sélida; SS-LPME: Microextracao em fase liquida baseada em solvente comutéavel; UHPLC-
MS/MS: Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem.
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Capitulo 2| Justificacao do tema e objetivos

Nos ultimos anos, o consumo de antidepressivos em Portugal tem vindo a aumentar
significativamente. Segundo dados publicados pelo Infarmed no “Relatério de Estatisticas
de Consumo de Medicamentos (2022)”, houve um crescimento constante na prescricao e
utilizacao desses medicamentos, tendo-se atingido um pico durante a pandemia COVID-19.
Adicionalmente, entre 2017 e 2023 houve um aumento de 43% na prescricao deste tipo de
medicamentos [102].

Este aumento pode ser atribuido a varios fatores, incluindo o impacto da crise econémica,
as mudangas sociais e, mais recentemente, os efeitos psicoldgicos da pandemia. Para além
disso, o tabu em torno da satide mental tem diminuido, levando mais pessoas a procurarem
tratamento [102].

Um outro fator que pode ter levado a este aumento é a facilidade de entrada destes
medicamentos no mercado portugués. Esta é uma questdo, que tem levantado grande
discussao, pois nos ultimos anos o processo de aprovacao e comercializacao de novos
antidepressivos tem sido agilizado [103].

Embora haja esta preocupacdo para com a satide mental, ndo tem havido investigacdo em
torno da determinacao deste tipo de medicamentos em ARs, que nao s6 pode ser util como
uma matriz 6tima para mapear o seu consumo com vista ao controlo ou permitir identificar
um descarte negligente numa determinada regiao, como também para o conhecimento da
presenca destes compostos nos efluentes das ETARs, e como estes efluentes podem entrar
em contacto com a populacao, no caso de exposicao a tais compostos e possivel intoxicacao
podem afetar tanto o ser humano como a fauna [104].

Tendo o referido anteriormente em conta, o objetivo deste trabalho prende-se o
desenvolvimento e otimizacdo de um método analitico para a detecdo e quantificacdo de
cinco antidepressivos (CIT, FLX, PXT, SRT e VLX) em Aaguas residuais, mais
especificamente afluentes e efluentes de ETARs, recorrendo a SPE e a GC-MS/MS.
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Capitulo 3| Materiais e Métodos

1. Material e Instrumentacao

e Cartuchos de SPE Oasis® Prime MCX 30 mg da Waters (EUA), adquiridos a Waters
(Portugal);

e Cartuchos de SPE Oasis® HLB adquiridos a Waters (Portugal);

e Cartuchos de SPE STRATA™-X de 60 mg/ 3 mL, adquiridos a Phenomenex
(Espanha);

e Cartuchos de SPE STRATA™-X-C de 60 mg/ 3 mL, adquiridos a Phenomenex
(Espanha);

e Material comum de laboratério: baldes volumétricos, copos de precipitacao de
diversos volumes, tubos de ensaio com tampa e pipetas volumétricas de varios
volumes;

e Vortex mixer 230V, Labnet International (VWR International, Portugal);

e Micropipetas automaticas Gilson, volumes méximos 20, 200 e 1000 pL (Gilson,
Espanha);

e Manifold da Waters — modelo WAT200683 (Waters, Portugal);

e Camara de refrigeracao (4 °C), Dagard Ibérica (Portugal);

e Bomba de vacuo da GAST — modelo DOA-P505-BN (Waters, Portugal);

e Turbovap LV da Biotage (Dias de Sousa, Portugal);

e Sistema de GC modelo HP 7890A, acoplado a espetrometria de massa triplo
quadrupolo modelo 7000B, ambos da Agilent Technologies (Waldbronn,
Alemanha). O sistema encontra-se também equipado com um injetor PTV da Gerstel
(Miilheim na der Ruhr, Alemanha). A separacao dos compostos foi realizada com
recurso a uma coluna capilar (3om x 0,25mm de didmetro interno, 0,25 um de
espessura de filme) com 5% fenilmetilsiloxano (HP-5 MS), fornecida por J&W
Scientific (Folsom, CA, EUA).
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2. Reagentes e Padroes

e Os padroes analiticos (PAs) de cloridrato de fluoxetina, venlafaxina, citalopram e
paroxetina foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O padrao
analitico de cloridrato de sertralina foi cedido gentilmente pela Pfizer (Groton, MA,
EUA). Relativamente ao padrao interno de protriptilina foi adquirido a Sigma-
Aldrich (Lisboa, Portugal);

e Agua ultrapura Milli-Q, obtida através do sistema Milli-Q RG Ultra-Pure Water
System, Milipore Corporation (Milipore, Bedford, MA, EUA);

e N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA), Macherey-Nagel (Diiren,
Alemanha);

e Trimetilclorosilano (TMCS), Macherey-Nagel (Diiren, Alemanha);

e Metanol 99,8% HPLC grade, Merck (Darmstadt, Alemanha);

e Acido cloridrico 37%, Carlo Erba (Mildo, Italia);

e Hidroxido de amonia 25% (NH4OH) (pro-analysis), J.T. Baker (Holanda);

e Acido férmico LC grade, Laborspirit (Santo Antio do Tojal, Portugal);

e Formiato de amoénia LC grade, Laborspirit (Santo Antao do Tojal, Portugal).

3. Preparacao de solucoes

3.1. Solucoes padrao
Todos os padroes foram adquiridos a concentracao de 1 mg/mL. A solucao de trabalho
contendo os padroes analiticos FLX, VLX, CIT, SRT e PXT foi preparada diluindo as
respetivas solugdes comerciais em metanol, obtendo-se uma concentracgao final de 1 ug/mlL,
10 pg/mL e 100 pg/mL. Relativamente ao padrao interno, PTP, o processo de preparacao
foi o mesmo utilizado para os restantes PAs, alcancando uma concentracao final de 100
pg/mL, tendo-se diluindo com a finalidade de obter uma solucdo a concentracdo de 50
pg/mL. Apods a preparacdo de todas as solugdes padrdo, estas foram armazenadas em

frascos de vidro de ambar e armazenadas a 4 °C, protegidas da luz.

