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Uma nova metodologia analitica foi desenvolvida com a finalidade de investigar a presenca de cinco farmacos
psicoativos (ansioliticos e antiepilépticos): bromazepam, carbamazepina, clonazepam, diazepam e lorazepam
no efluente do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
visto que estes compostos sdo amplamente utilizados no tratamento da ansiedade e da epilepsia. As amostras
foram coletadas de dois pontos para a verificagdo da concentracdo dos compostos: o Ponto A (efluente do PA-
HUSM) e o ponto B (efluente geral — que abrange o HUSM e a Biblioteca Central). Utilizou-se um método de
clean-up/pré-concentracdo por extracdo em fase sdlida, para avaliar a ocorréncia de ansioliticos e
antiepilépticos no efluente do HUSM. Deste modo, trés métodos para determinar estes compostos foram
desenvolvidos e validados: i) cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢édo por ultravioleta (HPLC-UV),
ii) cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massa (LC-MS) e iii)
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com ionizacdo por eletronebulizacdo e armadilha de
fons (LC-MS/MS_Qtrap). Dentre os métodos avaliados, o LC-MS/MS_Qtrap com eletronebulizagdo no modo
positivo obteve melhores resultados. O limite de detecgdo (LOD, S/N =3) para bromazepam e lorazepam foi
4,90+0,95 ng L™ e, para carbamazepina, clonazepam e diazepam, 6,10+1,50 ng L™. O limite de quantificacéo
(LOQ, S/N =10) foi de 30,00+1,10 ng L™, para bromazepam, clonazepam e lorazepam; carbamazepina,
50,00+#1,81 ng L™ e, diazepam, 40,00+0,98 ng L. A faixa linear do método (LC-MS/MS_Qtrap) para
bromazepam foi de 30-1500 ng L™, para carbamazepina 50-2500 ng L*; clonazepam de 30-2500 ng L7,
diazepam 40-2500 ng L™ e para lorazepam foi de 30-2000 ng L™. O coeficiente de correlagéo (R* >0,997) para
todos os compostos. A eficiéncia da metodologia foi verificada através da recuperacdo com a fortificacdo em
trés niveis de concentracdo em triplicata de amostras de efluente hospitalar. As taxas de recuperacao média
constatadas foram: para bromazepam 93,9%+2,1; carbamazepina 92,6%+4,2; clonazepam 93,9%z3,0;
diazepam 91,8%+6,0 e lorazepam foi de 93,8%+4,3. As concentracdes médias das drogas psiquiatricas
detectadas no efluente do PA-HUSM e efluente geral foram respectivamente: bromazepam, 195,0+6,4 ng L™ e
137,1+7,0 ng L™; carbamazepina, 589,6+6,1 ng L™ e 460,7+9,3 ng L™, diazepam, 645,0+0,3 ng L™ e 571,0+9,9
ng L, lorazepam, 95,7+6,7 ng L™ e 42,4442 ng L™ e clonazepam, 134,398 ng L™ e 56,9499 ng L. A
identificacdo dos metabdlitos no efluente hospitalar foi realizada através de LC-MS/MS_Qtrap. Os metabdlitos
identificados foram: 3-hidroxi-bromazepam (bromazepam), 7-amino-clonazepam (clonazepam), carbamazepina
10,11-epoéxido, 10-dihidroxi-10,11-dihidrocarbamazepina, iminoquinona, 2-hidroxi-carbamazepina e acridona
(carbamazepina), nordiazepam, oxazepam e temazepam (diazepam) e, seus caminhos de fragmentac&o foram
propostos. Foi realizada uma avaliagdo de risco preliminar de ansioliticos e antiepilépticos com o auxilio de
dados da literatura e foi verificado que os compostos carbamazepina e diazepam apresentaram maior risco com
Quociente de Risco tedrico (0,85 e 0,90, respectivamente) entre os compostos analisados. De acordo com o0s
resultados obtidos pode-se dizer que apresentam risco médio, requerendo maior atencao em termos de
toxicidade. Entretanto, dados na literatura ndo foram encontrados sobre a Concentracdo Prevista que Nao
Causa Efeito (PNEC) para bromazepam, clonazepam e lorazepam, impossibilitando o céalculo do quociente de
risco (QR) para estes compostos. Portanto, foi evidenciada a ocorréncia de ansioliticos e antiepilépticos no
efluente do HUSM em concentracdes na ordem de ng L*. O método analitico por LC-MS/MS_Qtrap
desenvolvido para a determinacdo das drogas psicoativas (bromazepam, carbamazepina, clonazepam,
diazepam e lorazepam) no efluente hospitalar provou ser sensivel, seletivo, dispensando manipulagéo laboriosa
da amostra e exigindo corrida cromatografica de apenas 15 minutos. A ocorréncia destes farmacos e os riscos
ambientais associados demonstram a necessidade de sistema mais eficiente de tratamento para o efluente
hospitalar.