3.2. Reagente de derivatizacao
O reagente de derivatizacao foi preparado de forma a obter uma solucao a concentracao de
5% de TMCS em MSTFA. Esta solucao foi posteriormente armazenada a 4 °C e protegida

da luz.
3.3. Solucao de amoénia a 5% em agua

Num balao volumétrico de 100 mL foram pipetados 5 mL de hidroxido de amoénia e aferiu-

se o volume com agua ultrapura.
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3.4. Solucao de acido formico a 2% em metanol
Num baldo volumétrico de 50 mL foi pipetado 1 mL de 4cido féormico e perfez-se com

metanol.

3.5. Solucao de formiato de aménia (100 nM) com 2% de acido
formico em agua

Inicialmente foram pesados 315 mg de formiato de amo6nia para um copo de precipitacao.

De seguida dissolveu-se em agua ultrapura e foi transferido para um balao volumétrico de

50 mL, foi adicionado 1 mL de acido formico 98% e perfez-se com agua ultrapura.

3.6. Solucao de acido cloridrico (0,1 M) em agua
Num balao volumétrico de 100 mL pipetaram-se 0,840 mL de acido cloridrico a 37% e

perfez-se o volume final com agua ultrapura.

3.7. Solucao de acido cloridrico (0,1 M) em metanol
Num balao volumétrico de 100 mL foram pipetados 0,840 mL de acido cloridrico a 37% e

perfez-se o volume final com metanol.

3.8. Solucao de amoénia a 5% em metanol
Para um baldao volumétrico de 100 mL foram pipetados 5 mL de hidréxido de aménia e

aferiu-se o volume com metanol.

4. Amostras

As amostras de ARs foram fornecidas por diversas ETARs de Portugal. Por uma questao de
sigilo, nao serdo apresentadas as localizacoes destas ETARs, mas pode referir-se que se
encontram distribuidas por Portugal continental e Ilhas.

A colheita das mesmas foi efetuada em duplicado, em diferentes dias e em dois pontos de
amostragem, afluentes e efluentes das ETARs. Apds a sua recolha foram transportadas até
ao laboratoério sob refrigeracdo e protegidas da luz. Todas as amostras permaneceram

armazenadas em frascos de vidro de 500 mL protegidos da luz e a 4 °C até a sua analise.

5. Sistema e condicoes cromatograficas

Com o intuito de obter uma eficiéncia adequada de separacao foram definidas algumas
condicOes cromatograficas. A temperatura inicial do forno foi mantida a 150 °C durante 1
minuto, seguindo-se um gradiente de 5 °C/minuto até uma temperatura final de 280 °C e
mantida por 4 minutos, resultando num tempo total de corrida de 31 minutos. A

temperatura do injetor e do detetor foram de 250 °C e 280 °C, respetivamente. O volume
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de injecao foi de 2 pL. em modo splitless. Nao havendo divisao da amostra neste modo a
mesma € injetada na sua totalidade o que concede uma melhor analise para concentracoes
muito baixas.

O gas de arraste utilizado foi o hélio com um fluxo constante de 0,8 mL/minuto. Na célula
de colisao o fluxo de hélio foi de 1,5 mL/minuto e o fluxo de azoto foi de 2,5 mL/minuto, em
modo de impacto eletronico com uma corrente de 35 HA e uma energia de 70 eV. Com o
auxilio do programa de software MassHunter WorkStation Acquisition rev. B.02.01
(Agilent Technologies), foram obtidos os dados no modo MRM, que permite escolher as

transi¢oes que melhor identificam e caraterizam cada um dos analitos.

6. Preparacao da amostra

Para uma analise eficiente das amostras, inicialmente foi efetuada uma homogeneizacao
das mesmas através de movimentos rotativos. De seguida retirou-se o respetivo volume de
cada amostra (100 mL). Uma vez que se trata de ARs, as amostras apresentam muita
sujidade, pelo que se procede a uma filtracao, onde se recorreu a papel de filtro com poros
de 13 um, com o intuito de remover o lixo de maiores dimensoes. Por fim, adicionaram-se

50 pL de padrao interno antes do processo de extracao.

7. Procedimento de extracao

Neste estudo, a extracao foi realizada utilizando a técnica de SPE com cartuchos OASIS®
PRIME MCX, apds o estudo de diferentes cartuchos. O método de extracdo foi
anteriormente otimizado, ficando com 5 etapas: acondicionamento, passagem da amostra,
lavagem, secagem e eluicdo. Para garantir a maxima eficiéncia da técnica utilizou-se um

suporte para o uso de varios cartuchos em simultaneo (manifold) (Figura 8).

Figura 8 - Representacao ilustrativa de um manifold para a SPE [105].

Na primeira etapa, os cartuchos foram acondicionados com 2 mL de metanol e 2 mL de agua

ultrapura. De seguida, realizou-se a passagem da amostra pelo cartucho. Depois
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adicionaram-se as solugoes de lavagem, 2 mL de acido cloridrico (0,1M) em agua e 2 mL de
acido cloridrico (0,1M) em metanol. Posteriormente procedeu-se a secagem sob vacuo
durante 15 minutos. E por fim, eluiram-se os analitos de interesse com 2 mL de 5% de
amoOnia em metanol.

Depois de realizado o procedimento de extracao, os extratos obtidos foram evaporados até
secura total sob uma corrente de azoto, derivatizados com 50 uL de TMCS 5% em MSTFA
durante 2 minutos, recorrendo-se a um microondas (1000W), e por tltimo uma aliquota de
2 L foi injetada no sistema cromatografico, dando assim inicio a anéalise cromatografica

(Figura 9).

100mL 50pL Evaporagdo e Anilise
H,0 PAs ' Reconstituigdo por GC-MS/MS

Recuperagido

ExtragSo de fase solida realizada sob coletor de vacuo

— .‘,-" . ® @ . Passagemda @ ® ~
— i ‘ Acondicionamento  Equilibrio Armostra Lavagem Secagem Eluigio

v L. A
. J -
et

-

g £ i |
N -
@® Analito de interesse D% Interferentes

Recolha e andlise
de dados

Figura 9- Representacdo esquematica de todo o processo de analise.
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Capitulo 4| Resultados e discussao

1. Identificacao dos compostos em analise

A primeira etapa para o desenvolvimento do método analitico foi definir as condicoes
cromatograficas para a identificacdo dos cinco antidepressivos em estudo e, para tal, o fluxo
de gés, o programa de temperatura do forno, as energias de colisao e as janelas de analise
foram ajustadas.

De seguida, foi realizada uma analise qualitativa pela injecdo dos padroes analiticos no
sistema cromatografico com o detetor de massa em modo de varrimento continuo (modo
SCAN) num intervalo de 50 a 500 m/z, de forma a detetar e identificar os iGes caracteristicos
de cada composto em estudo. Posteriormente, e tendo em conta os espetros de massa
resultantes, estes foram comparados com os existentes na biblioteca de espetros, foram
identificados os i0es percursores, com base na abundancia relativa de cada ido, assim como
as respetivas transicoes possiveis e também os tempos de retencdo. As transi¢oes foram
estabelecidas com base nos ides com mais intensidade de sinal e na sua razao m/z, assim
como a auséncia de interferentes. Os i0es percursores anteriormente selecionados seguem
o caminho de todo o sistema cromatografico desde o modulo de injecao até ao detetor, isto
é, estes i0es sao selecionados no primeiro quadrupolo seguindo para o segundo quadrupolo,
onde sao fragmentados e no terceiro quadrupolo é onde é feita a sua detecao.

Apos identificacdo dos compostos, foi realizada uma analise em modo MRM. Nesta etapa
h4 um aumento de seletividade e sensibilidade do método permitindo uma identificacdo
mais correta.

Neste tipo de analise devemos ter atencao a definicdo das janelas de analise, estas podem
ser utilizadas para cada composto, afetando a precisao do equipamento durante a retencao
da transicao de cada composto. Outro parametro que foi estudado foi o dwell time, que
corresponde ao tempo em que o equipamento esta a adquirir e procurar cada massa
selecionada. Com base no estudo de todos estes parametros foi possivel identificar todos os

antidepressivos em estudo (Figura 10).
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Figura 10 - Cromatograma em modo MRM, onde estdo representados todos os compostos em estudo a sua
concentracao mais baixa de quantifica¢do (LOQ) e o padrao interno (PTP) a 50 ug/mlL.

Na Tabela 5 esta representado o método em MRM utilizado no decorrer deste trabalho,

onde sdo apresentados os tempos de retencdo, transi¢oes, energias de colisdo e dwell time

de cada um dos compostos.

Tabela 5 - Transi¢oes monitorizadas em modo MRM para os compostos em estudo.

. Tempo de retencio L Energia de Dwell time
Analito ) Transicoes (m/z) L
(min) colisao (eV) (ms)
261,1 -> 219,12 20
FLX 14,04 381,5 -> 116,1P 15 50
134,1 -> 119,12 10
VIX 15,70 178,8 -> 134,1P 20 50
- a
PTP 20,52 191,2 -> 189,1 20 100
CIT o111 237,2 -> 220,2:’ 20 50
237,2 -> 208,2 20
346,8 -> 189,22 5
ST 23,09 333,0 -> 73,1P 20 >0
- a
PXT 24,56 247,972 204.2 20 100
247,9 -> 140,2 20

Legenda: @ — Transi¢do quantificadora; ® — Transi¢co qualificadora
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2, Otimizacao do método de extracao

A técnica utilizada para a realizacdo da extracdo dos analitos de interesse foi como
anteriormente referido a SPE. Esta técnica comparativamente a outras, tem a vantagem de
concentrar e purificar analitos mesmo quando aplicados grandes volumes de amostra,
mantendo o rendimento de operacao e reduzir os interferentes que possam estar presentes
na amostra.

Tendo em atencao os volumes de amostra aplicados nos artigos da literatura que constam
na Tabela 4, estes oscilam entre 0,35 mL e 1 L, tendo sido estabelecido para este trabalho
um volume de amostra de 100 mL. Este volume foi estimado tendo em conta as
concentracoes esperadas dos compostos de interesse nas amostras reais, ja que sao baixas,
bem como a razoabilidade de passar esse volume de amostras através dos cartuchos de SPE
e nao comprometer em demasia o tempo de extracao.

Tendo em conta as caracteristicas dos antidepressivos em estudo e de forma a obter uma
maior eficiéncia de extracao e limpeza (diminuir a quantidade de interferentes presentes no
extrato), foram testados quatro tipos de cartuchos de SPE, dois de interacées de troca
catidonica (OASIS® PRIME MCX e STRATA™-X-C), um de fase reversa (STRATA™-X) e um
de balanco hidrofilico-lipofilico (OASIS® HLB), e varios métodos de extracao diferentes.
Para a anélise do melhor cartucho e procedimento de extracao, foram realizados diferentes
ensaios onde se variaram principalmente os solventes organicos e respetivos volumes das
etapas de lavagem e eluicdo, numeradas de 1 a 5 (Figura 11). Cada um dos ensaios foi

realizado em triplicado.

CONDIGAO 1
Acondicionamento
2 mL MeOH
2 mL H,0 ultra pura
CONDIGAO 2 CONDIGAO 3
Acondicionamento Acondicionamento
2 mLMeOH 1 mL MeOH
2 mL H,0 ultra pura 1 mL H,0 ultra pura (pH 5)

Passagem da amostra

Lavagem
2mLHCL(0.1M)em H,0
2 mLHCL (0.1 M) em MeOH Passagem da amostra Passagem daamostra

Lavagem Lavagem
2 mL 5% MeOH em H,0 2 mL HCI (0.1 M) em MeOH

4 4

Eluicdo Eluicdo Eluicdo
2 mL5% NH,em MeOH 2 mL MeOH 1 mL 5% NH;em MeOH

Secar sob vacuo
(10 min)

CONDIGAO 4 CONDIGAO 5

Acondicionamento Acondicionamento
2 mLMeOH 1 mLMeOH
2 mL H,0 ultra pura 1 mLH,0 ultra pura

Passagem daamostra Passagem da amostra

Lavagem Lavagem
2mL100nMNH,HCO, com 2% CH,0, 1 mL5%MeOHem H,0
2mL MeOH

4 4

Eluicao Eluicao
2mL5%NH;em MeOH 1 mL 2% CH,0, em MeOH

Figura 11 - Representacdo ilustrativa de todas as condi¢des de extragao testadas no presente trabalho.
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A condigao 1 foi utilizada para um estudo em determinacao de antipsicoticos em ARs, e uma
vez que os antipsicdticos e os antidepressivos sao compostos de caricter basico, e como tal
foi decidido testar esta condicdo no presente trabalho para os varios cartuchos de SPE
referidos anteriormente [106].