Palavras-Chave : ansioliticos e antiepilépticos; LC-MS/MS_Qtrap; efluente hospitalar; avaliagdo preliminar do
risco; metabdlitos.
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A new analytical methodology was developed in order to investigate the presence of five psychoactive
drugs (anxiolytic and antiepileptics), namely, bromazepam, carbamazepine, clonazepam, diazepam, and
lorazepam in the effluent of the University Hospital of Santa Maria (HUSM) of the Federal University of
Santa Maria (UFSM), since these compounds are widely used in the treatment of anxiety and epilepsy.
Samples were collected from two points to check the concentration of the compounds: Point A
(Emergency) and point B (General Effluent - which covers the Central Library and HUSM). The method of
clean-up/pre-concentration by solid phase extraction (SPE) was used to assess the occurrence of
anxiolytic and antiepileptic drugs in the effluent of HUSM. Three methods were developed and validated to
determine these compounds: i) high performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-
UV), ii) high performance liquid chromatography with detection by mass spectrometry (LC-MS), and iii)
liquid chromatography-ion trap-tandem mass spectrometry with electrospray ionization (LC-
MS/MS_Qtrap). Among the methods evaluated, LC-MS/MS_Qtrap with electrospray in positive mode
yielded better results. The detection limit (LOD, S/N 23) for lorazepam and bromazepam was 4.90+0.95 ng
L-1 and for carbamazepine, clonazepam and diazepam, 6.10+1.50 ng L-1. The limit of quantification (LOQ,
S/N 210) was 30.00%£1.10 ng L-1 bromazepam , clonazepam and lorazepam; 50.00+1.81 ng L-1,
carbamazepine; and 40.00+0.98 ng L-1 diazepam. The linear range of the assay (LC-MS/MS_Qtrap) was
30-1500 ng L-1 for bromazepam; 50-2500 ng L-1, carbamazepine; 30-2500 ng L-1, clonazepam; 40-2500
ng L-1, diazepam; and 30 - 2000 ng L-1, lorazepam. The correlation coefficient (R2>0.997) for all
compounds. The effectiveness of the methodology was verified by recovery with the fortification of three
concentration levels in triplicate samples of hospital effluent. The average recovery rates observed were:
93.9+2.1% for bromazepam; 92.6+4.2%, carbamazepine; 93.9%+3.0 clonazepam; 91.8%+6.0 for
diazepam; and 93.8%z+4.3 for lorazepam. The mean concentrations of psychiatric drugs detected in the
effluent of the Emergency and General Effluent were respectively: 195.0+6.4 ng L-1 and 137.1+7.0 ng L-1
for bromazepam; 589.6+6.1 ng L-1, and 460.7+9.3 ng L-1, carbamazepine; 645.0+0.3 ng L-1 and 571.0+
9.9ng L-1, diazepam; 95.7+6.7 ng L-1 and 42.4+4.2 ng L-1 lorazepam; and 134.3 £+ 9.8 ng L-1 and 56.9 +
9.9 ng L-1 clonazepam. The identification of metabolites in the hospital effluent was made through (LC-
MS/MS_Qtrap). The metabolites identified were: 3-hydroxybromazepam (bromazepam), 7-
aminoclonazepam (clonazepam), carbamazepine 10,11-epoxide, 10-dihydroxy-10,11-
dihydrocarbamazepine, iminoquinone, 2-hydroxy-carbamazepine and acridone (carbamazepine), and
nordiazepam, oxazepam and temazepam (diazepam), and their fragmentation pathways were proposed.
Was performed a preliminary risk assessment of anxiolytic and antiepileptic drugs with the aid of literature
data and found that the carbamazepine and diazepam compounds showed the highest risk (0.85 and 0.90,
respectively) among the compounds analyzed. According to the results we can say that they present
medium risk requiring more attention in terms of toxicity. However, no literature data were found on the
Predicted No Effect Concentration (PNEC) for bromazepam, lorazepam, clonazepam, not allowing the
calculation of risk quotient (RQ) for these compounds.Therefore, we observed the occurrence of anxiolytic
and antiepileptic drugs in the effluent of HUSM at concentrations in the order of ng L-1. The analytical
method for LC-MS/MS_Qtrap developed for the determination of psychoactive drugs (bromazepam,
carbamazepine, clonazepam, diazepam and lorazepam) in hospital effluent proved to be sensitive and
selective, eliminating laborious sample handling and requiring chromatographic run of just 15 minutes. The
occurrence of these drugs and environmental risks associated demonstrate the need for more efficient
treatment for the hospital effluent.

Keywords: anxiolytics and antiepileptics; LC-MS/MS_Qtrap; hospital effluent; preliminary risk assessment.
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1 INTRODUCAO

A agua é um bem precioso e cada vez mais tema de debates no mundo todo. O
uso irracional e a poluicdo de fontes deste recurso natural podem ocasionar a falta de
agua doce potavel, caso nenhuma providéncia seja tomada.

Diariamente, uma grande quantidade de agua é utilizada nos hospitais, gerando
um alto volume de efluente, sendo uma fonte de liberacdo incontestavel de substancias
guimicas e farmacéuticas no seu efluente (GAUTAM et al., 2007; SUAREZ, et al., 2009).

Atualmente, inUmeros contaminantes emergentes sao detectados em amostras
ambientais, sendo que muitos apresentam persisténcia como 0s agrotdxicos, agentes de
diagndstico, fragrancias, farmacos, produtos de cuidado pessoal, esterdides e muitos
outros compostos (KOT-WASIK et al., 2007; ZHANG & ZHOU, 2007).

Milhares de toneladas de farmacos sao utilizados, anualmente, com diferentes
finalidades, tanto de uso em humanos quanto para uso veterinario, aumentando a
preocupacado sobre a presenca de compostos farmacéuticos no meio ambiente,
principalmente, devido aos seus potenciais riscos para o meio aquatico. (SANTOS et al.,
2007).