Foram também testados os procedimentos de extracao descritos pelos fabricantes de cada
cartucho de SPE, sendo que as condicoes de 2 a 5 foram testadas nos cartuchos OASIS®
HLB, STRATA™-X-C, OASIS® PRIME MCX e STRATA™-X_ respetivamente.

Pelos resultados obtidos (Figura 12) foram analisados relacionando-os com as respetivas
condicoes de extracao.

Na condigao 1 foi aplicado um acondicionamento padrao com metanol (MeOH) e agua
(H2O) ultrapura, seguido por uma lavagem com acido cloridrico (HCl) (0,1 M) tanto em H,O
quanto em MeOH, secagem a vacuo e eluicdo com 5% de amoénia (NH,) em MeOH. O HCl
tem um papel crucial permitindo que os compostos em estudo (basicos) fiquem na sua
forma ionizada e consequentemente retidos no sorbente, eliminando os interferentes. O
desempenho desta condicao foi consistentemente o melhor, especialmente recorrendo a
cartuchos OASIS® PRIME MCX, que apresentou uma taxa de recuperacao superior a 80%,
em forma de areas absolutas, em todos os analitos (FLX, VLX, CIT, SRT, PXT).

Na condigao 2 foi utilizada uma lavagem com 5% de MeOH em H.O, seguida de eluicao com
metanol puro. Os resultados obtidos sdo significativamente mais baixos em comparacao
com a condicdo 1, sugerindo que o processo de lavagem e elui¢do usados nao foram tao
eficazes em remover interferentes e eluir os analitos de interesse, resultando em uma menor
taxa de recuperacao.

Na condicao 3 foi aplicada uma lavagem com HCI (0,1M) em MeOH, seguida por eluicao
com 5% de NH, em MeOH, mas com volumes reduzidos e um acondicionamento menos
rigoroso, resultando num melhor desempenho do que a condicdo 2, mas ainda assim
inferiores aos resultados observados com a condicdo 1. A modificagiao na etapa de lavagem
e a reducao de volumes parecem ter comprometido a eficiéncia da extragao.

Na condicao 4 utilizou-se uma lavagem com 100 nM de formiato de aménio com 2% de
acido formico e MeOH, seguida de eluicao com 5% de NH, em MeOH. Embora este cartucho
tenha apresentado valores de recuperacao elevados, estes ainda nao superam os obtidos
com a condiciao 1, mesmo tendo-se usado o mesmo tipo de cartuchos (OASIS® PRIME
MCX). Isso indica que, embora o protocolo da condicao 4 seja eficiente, nao atinge o mesmo
nivel de eficiéncia que a condicao 1.

Na condicao 5 foi empregue uma lavagem com 5% de MeOH em H.O, seguida de eluicao
com 2% de acido féormico em MeOH. Os resultados para esta condicdo mostram uma

recuperacao relativamente elevada, mas ainda assim inferior a condicao 1.

38



Por fim, podemos concluir que a condicao 1 em cartuchos OASIS® PRIME MCX foi a que se
destacou na sua eficiéncia de extracao, apresentando uma taxa de recuperacao de 80%,
sugerindo que os solventes e respetivos volumes das etapas de lavagem e eluicao é uma

abordagem mais robusta e eficiente para a extracao deste tipo de compostos.

II e - . I || [l alul
FLX PXT

VLX CIT SRT
OASIS® PRIME MCX OASIS® HLB STRATA™-X STRATA™.X-C - - -
_ . Condigao 2 Condigao 3 ica Condigao 5
| Condig&o 1 [ Condicéo 1 Condigao 1 | Condigao1 & ¢ B condigaos ¢

Figura 12 - Representacio grafica dos resultados obtidos para a eficiéncia de extragdo, em forma de areas
absolutas, nas diferentes condicoes testadas e os respetivos cartuchos de SPE usados.

3. Validacao do método analitico

A validacdo tem como objetivo demonstrar que o método estd apto para determinar
qualitativamente e quantitativamente os compostos em estudo em ARs, quer de afluentes
como de efluentes e garantir a fiabilidade dos resultados. Deste modo, seguiram-se as
guidelines da FDA e a metodologia foi validada através de um protocolo de cinco dias, onde
se estudaram os parametros de seletividade, linearidade, modelo de calibracao, precisao,

exatidao, limites de detecao e quantificacao, estabilidade e recuperacao [68].

3.1. Seletividade

O método descrito apresenta ser seletivo, e pela analise de brancos (n=10) nao se
observaram qualquer tipo de interferentes que coeluissem com os antidepressivos em
estudo nem com o padrao interno. Adicionalmente, tendo em conta os critérios da WADA
[70], verificou-se que os critérios de positividade para a identificacdo dos compostos foram

cumpridos.

3.2. Linearidade e Curva de Calibracao

Para proceder a este estudo foi previamente estabelecida uma curva de calibracdo com
calibradores compreendidos entre 0,049 e 25 ng/mL, exceto para VLX e PXT, para quais o
intervalo foi de 0,195 a 25 ng/mL. Foram estabelecidos 7 calibradores equitativamente

distribuidos dentro de cada um destes intervalos e o estudo da linearidade compreendeu
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uma avaliacao ao longo de 5 dias (Tabela 6). Para cada um dos calibradores foi calculado o
BIAS, tendo este sido concordante com os limites estabelecidos para todas as concentracgoes

estudadas.

Tabela 6 - Resultados do estudo de linearidade e curva de calibracao.

. Linearidade . Ordenada na
Analito | Regressao Declive (m) X R2
(ng/mL) origem (b)
FLX 1/x 0,049 — 25 0,00217+0,0012 0,00053+0,0010 | 0,995+0,0026
VLX 1/x 0,195 — 25 0,00197+0,003 6,37E-06+0,0002 | 0,997+0,0015
CIT 1/x 0,049 — 25 0,00656+0,0007 0,00020+0,0003 | 0,997+0,0012
SRT 1/x 0,049 — 25 0,00621+0,0016 4,55E-06+0,0003 | 0,996+0,0031
PXT 1/x 0,195 — 25 0,01061+0,0037 -0,00200+0,0012 | 0,090+0,0041

Adicionalmente foram preparados os controlos de qualidade (QCs) a quatro concentragoes
distintas, gama baixa: 0,049 ng/mL e 0,195 ng/mL, gama intermédia: 3,13 ng/mL e 6,25
ng/mL; e gama alta: 12,5 ng/mL. Todos os QC s apresentaram um BIAS dentro dos limites
estabelecidos pela FDA.

Ao analisar todos os dados descritos, é possivel verificar que se trata de um método linear
para todos os compostos em estudo, uma vez que a regressao linear ponderada apresenta
valores de R2 superiores a 0,99 e valores de BIAS adequados.

Relativamente aos LOQs e LODs, neste estudo foi considerado como referéncia para o LOQ
o LLOQ. Os valores de LLOQ foram de 0,049 ng/mL para a FLX, CIT e SRT e 0,195 ng/mL
para a VLX e PXT. Simultaneamente, foram avaliados os LODs (n=10), onde se obtiveram
valores de 0,025 ng/mL para a FLX e SRT, 0,098 ng/mL para a PXT, 0,195 ng/mL para a
VLX e 0,012 ng/mL para o CIT.

Apesar de nao existirem muitos estudos publicados onde se utilize GC, pela anéalise da
Tabela 4 pode verificar-se que Gongalves et al. [85] utilizaram cartuchos OASIS® MCX para
a quantificacao de SRT e PXT em 500 mL de ARs, tendo obtido um LOD de 0,003 e 0,026
ng/mL e um LOQ de 0,013 e 0,104 ng/mL, respetivamente, através da analise por GC-MS.
Assim, verifica-se que tanto os LODs como os LOQs obtidos no presente estudo sio
superiores aos alcancados por Gongalves et al. [85] mas, no entanto, é de salientar que foi
utilizado 5 vezes menos volume de amostra.

O presente trabalho deve ser ainda comparado com outros trés trabalhos previamente
publicados. O trabalho desenvolvido por Leiviska T. et al. [81], onde foram usados
cartuchos de extracdo OASIS® HLB e um volume de amostra de 50 e 100 mL, que
apresentou um valor de LOQ mais elevado para o CIT (0,073-0,105 ng/mL) do que o valor
do presente trabalho. Através da comparacgao com o trabalho realizado por Ulusoy H.I. et
al. [82], onde ¢ utilizada a MSPE como metodologia de extracao, pode verificar-se que a

extracdo do presente trabalho é mais eficiente garantindo valores de LODs e LOQs
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inferiores. E de salientar ainda que, apesar de Huidobro-Lépez B. et al. [79] apresentar
valores de LOQs inferiores, os valores de LODs sdao muito préximos aos obtidos neste
trabalho, no entanto os valores apresentados por Huidobro-Loépez B. et al. [79]
correspondem a valores de LOD instrumentais.

Importa ainda salientar que em muitos destes trabalhos publicados na literatura é estudado
0 LOQ e nao o LLOQ, o que leva muitas das vezes a que sejam indicados valores de LOQs

mais baixos do que aqueles que sdo utilizados na curva de calibracgao.

3.3. Precisao e Exatidao

A precisao foi um parametro avaliado através da precisao intradia, intermédia e interdia.
A precisao intradia foi estudada através de amostras fortificadas com concentragoes baixas,
intermédias e altas. As amostras foram preparadas e analisadas no mesmo dia (n=5),

estando os resultados obtidos representados na tabela 7.

Tabela 7 - Precisdo intradia e exatiddo para a todos os compostos em estudo.

. Concentracao - o
Analito (ng/ml) C.V. (%) BIAS (%)
0,049 4,70 9,45
FLX 1,56 14,55 6,97
5 12,31 12,61
12,5 11,48 3,47
0,195 12,36 -4,52
VLX 1,56 13,26 -7,10
5 9,76 2,41
12,5 2,28 0,59
0,049 13,85 -5,43
CIT 1’56 11731 _4a59
5 6,22 1,44
12,5 6,61 2,18
0,049 6,94 19,28
SRT 1’56 13’46 -5,20
5 15,89 14,41
12,5 11,04 6,59
07195 3’92 _7773
PXT 1,56 15,11 -7,58
5 10,27 -16,34
12,5 12,43 -3,69

Legenda: C.V. — coeficiente de variacao

A anélise dos resultados obtidos para a precisao intradia permite concluir que no geral os
valores se encontram dentro dos limites estabelecidos pelas guidelines, tendo-se verificado
que os valores de C.V. e BIAS estao abaixo dos 20% para a concentracao mais baixa e abaixo
de 15% para as restantes concentracoes.

As precisoes interdia e intermédia foram avaliadas através de amostras fortificadas a

concentracoOes baixas, intermédias e altas, em 5 dias diferentes. Para tal, foram utilizadas 5

41



concentracoes abrangidas pela curva de calibracdo e 4 concentracoes correspondentes aos

QC’s. Os resultados obtidos encontram-se descritos nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Precisdo interdia e exatidao para a todos os compostos em estudo.