Foram feitas inUmeras investigagbes sobre a presenca de compostos
farmacéuticos no ambiente aquatico em diversos paises. Uma grande quantidade de
farmacos e, também seus metabdlitos, até o nivel de tracos (ng L™ ou pg L™) foram
detectados em amostras de efluentes, aguas de superficie, subterraneas e até mesmo
em amostras de agua potavel (SHUCARA, 2007; CALISTO et al., 2011).

Os benzodiazepinicos sao farmacos psicoativos amplamente utilizados no
tratamento da ansiedade. Estes compostos atuam no Sistema Nervoso Central (SNC)
como ansioliticos, hipnéticos, anticonvulsivantes e relaxantes musculares (GOODMAN &
GILMAN, 2010; COELHO et al., 2009; LIMA, 2009).

Apesar da crescente preocupacao relacionada ao tratamento do esgoto
hospitalar, pouca atencdo tem sido dada a geracdo deste efluente em hospitais,
laboratérios médicos de pesquisa e instituicbes de saude em geral (GAUTAM, et al.,
2007; SUAREZ, et al., 2009).

Alguns farmacos mostram acdo de persisténcia no meio ambiente, pois mesmo
se o0s compostos forem degradados, eles sao continuamente introduzidos

(RADJENOVIC et al., 2007). Existem relatos na literatura sobre a ocorréncia de



efluentes que continham farmacos parcialmente metabolizados, que ndo sendo tratados
corretamente, podem ocasionar um desequilibrio ambiental (GAUTAM et al., 2007).

A ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode gerar efeitos
adversos em organismos aquaticos e terrestres. O efeito pode ser em qualquer nivel da
hierarquia biologica: célula — 6rgdos — organismo — populacdo — ecossistema. Alguns
desses efeitos podem ser observados em concentracdes na ordem de ng L*
(SHUCARA, 2007).

No Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), a situacdo é semelhante a
maioria dos estabelecimentos de saude publica brasileiros. Os efluentes gerados no
HUSM - especialmente, aqui, na ala sul do hospital — passam por tratamento em fossa
séptica e filtro anaerdbio, que, juntamente com outros efluentes precariamente tratados,
sdo lancados em curso d'’agua que passa pelo Campus da UFSM e, que, por fim,
desdguam em arroio pertencente a sub-bacia hidrografica do rio Vacacai-Mirim
(FRANCK, 2008).

Assim, hd uma necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos que
possam identificar e quantificar, entre outros tantos, ansioliticos e antiepilépticos no
efluente hospitalar, e que permitam uma avaliacdo preliminar do risco para a saude
publica e ambiental.

Outra finalidade deste estudo foi a identificagdo de metabdlitos destes farmacos
no efluente hospitalar do HUSM: tal investigacdo é de extema importancia dada a
grande escassez de dados sobre a ocorréncia e os efeitos destas substancias e de seus

possiveis metabdlitos no meio ambiente em geral.



2 OBJETIVOS

O objetivo principal do presente estudo foi o desenvolvimento de metodologia
avancada para quantificar a presenca de ansioliticos e antiepilépticos, bem como
identificar possiveis metabolitos no efluente geral e no efluente do pronto atendimento
do Hospital Universitario da UFSM. Outro objetivo foi a proposicdo de rotas de
fragmentacdo dos compostos e de seus metabalitos.

Os objetivos especificos desta investigacao foram:

» Desenvolvimento e avaliacdo de metodologia analitica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccao ultravioleta (LC-UV), cromatografia liquida de alta
eficiéncia assistida por espectrometria de massas (LC-MS) e cromatografia
liquida assistida por espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), para a
determinacdo de ansioliticos e antiepilépticos (bromazepam, carbamazepina,
clonazepam, lorazepam e diazepam) no efluente hospitalar do HUSM/UFSM,;

* Avaliar diferentes sorventes para extracdo em fase solida de ansioliticos e
antiepilépticos do efluente hospitalar;

» Conduzir avaliacao preliminar do risco gerado pelo descarte do efluente hospitalar
contendo estes farmacos psicoativos para a saude publica e ambiental.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ocorréncia de farmacos como contaminantes ambie ntais

Além dos contaminantes prioritarios convencionais (compostos carcinogénicos)
existem outros agentes toxicos que manifestam persisténcia no meio ambiente, como 0s
microcontaminantes (farmacos, pesticidas, metais toxicos e hidrocarbonetos
polinucleares), que vém sendo investigados em amostras ambientais (VERENITCH et
al., 2006). Neste contexto, o Brasil, junto com os Estados Unidos, Franca e Alemanha,
constituem os maiores consumidores de medicamentos do mundo (PEDROSO, 2007).

Os farmacos vém recebendo atencéo especial em pesquisas ambientais, pois, a
contaminacdo provocada por esta classe de compostos € um fenbmeno complexo
(BOUND & VOULVOULIS, 2004; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007). A poluicdo
originada por farmacos tem sua complexidade fundamentada no grande numero de
moléculas de varios grupos terapéuticos, com diferentes propriedades fisico-quimicas,
estruturas quimicas, agdo ambiental e muitas vezes de natureza persistente (TERNES,
2001; CASTIGLIONI et al., 2004).

Mesmo assim, o impacto de residuos farmacéuticos no ambiente aquatico nao
recebe a atencdo que merece, os dados existentes sdo insuficientes - sobre
ecotoxicologia, biodegradacao, toxicidade e destino no meio ambiente, ndo permitindo
ilacbes sobre o modo de acgdo tipico destas substancias biologicamente ativas
(HALLING-SORENSEN et al., 1998; JONES et al., 2004).

Recentemente, o monitoramento de farmacos residuais no meio ambiente
aquatico vem ganhando grande interesse devido ao fato de muitas dessas substancias
serem frequentemente encontradas em efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETEs) em concentracdes na faixa de pg L™ e ng L™ (SHUCARA, 2007).

Apos a administracdo, aproximadamente 70% dos farmacos séo excretados para
0 esgoto domeéstico, sendo na atualidade motivo de grande preocupacédo devido a sua
persisténcia no ambiente, que muitas vezes pode resultar em elevada toxicidade a biota
aquatica (TERNES et al., 2001; ROQUE, 2009). Os processos de tratamento
convencionais de agua, na maioria das vezes, nao conseguem remover completamente
os residuos farmacos (TERNES et al., 2001).



As fontes de contaminacdo da agua por farmacos sédo inUmeras, e a maior
preocupacao é com os efeitos que causam ao meio ambiente (PEDROSO, 2007). Apés
0 consumo, 0s compostos ativos sao, na maioria das vezes, parcial ou completamente
metabolizados e convertidos em metabdlitos hidrofilicos. Entretanto, uma significativa
guantidade dessas substancias é excretada na urina (COSTA, 2009). As drogas usadas
na medicina humana sdo excretadas via fezes e urina ligeiramente transformadas em
glucuronideos e sulfatos ou mesmo inalteradas (CLARA et al., 2004).

A Figura 1 mostra as rotas de exposicao de farmacos ao meio ambiente. A rota
de entrada de farmacos no ambiente aquatico, mais significativa, é através de estacdes
de tratamento de esgoto (ETE). Quando o esgoto é encaminhado para a ETES, o0s
farmacos podem ser biodegradados, degradados parcialmente ou, ainda,
permanecerem inalterados, contaminando o meio ambiente através de uma variedade

de caminhos (SUCHARA, 2007).

Figura 1 - Possiveis rotas de contaminagcédo do meio ambiente com farmacos.
(Fonte: Adaptado de Suchara, 2007)

Em estudos reportados na literatura, a carbamazepina foi detectada em
concentracdes na faixa de 0,02 a 0,55 pg L™* em efluentes tratados (PALMER et al.,
2008). Este composto também foi identificado em efluente hospitalar da cidade de
Almeria na Espanha (GOMEZ et al., 2006) e outros paises europeus, como Franca,



Italia, Grécia e Suécia (ANDREOZZI et al., 2003). Foram encontrados residuos deste
farmaco em aguas de abastecimento, rios e lagos em varios paises da Europa
(TERNES, 1998). Segundo Tixier et al. (2003), a carbamazepina apresenta altas
concentracfes quando comparadas as outras drogas presentes em matrizes ambientais.

Huerta-Fontela et al. (2010) elaboraram metodologia para a determinacdo rapida
de multi-residuos de farmacos de diferentes classes terapéuticas e seus metabdlitos em
amostras de afluentes e efluentes da regido da Catalunha (Espanha). Foram
determinados residuos de ansioliticos e antiepilépticos: bromazepam (afluente: 0,79-
3,66 pg L™ efluente: 0,10-15,54 pg L™); carbamazepina (afluente: 0,03-0,11 pg L™
efluente: 0,004-0,17 pg L™); lorazepam (afluente: 0,04-0,50 pg L™; efluente: 0,004-0,53
ug L) e diazepam (afluente: 0,05 pg L™). Também foram detectados metabdlitos,
carbamazepina epoxido (afluente: 0,19-4,03 pg L™; efluente: 0,07-2,38 pg L™Y); para
oxazepam (afluente: 0,02-1,22 ug L™; efluente: 0,03-0,32 ug L™).

3.2 Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) no contexto de Efluentes

Hospitalares

De acordo com Kumar et al. (2007), os hospitais sdo uma fonte de residuos de
farmacos que, geralmente, sdo descartados para o meio ambiente, e 0s seus efeitos
para a saude humana e ambiental sdo pouco conhecidos. Segundo a portaria 306/2004
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o descarte dos efluentes
sanitarios hospitalares pode ser feito na rede de esgotos, ou em corpo receptor, desde
gue atendam respectivamente as diretrizes estabelecidas pelos 6rgdos ambientais,
gestores de recursos hidricos e de saneamento, competentes (ANVISA, 2004).

O HUSM dispbe de 291 leitos na Unidade de Internacédo e 37 leitos da Unidade
de Tratamento Intensivo, além de salas de ambulatorios, salas de atendimento de
emergéncia, Centro Cirdrgico e Obstétrico. Sua equipe de trabalho é composta, em
meédia, por 2296 pessoas (médicos, enfermeiras, professores, servidores, residentes e
estagiarios), tendo uma abrangéncia regional de 112 cidades, somando-se a populacéo

de aproximadamente 3 milhdes de habitantes (http://www.husm.ufsm.hr

O Hospital Universitario realiza o tratamento das aguas servidas geradas atravées
de um sistema dotado de fossa séptica conjugada com filtro anaerdbio (Figura 2); logo
apos, este residuo tratado é descartado em um curso d’agua que passa pelo Campus da
UFSM (WILDE, 2011).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de (A) um sistema de fossa séptica conjugada de (B) filtro
anaerdébio, adotado no tratamento de efluentes do HUSM.
(Fonte: Adaptado de Wilde, 2011).