Analito C°E‘:§;‘r;"f)‘?a° C.V. (%) BIAS (%)

0,049 12,11 3,02

0,195 12,80 -4,95

FLX 0,78 13,01 -7,25
12,5 12,73 -6,21

25 3,08 8,10

0,195 8,46 -5,80

VLX 0,78 6,01 -8,02
12,5 6,45 -4,15

25 2,01 -5,63

0,049 19,45 -7,05

0,195 11,26 -11,21

CIT 0,78 2,41 -6,64
12,5 5,61 0,18

25 3:49 -2,31

0,049 10,58 -5,67

0,195 12,37 -1,68

SRT 0,78 8,46 -7,93
12,5 3,65 -7,37

25 4,51 -6,76

0,195 9,66 -5,36

PXT 0,78 10,04 -0,18
12,5 7,13 -0,32

25 5,05 -7,94

Legenda: C.V. — coeficiente de variagao

Tabela 9 - Precisao intermédia e exatiddo para todos os compostos em estudo.

q Concentracao ® o
Analito (ng/mL) C.V. (%) BIAS (%)
0,049 19,27 5,02
0,195 8,86 -3,51
FLX 0,78 9,66 11,68
3,13 7,52 -10,30
12,5 8,89 -13,53
0,195 12,61 5,04
VILX 0,78 7,94 14,30
3,13 9,32 3,13
12,5 6,64 -4,14
0,049 9,90 -11,76
0,195 5,63 3,98
CIT 0,78 5,22 5,76
3,13 6,71 4,88
1275 1724 _5753
0,049 8,49 18,77
0,195 0,35 0,25
SRT 0,78 3,50 -4,37
3,13 14,91 11,58
12,5 13,10 -2.42
0,195 9,33 7,06
PXT 0,78 0,15 -11,54
3,13 3,28 12,18
12,5 13,15 10,94

Legenda: C.V. — coeficiente de variagao
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Os resultados obtidos para as precisoes interdia e intermédia permitem concluir que no
geral todos os resultados se encontram dentro dos intervalos permitidos para C.V. e para o
BIAS, sendo que o valor correspondente ao LLOQ estd abaixo dos 20% e as restantes

concentracoes abaixo de 15%.

3.4. Estabilidade

O estudo da estabilidade serve para verificar se os compostos poderdo sofrer alteracgoes,
como a degradacao ao longo do tempo, alteracoes funcionais e alteragoes fisicas, tornando-
se crucial que sejam testadas as condicoes que podem acontecer no dia-a-dia entre a
preparacao e a analise de uma amostra. No presente trabalho foi estudada a estabilidade de
amostras processadas.

A estabilidade foi avaliada para as concentracoes de 0,049, 0,195, 3,13 € 12,5 ng/mL. Apos
a extracdo das amostras, os extratos foram analisados e posteriormente mantidos a uma
temperatura de 4 °C durante 24 horas, ap6s o qual voltaram a ser reinjetadas. Os resultados
foram comparados entre si.

Os valores obtidos (Tabela 10) demonstram que existem alguns compostos que ultrapassam

o limite de 15% de BIAS, o que traduz que nao sao estaveis nas respetivas concentragoes.

Tabela 10 - Resultados do estudo da estabilidade de amostras processadas (n=3).

Composto Concentracio teérica (ng/mlL) C.V. (%) BIAS
0,049 5,82 5,02
0,195 4,99 -3,51
FLX 0,78 5,94 11,68
3,130 14,14 -10,30
12,50 2,24 -13,53
0,195 4,36 5,04
VIX 0,78 8,22 14,30
3,130 5,28 3,13
12,50 11,80 -4,14
0,049 15,09 -11,76
0,195 3,68 -0,31
CIT 0,78 0,15 5,76
3,130 4,34 4,88
12,50 5,65 -5,53
0,049 10,25 18,77
0,195 2,14 9,96
SRT 0,78 2,88 -4,37
3,130 12,69 11,58
12,50 4,73 -2,42
0,195 24,89 -47,86
PXT 0,78 20,49 -18,80
3,130 2,14 12,18
12,50 12,69 10,94

Legenda: C.V. — coeficiente de variacao
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A PXT demonstra nao ser estavel a concentragoes baixas pois o seu valor de BIAS excedeu
o limite de +15%. Os restantes compostos demonstraram ser estaveis tanto a concentracoes
baixas, intermédias como altas, ndo tendo ultrapassado o limite de BIAS indicado pelas

guidelines.

3.5. Recuperacoes

Com a finalidade de calcular as recuperacoes do método de extracao, foram preparadas trés

amostras fortificadas em triplicado as diferentes concentra¢oes da curva de calibracao, por

forma a avaliar este parametro tanto a concentracoes baixas como altas (Tabela 11).

Tabela 11 - Recuperacio (%) para cada composto em estudo (n=3).

Concentracao | Recuperacao Recuperacao Recuperacao Recuperacao | Recuperacao
Teérica média FLX média VLX média CIT média SRT média PXT
(ng/mlL) (%6)* (%)* (%)* %)* (%6)*

0,19 17,91+0,46 7,84+1,27 81,14+10,40 51,34+1,03 57,93+8,16
3,13 13,10+1,70 11,78+1,10 67,01+10,38 78,24+4,54 47,60+6,12
25 17,17+1,03 6,01+0,17 75,51+2,02 65,70£6,39 59,95+7,69

*-valores expressos como recuperagdo média + desvio padrao

Ao comparar as recuperacoes obtidas com outros artigos, foi possivel verificar que os
resultados obtidos no presente trabalho sao relativamente inferiores a alguns dos trabalhos
j& publicados. No entanto, no trabalho de Asimakopoulos et al. [89], onde sao utilizados
varios cartuchos de SPE, também foram obtidas recuperacoes baixas para antidepressivos.
Baker e Kasprzyk Hordern [107] afirmam que atribuir estas recuperagoes baixas a
utilizacao de sorbentes de SPE inadequados é enganador, pois pode dever-se a multiplos

fatores inconsistentes de

(contaminacdo, degradacdo da amostra ou técnicas
processamento de amostras). Asimakopoulos et al. [89] apontaram que os compostos
quimicos podem adquirir comportamentos tinicos durante o processo de extracdo. Borova
et al. [108] referiram que pressoes de vacuo elevadas (superior a 10 psi) podem também
afetar a recuperacao, levando a valores de recuperacao baixos para varios compostos
quimicos. Salienta-se ainda que em alguns destes trabalhos é calculada a recuperacao

relativa e nao a recuperacao absoluta (a realizada no presente estudo).