O sistema de saneamento do HUSM é composto por varios locais para o
langamento do esgoto tratado, em corpo receptor (cOrrego ou curso d’agua), onde as
amostragens do presente estudo foram feitas (Figura 3 — Ponto A e B). O ponto A
designado “Efluente do PA” (Figura 3.a) compreende 0s esgotos lancados por essa
unidade de emergéncia acrescidos dos efluentes da ala sul do hospital, enquanto que, o
ponto nomeado “Efluente Geral” (Figura 3.b) contém a maior parte do esgoto lancado
pelo HUSM; contudo, esse ponto recebe ainda, adicionalmente, o esgoto gerado pela
biblioteca central da UFSM. Na Figura 3.c esta demonstrado um esquema do sistema de
tratamento e os pontos de coleta do efluente do HUSM. O efluente do PA € o ponto mais

problemético e mais estudado, até o presente momento. (WILDE, 2011).
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Figura 3 — Esquema ilustrativo do sistema de esgotos do HUSM e os pontos de coleta de efluente: 3.a -
Ponto B - Efluente Geral; 3.b - Ponto A — Efluente do Pronto atendimento e 3.c — Representacéo
esquematica do sistema de saneamento do HUSM/UFSM. (Fonte da foto aérea: Adaptado de Google,

Wilde, 2011).



O grupo de pesquisas do LATER (Laboratério de Pesquisa em Tratamento de
Efluentes e Residuos) da UFSM tem realizado estudos sobre a problematica do
lancamento de residuos de farmacos no efluente do HUSM e potenciais solugdes tém
sido reportadas (MARTINS et al., 2008; MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2011,
BRENNER et al., 2011; WILDE, 2011; MINETTO et al., 2012). Na Tabela 1 estdo as
concentragcbes médias de farmacos medidos no efluente do HUSM analisados pelo
LATER de 2006-2012. Todavia, ainda ndo foi dada a merecida atencao ao problema, até

agora, pelos 6rgaos competentes.

Tabela 1 — Concentracdo média de farmacos medidos no efluente do HUSM — 2006-2012.

Consumo

Concentragao

Farmacos Técnica analitica -1 *PEC/PNEC
anual (kg) (Mg L)
Amoxicilina 5,810 SPE +HPLC-UV 27,0 >1
Atenolol 0,095 SPE +HPLC-FLD 1,38-4,48 0,27
Propanolol 0,172 SPE +HPLC-FLD 0,00-1,63 4,25
Metoprolol 0,072 SPE +HPLC-FLD 1,37-9,93 >1
. . SPE +HPLC-DAD
Ciprofloxacina 1,67 LC-MS/MS_QTRAP 21,0 1,98-4,0
: SPE +HPLC-DAD .
Cefazolina 2,5 LC-MS/MS_QTRAP Somente metabdlitos -
. SPE +HPLC-DAD .
Ceftazidima 3,0 LC-MSIMS_QTRAP Somente metabdlitos -
Diclofenaco 0,025 SPE +HPLC-DAD 1,7 17,7
Dexametazona 2,508 SPE +HPLC-DAD 263 -
Nonilfenol - SPE +HPLC-DAD 916 >1
Etoxilado
Nonilfenol - SPE +HPLC-UV >1
Sulfametoxazol 5,41 LC-MS/MS_QTRAP 27,8 11,4
Trimetoprima -—-- LC-MS/MS_QTRAP 6,65 <1
Acetato de 0,17 SPE +HPLC-DAD 2,2
Ciproterona
Flutamina 0,45 SPE +HPLC-DAD 9,0
Citrato de 1,56 SPE +HPLC-DAD 0,0
Tamoxifeno
Espironolactona 0,335 SPE +HPLC-DAD 4,0

Fonte: Dados fornecidos pelo LATER/UFSM (2012).

*PEC - Concentracdo Ambiental Prevista; PNEC - Concentragdo Prevista que Ndo Causa Efeito.

3.3 Legislacédo sobre residuos de farmacos no meio a

mbiente

Como os riscos gerados pelos contaminantes emergentes ainda Sao pouco

conhecidos, as normas que regulam sua emissdao para 0 meio ambiente séao
praticamente inexistentes (COSTA, 2009).
Em 1998, o FDA (do inglés Food and Drug Administration

“Guidance for Industry: Enviromental Assessment of H

) publicou um guia —

uman Drug and Biologics
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Applications” que fornece informacgdes sobre quando se deve fazer uma avaliacdo do
risco ambiental e como preparar estas avaliagbes (PEDROSO, 2007).

A Unido Européia (EU) possui normas de avaliagdo de risco ambiental para
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PCPS - Pharmaceutical and Personal
Care Poducts ) e desreguladores endocrinos. Nesta regulamentacdo consta que
produtos farmacéuticos ativos devem passar por avaliagées de toxicidade crbnica. A EU
possui também uma diretriz, que estabelece niveis seguros de concentracdes
farmacéuticas de uso veterinario no meio ambiente, ndo devendo exceder de 10 pg kg™
no solo e 0,1 pug L™ em efluentes (COSTA, 2009). Na Holanda, Muller et al. (2002)
propuseram limites toxicolégicos para 13 farmacos em agua potavel, e recomendam
limite de 50 pg L™ para carbamazepina.

O Brasil ndo possui legislacéo sobre limites toxicolégicos para farmacos, somente
a norma RDC N° 306, de 7 de dezembro de 2004 da ANVISA. Estas normas sdo
compostas pelo Regulamento Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de
saude e pela Resolugdo N° 358, de 29 de abril de 2005 (Ministério do Meio Ambiente,
2005) que dispbe sobre o tratamento e a disposi¢éo final dos residuos (EICKHOFF et
al., 2009).

A resolugédo n°® 129/2006 do Conselho Estadual de Meio Ambiente — CONSEMA,
da Secretaria do Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul, dispde sobre a
definicdo de critérios e padrbes de emissao para a toxicidade de efluentes liquidos
lancados em aguas superficiais no Estado do Rio Grande do Sul. Esta resolucéo aplica-
se quando a vazdo maxima de lancamento do efluente da fonte geradora for igual ou
superior 10.000 m® dia™, nédo sendo permitido o lancamento de efluentes liquidos de
novas fontes poluidoras em ampliacdo com acréscimo de vazdo em corpos d’agua

intermitentes ou com interrup¢éo de vazao (PEDROSO, 2007).

3.4- Risco potencial de substancias ativas no ambie  nte

A avaliacdo do potencial de risco ambiental baseia-se em dados como consumo,
caracteristicas fisico-quimicas, entre outros. A finalidade de realizar uma avaliacao do
risco ambiental € prever a possivel contaminagdo no meio ambiente. A Agéncia
Européia de Avaliacdo de Medicamentos (EMEA) propés metodologias para a avaliagéo
do risco ambiental de determinada substancia (EMEA, 2006). Substancias que

apresentam um aumento em sua exposicdo ambiental sdo incluidas no grupo de
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substancias com potencial risco ambiental (JENSEN et al., 2007; GRUNG et al., 2008;
BLASER et al., 2008; DOMENE et al., 2008).

Os estudos de impacto ambiental avaliam potenciais efeitos negativos sobre
peixes, dafnias (microcrustaceos que atuam como consumidores primarios na cadeia
alimentar aquatica), algas, bactérias, vermes terrestres, plantas e invertebrados
presentes. Estas analises utilizam testes padronizados para a avaliagdo da
ecotoxicidade, verificando os efeitos de curto prazo, utilizando predominantemente a
mortalidade como ponto final. Porém, estes testes ndo determinam a cronicidade destes
efeitos que, em condi¢bes reais, devem incluir a exposicdo destes organismos a
diferentes xenobidticos durante periodo de tempo muito mais prolongado que o
considerado nestes estudos. Outro fator também a ser considerado é o efeito resultante
da interacao entre varios destes compostos (MARQUES, 2008).

Conforme a EMEA, (2006), a avaliacdo do risco potencial ao ambiente apresenta
trés fases. A fase | compreende a Concentracdo Ambiental Prevista (PEC, do inglés
Predicted Environmental Concentration); avalia teoricamente a quantidade de farmaco
lancado no meio ambiente de acordo com seu uso e exposi¢cao. O limite de acdo desta
fase é a concentracdo de 0,01 pg L?, ou seja, se o fArmaco apresenta uma
concentragdo abaixo deste limite, este farmaco ndo apresenta risco ao meio ambiente.

Quando o PEC for maior ou igual a 0,01 pg L™, o farmaco passa entéo para a
segunda fase e sao realizados estudos de toxicidade, destino e efeitos no meio
ambiente (EMEA, 2006). A fase Il consiste em informacdes sobre o destino e os efeitos
no ambiente (fornece dados de concentragdo didria do farmaco, taxas de excrecao
humana e taxas de remogdo em sistemas de tratamento) e, a fase Ill, avalia o
comportamento especifico e o risco (EMEA, 2006).

Conforme a revisdo feita por Arsand (2010), o valor para PEC € estimado, e
restrito a ambientes aquaticos. Pode, também, guiar o estudo de farmacos como
contaminantes emergentes. Através deste calculo podem-se tomar decisées sobre quais
farmacos prioritarios devem ser estudados e qual acdo deve ser posta em pratica para
diminuir o seu potencial risco como contaminante. O PEC pode, entdo, ser calculado
segundo a Equacéo 1.

A(100-R)g [ . .
@65PV D 100) o] (1)

PECconvencional =

Onde:

e

“A” é a quantidade (kg) da substancia utilizada por ano na populacéo estudada;
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“R” (%) sado as rotas de remocao da substancia em questao através de processos
como absorgéo, volatilizagdo, hidrélise e outros processos;

“P” é o numero de habitantes em questéo;

“V” é o volume (m3) de efluente gerado per capita (geralmente entre 0,15 e 0,30
m3 dia-1);

7z

“D” é o fator de diluicdo utilizado para efluentes para aguas superficiais.

Para avaliar o Quociente de Risco (QR) é considerada a Concentracdo Prevista
gque Nao Causa Efeito (PNEC, do inglés Predict No Effect Concentration) no meio
ambiente, sendo este um indice aceito para a avaliacdo de risco de uma substancia. O
PNEC é derivado do menor valor da toxicidade aguda (LCso, ECso 0ou ICsq) dividido por
fator de 1000 (HERNANDO et al., 2006). O QR tem como valor limite 1; quando exceder
a 1, ha indicacdo de risco ecotoxicolégico. Quando se usam dados de toxicidade
cronica, ou seja, Concentracdo de Efeito Ndo Observado (NOEC, do inglés Non-
Observed-Effects Concentration), o valor de QR limite € de 10 (CARLSSON et al., 2006).