3.6. Aplicacao do método a amostras reais

Por fim, de modo a completar a validacdo o método analitico desenvolvido foi aplicado a
amostras reais para detecao e quantificacao dos analitos de interesse, sendo esta uma parte
fundamental de todo o processo.

Assim, o método analitico descrito foi aplicado a 56 amostras reais de aguas residuais
provenientes de diversas ETARs de Portugal, de forma a comprovar que é apto ao seu

objetivo. As amostras foram recolhidas através de um amostrador automatico, efetuando
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recolha de 4gua ao longo de 24 horas (composito de 24 horas), de afluentes e efluentes. Para

proceder a identificacdo dos compostos foram utilizados critérios qualitativos, tal como

referido anteriormente. Como modelo de exemplo apresenta-se na Figura 13 um

cromatograma relativo a uma das amostras analisadas.
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Figura 13 - Cromatograma em modo MRM de uma amostra real, onde estdo representados todos os

compostos em estudo e o padrdo interno a 50 ug/mL.

Os resultados obtidos dos compostos detetados nas amostras analisadas estao

representados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Resultados para as 50 amostras de ARs reais e as respetivas quantifica¢des dos compostos em

estudos.
Amostra Tipo de FLX VLX CIT SRT PXT
amostra | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

1 Afluente - - 0,21 - 0,97
2 Afluente 0,26 - 2,02 0,68 0,33
3 Afluente - 7,46 3,25 3,68 -
4 Afluente 3,40 - 0,07 0,99 0,42
5 Afluente - - - - -
6 Efluente - - - - -
7 Afluente - - - - -
8 Efluente - - - - -
9 Afluente 0,09 0,53 - 0,26 -
10 Efluente - 0,21 0,16 0,24 -
11 Efluente - - 0,19 0,16 -
12 Afluente - 0,25 0,29 - 0,25
13 Efluente - - 0,20 - -
14 Afluente - - 0,14 - -
15 Efluente 0,13 - 0,22 0,14 -
16 Afluente - 0,31 0,72 0,24 -
17 Efluente - - 0,09 - -
18 Afluente - - 0,07 0,14 0,4
19 Efluente - - 0,10 - -
20 Afluente - - <LLOQ - -
21 Efluente - - <LLOQ - -
22 Afluente - - 0,08 - -
23 Efluente - - 0,09 - -
24 Afluente - 1,11 0,21 - -
25 Efluente - 0,53 - - -
26 Afluente - - - - <LLOQ
27 Efluente 0,09 - 0,07 0,43 -
28 Afluente - - 0,09 0,17 -
29 Efluente - - - 0,07 -
30 Afluente 0,08 - 0,13 0,17 -
31 Efluente - - - 0,07 -
32 Afluente - 0,28 0,08 - -
33 Afluente - - - - -
34 Efluente - - - 0,20 -
35 Afluente - - - - -
36 Efluente - - - - -
37 Afluente - - - - -
38 Efluente - - - - -
39 Afluente - - - - -
40 Efluente - - - - -
41 Afluente - - 1,24 2,17 0,51
42 Efluente - - 0,97 0,35 0,45
43 Afluente 1,03 1,15 1,39 3,80 0,57
44 Efluente - - 1,89 0,88 -
45 Afluente - 1,15 3,44 - -
46 Efluente 0,81 - 1,09 - -
47 Afluente - - 1,09 1,17 0,47
48 Efluente - 1,33 1,46 1,45 0,52
49 Afluente - - 2,05 2,16 0,56
50 Efluente - 1,57 1,38 - 0,47
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De forma a comparar os resultados obtidos, foram também analisados os dados fornecidos
pela INFARMED, onde se verificou que entre 2017 e 2023 houve um aumento no consumo
de FLX, PXT, SRT e VLX em 14%, 4%, 53% e 45%, respetivamente, e um decréscimo de 6%
no consumo de CIT.

No presente estudo o composto mais detetado nas amostras analisadas foi o CIT, seguindo-
se a SRT, a VLX, a FLX e a PXT, e uma vez que os valores obtidos ndo correspondem aos
dados referidos anteriormente, pois o composto mais detetado corresponde ao menos
consumido, foram analisados os artigos da Tabela 4 com o intuito de perceber quais os
compostos mais detetados pelos mesmos, tendo-se chegado a conclusao de que o composto
mais detetado foi a VLX seguida do CIT, FLX, SRT e PXT, com concentracoes entre os
0,042-1 ng/mL, 0,052-0,364 ng/mL, 0,003-0,381 ng/mL, 0,006 ng/mL e 0,002-0,037
ng/mlL, respetivamente.

Adicionalmente, os resultados obtidos foram analisados de forma a verificar quais os
compostos mais detetados tanto nos afluentes como nos efluentes, demonstrando que o CIT
foi o composto mais detetado nos dois tipos de amostra.

Para melhor compreensao sobre o facto de o0 medicamento menos consumido ser o mais
detetado, devem ser tidos em conta varios fatores como a persisténcia ambiental,
biodegrabilidade, solubilidade e a bioacumulacdo em meios aquéticos, pois estes vao
influenciar a detecao dos mesmos.

No caso da FLX e da SRT, estas apresentam alta persisténcia, com tempos de meia-vida
ambientais de até 32 e 28 dias, respetivamente, devido a sua baixa biodegradabilidade,
sendo mais dificeis de os erradicar das ETARs. No entanto, a solubilidade também
desempenha um papel critico, e enquanto a FLX tem uma solubilidade moderada, a VLX e
o CIT sao mais solaveis, facilitando a sua progressao no ambiente aquatico e deste modo
torna-os mais frequentemente detetados, mesmo apresentando menor persisténcia.