Foi proposto o uso da Concentracdo Ambiental Mensurada (MEC, do inglés
Measured Environmental Concentration) para o calculo de QR, sendo utilizado como
critério para a avaliagdo de risco que o QR seja < 0,1 como minimo risco para
organismos aquaticos, 0,1 < QR < 1 risco médio e QR =1 risco alto (HERNANDO et al.,
2006).

Conforme Wilde, 2011 as seguintes situa¢des foram admitidas: (1) todo o farmaco
receitado foi usado para o tratamento no hospital; (2) a fracdo de farmacos excretada foi
langcada no sistema de esgotos; (3) sem transformacgdes dos farmacos apos a excrecao
no sistema de esgotos e (4) o padrédo de uso foi distribuido uniformemente temporal e
espacialmente.

De acordo com Escher et al. (2010), para o estudo de um caso especifico como

de um hospital, a Equacao 1 pode ser reduzida para a Equacéo 2.

PEC 4-F
N AT @

Onde:
PECkgs.é a concentracéo prevista no efluente (g L™);
A — é o quantidade do farmaco consumido no hospital (g),

E- é a fracdo excretada na urina e nas fezes;
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Ve - E a quantidade de efluente lancado por dia (L dia™).

De acordo com a revisdo de Arsand (2010), o valor para PNEC é obtido
experimentalmente através de metodologia prevista pela Comissédo Européia (EU TGD,
2003-a). Este valor estima qual a concentracdo em que uma substancia pode ser
encontrada no ambiente sem trazer perigo a este meio.

Autores como Blaser et al. (2008) utilizaram a mesma metodologia para avaliar o
risco de toxicidade de prata utilizada em materiais nano-funcionalizados obtendo
resultados satisfatorios. Desta forma, confirmando que esta metodologia pode né&o
somente ser utilizada para estimar o risco ambiental de farmacos e substancias
organicas ativas.

O uso da predicdo da concentracdo no ambiente e a avaliacdo da existéncia de
risco, por meio desta metodologia, tem se mostrado eficiente, uma vez que possibilita

uma avaliacdo com seguranca (GRUNG et al., 2008).

3.5 Farmacos ansioliticos e antiepilépticos

A ansiedade e a insOnia s&o consideradas como respostas normais do organismo
diante de situacOes de perigo real e constitui um sinal de alarme, portanto, mecanismo
essencial para a defesa e a sobrevivéncia do individuo e da propria espécie (CORDIOLI,
2000; ABRAHAN, 2003).

A epilepsia é um distarbio cerebral crénico de diversas etiologias, associadas a
descargas excessivas dos neurotransmissores. Os sintomas podem variar desde uma
perda da consciéncia de poucos segundos até crises complexas de duracdo prolongada
(CARPENTER et al., 2002; KLIEMANN & MONTE, 2004; NETO & MARCHETTI, 2005;
MARCHETTI et al., 2005).

Ansioliticos sdo farmacos capazes de reduzir a ansiedade, com pouco ou
nenhum efeito, sobre as fungbes motoras ou mentais. Podem produzir sonoléncia e
estimular o inicio e a manutencdo de um estado de sono (SILVA, 2006).

Antiepilépticos, mais comumente chamados de anticonvulsivantes sdo farmacos
que deprimem seletivamente o SNC. Sua principal aplicacdo estd na supressdo de
crises, acessos ou ataques epilépticos sem causar dano ao SNC nem depressao
respiratoria (KLIEMANN & MONTE, 2004).
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3.5.1 Estrutura quimica, acfes farmacologicas e pro  priedades fisico quimicas

Os farmacos mais utilizados para o tratamento da ansiedade sdo o0s
benzodiazepinicos por apresentarem eficacia no tratamento da ansiedade, relativa
seletividade de efeitos, baixa toxicidade e menor capacidade de provocar dependéncia.
Tém também efeitos de relaxante muscular, anticonvulsivantes e sedativos (LIMA,
2009).

A estrutura quimica basica dos benzodiazepinicos (Figura 4) possui um anel
incomum com sete (7) atomos (anel diazepinico) unidos a um anel aromatico, e também
0S quatro grupos principais substituidos, que podem ser modificados sem perda da
atividade (GODDMAN & GILMAN, 2010).

Em funcdo da meia vida de excrecdo podem ser classificados em trés grupos
(LARINI, 1997):

- Compostos de acao ultracurta, com meia vida menor que 10 h (ex.: Triazolam =
1,7 a 3 h; Midazolam 2 a 5 h e Temazepam = 10 h);

- Compostos de acdo curta com meia vida de 10 a 24 h (ex.. Oxazepam e
Lorazepam);

- Compostos de acao longa com tempo de meia vida maior que 24 h (ex.:
Diazepam = 24 a 50 h, Flurazepam = 50 a 100 h, Prazepam = 26 a 200 h)

Para uma maior atividade ansiolitica, os benzodiazepinicos devem ter as
seguintes caracteristicas:

(@) grupo metila ligado ao atomo de nitrogénio na posi¢ao 1;

(b) grupo extrator de elétrons, como Cl, NO ou C, F, na posi¢ao 7.
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Ry
Ry =
2- Ry -Phenyl

Ry = F,Clor Br
Farmacos R; R4 Rs
Bromazepam = H, H
Clonazepam = OH Cl
Diazepam = H, H
Lorazepam = OH Cl

Figura 4 - Estrutura geral dos benzodiazepinicos. (Fonte: Adaptado de Borges et al., 2009)

A carbamazepina é um antiepilético, do grupo dos Iminostilbenos, que apresenta
estrutura quimica similar a dos antidepressivos triciclicos. Apresenta um nucleo triciclico
iminodibenzoico, com um grupo carbamoil na posicdo 5, o qual € essencial para a
atividade anticonvulsivante (KUBOVA & MARES, 1993; MOSTARDEIRO, 2001;
CARUSO et al., 2002).