A PXT, por outro lado, apresenta uma persisténcia moderada e uma menor solubilidade, o
que limita a sua presenca na agua, favorecendo a sua adsor¢ao em particulas e sedimentos.
No caso do CIT, que tem uma alta solubilidade, mesmo sendo menos consumido, é
frequentemente o mais detetado devido a sua facilidade de dispersao na agua e resisténcia
a degradacao [109,110].

Assim, pode concluir-se que nao se pode apenas ter em conta o consumo do medicamento,
mas também todos os outros fatores referidos anteriormente.

Por fim, realcar que a detecao positiva deste tipo de medicamentos nas aguas vem
demonstrar a importancia da monitorizacao continua destes medicamentos em ARs e serve
como indicativo da necessidade de melhorar a eficiéncia de tratamento das estacoes de
tratamento das ARs, bem como promover o uso consciente e o descarte adequado de

medicamentos para mitigar os seus impactos ambientais. Apesar dos valores obtidos
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parecerem muito baixos, estes merecem especial atencao, pois a exposicao cronica a estes
medicamentos mesmo a estas concentragoes pode ser mais grave do que exposicoes agudas,
podendo ter efeitos subletais. Brooks et al. [111] referem que a FLX em organismos
aquaticos, como alguns peixes, provoca alteracoes comportamentais e fisiologicas, assim

como mudancas na reproducao e resposta ao stress.
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Capitulo 5| Conclusao e Perspetivas Futuras

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento e otimizacdo de um método analitico
para a determinacao de antidepressivos, mais concretamente CIT, FLX, SRT, PXT e VLX,
em ARs, recorrendo a SPE e posterior anélise por GC-MS/MS.

O método demonstrou ser seletivo, preciso, exato e linear, dentro dos intervalos estudados,
segundo as diretrizes de validacao da FDA e os critérios de qualificacio da WADA para
métodos analiticos.

Adicionalmente, o0 método mostrou ser linear entre 0,049 — 25 ng/mL para o CIT, FLX e
SRT e entre 0,195 — 25 ng/mL para a PXT e VLX, com valores de R2 superiores a 0,99,
limites de detecao de 0,025 ng/mL para a FLX e SRT, 0,098 ng/mL para a PXT, 0,195
ng/mL paraa VLX e 0,012 ng/mL para o CIT, apresentando taxas de recuperacao entre 7,28
e 81,14%. Em relacao a estabilidade das amostras processadas, de uma forma geral os
compostos demonstraram ser estaveis, com excecao da PXT, que apresenta valores de BIAS
superiores ao estabelecido (15%). O volume de amostra definido (100 mL) foi satisfatorio,
tendo possibilitado a realizacao da anélise com sensibilidade adequada.

Outro aspeto importante de realcar é tratar-se do primeiro estudo que permite detetar ISRS
e ISRNS em simultaneo, em ARs através de SPE com cartuchos OASIS® PRIME MCX e
analise por GC-MS/MS. Adicionalmente, e com base na literatura consultada, podemos
indicar que é o estudo mais representativo sobre a analise de antidepressivos em ARs, ja
que as amostras procedem de diferentes pontos do pais.

Assim, e considerando todos estes fatores, a metodologia mostrou ser inovadora,
apropriada e com robustez necessaria, dando origem a um método com aplicabilidade no
campo da toxicologia ambiental para a monitorizacdo indireta destas subclasses de
psicofarmacos, assim como para alertar para possiveis consequéncias negativas nos
ecossistemas aquaticos e para a saude publica em geral.

Futuramente, o presente método podera ainda contribuir para a dete¢iao destes compostos
em outros tipos de adguas (superficiais, subterraneas ou até mesmo da torneira) de forma a
avaliar nao s6 o consumo, mas também realizar outros tipos de estudos como a avaliacao
alimentar de culturas agricolas préoximas de aguas contaminadas, assim como a flora e
fauna, para além disso verificar quais as consequéncias tanto para os ecossistemas aquaticos

como para a saude publica.
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Capitulo 6| Lista de comunicacoes
apresentadas

O trabalho de investigacao desenvolvido nesta dissertacao contribuiu para a divulgacao dos
resultados alcancados e para o enriquecimento do debate académico na area, tendo sido
apresentado em quatro comunicacoes cientificas, em formato de poster, e uma comunicacgao
cientifica aceite para apresentacao no mesmo formato.

1:

Titulo: Detecao de antidepressivos em aguas residuais: comparagao de técnicas de extragao
Autores: Gongalo Catarro; Bruno Pires; Ana Simao; Tiago Rosado; Sofia Soares; André RTS
Aratjo; Eugenia Gallardo

Congresso: 21° Congresso Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses

Data: 12-14 de outubro de 2023

2:

Titulo: The potencial of waters analysis in toxicology: A review of publications between
2019-2023

Autores: Goncalo Catarro; Sofia Soares; Tiago Rosado; André RTS Aratjo; Méario Barroso;
Eugenia Gallardo

Congresso: X Congresso Iberoamericano de Ciéncias Farmacéuticas

Data: 26-28 de outubro de 2023

3:

Titulo: Validation of an analytical method for the determination of antidepressants in
wastewaters using SPE and GC-MS/MS

Autores: Gongalo Catarro; Sofia Soares; Tiago Rosado; André RTS Araujo; Mario Barroso;
Eugenio Gallardo

Congresso: Analitica 2024| 11th Meeting of the Analytical Chemistry Division

Data: 25-26 de margo de 2024
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Titulo: Analytical validation of the antidepressants determination in wastewater using SPE
and GC-MS/MS

Autores: Gongalo Catarro; Ana Aysa Simao; Sofia Soares; Tiago Rosado; André RTS Aratjo;
Eugenia Gallardo

Congresso: The annual meeting of The International Association of Forensic Toxicologists
2024

Data: 2-6 de setembro de 2024

5:

Titulo: Determination of antidepressant drugs in Portuguese wastewater

Autores: André RTS Aratjo; Gongalo Catarro; Sofia Soares; Tiago Rosado; Mario Barroso;
Eugenia Gallardo

Congresso: Winter School on contaminants of Emerging Concern (CECs) and Disinfection
By-Products (DBPs): Occurrence, Impact and Elimination
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