A Tabela 2 apresenta a estrutura quimica dos ansioliticos e antiepilépticos, suas
principais a¢cfes farmacologicas e propriedades fisico-quimicas.

As propriedades fisico-quimicas (solubilidade em agua, polaridade e volatilidade)
influenciam o comportamento e o destino de um composto no ambiente, sendo que
estas propriedades sdo caracteristicas de cada composto. Outros fatores que também
exercem influéncia sdo o grupo funcional e as propriedades acido-bases (CUNHA,
2005).



Tabela 2 - Acao farmacologica, estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas de ansioliticos e antiepilépticos
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FARMACOS
Propriedade Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
Formula molecular C14H10BrN;O Ci5H12N50 C15H10C|N303 C16H13N2C|O C15H10N2C|202
H O H 0 GH
N — N~g A H o
> \§ IVN
E imi Br =N Ol =N o /E I OH
strutura quimica N 2 o = ol x/\fﬁq
—
N )\ Cl A g
9 o 9 ] Cr

Nomenclatura oficial
IUPAC

Peso molecular
(g mol™)
CAS Ne°

pKa

Coeficiente de particdo
octanol-agua (Iogxow)
Nome Comercial

Acdes farmacoldgicas

Excrecdo como composto
inalterado (%)
Consumo HUSM/2010
(9), fornecido pelo setor
de farméacia-HUSM)

7-bromo-1,3-diidro-5-(2-
piridil)-2H-1,4-benzodia-
zepina-2-ona
316,15
1812-30-2
2,90

1,7

Lexotan

Ansiolitico, Hipnético;

relaxante neuromuscular- epiléptico,

esquelético, sedativo.

84,0

6,0

5-(2-Clorofenil)-1,3- diidro-
7-nitro-2H-1,4  benzodia-
zepina -2-(H)ona

5H-Dibenzo [b,f] azepina
5-carboxamida

236,72 315,72
298-46-4 1622-61-3
2,3 (grupo cetona)* 150
13,9 (grupo amina) '
2,45 2.4
Tegretol Rivotril
Antiepiléptico, analgési-
co, desvios comporta- Ansiolitico, analgésico
mentais e emocionais no tratamento da Sindrome
relaxante do Panico, insonia,
neuromuscular-esquelé-  tratamento da epilepsia,
tico, sedativo, doenca antidepressivo.
bipolar.
20,0-30,0 90,0
1500,0 14,0

7-  Cloro-1,3-dihidro-1-
metil-5-fenil-2H-1,4-
benzodiazepina-2-ona .
284,74
1622-61-3
3,3

3,0

Valium

Ansiolitico, hipnético, tra-
tamento ansiedade e
insbnia, relaxante neuro-
musculo-esquelético; se-
dativo, antiepiléptico.

70,0

178,0

7-cloro-5-(2-clorofenil)-
1,3-diidro-3-hidroxi-2H-
1,4-benzodiazepina-2-
ona

321,15
846-49-1
1,30
2,4

Lorax

Ansiolitico,  analgésico
tratamento da insonia,
antiepiléptico.

90,0

50

Fonte: Korolkovas & Burckhalter, 1988; Kubova & Mares, 1993; Mostardeiro, 2001; Caruso et al., 2002; Gehlen, 2003; Moreno et al., 2004; Rouini et al., 2008; Steentoft et al.,
2009, *Punyapalakul & Sitthisorn, 2010, Goodman & Gilman, 2010.
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A avaliacdo da interacdo dos compostos com o meio no que diz respeito a
absorcéo, transporte e polaridade da molécula é feito através do coeficiente de particdo
octanol-agua (log Kow), que é uma medida de lipofilicidade de um composto. A
lipofilicidade € definida como a razdo da concentracdo do composto, no equilibrio, apos
a dissolucdo em um sistema de duas fases, formadas por dois solventes imissiveis:
agua e 1l-octanol. Como regra geral, os compostos nao polares tém K, acima de 4 ou 5
e 0s polares possuem valores inferiores a 1-1,5, e entre estes encontramos 0S

compostos moderadamente polares (CUNHA, 2005).

3.5.2 Farmacocinética dos ansioliticos e antiepilép  ticos

Na farmacocinética dos benzodiazepinicos € essencial ndo se considerar apenas
a cinética do farmaco, mas também a dos metabodlitos ativos, que possuem
caracteristicas proprias. E importante fazer esta andlise, pois algumas vezes 0s niveis
de metabdlitos ativos sdo mais elevados do que o composto inicialmente administrado
(FERRAZ, 2010).

As propriedades farmacocinéticas da carbamazepina séo influenciadas pela
pouca solubilidade em agua e pela capacidade de aumentar a conversao em
metabdlitos ativos, atraveés das enzimas oxidativas hepaticas (GOODMAN & GILMAN,
2010).

Absorcéo

A velocidade de absorcdo de um determinado farmaco e o0 consequente
aparecimento de substancias ativas no sangue sao fatores determinantes da intensidade
da sua acdo. Os farmacos deste grupo terapéutico, utilizados essencialmente como
ansioliticos e hipnético-sedativos, sdo administrados na maioria dos casos por via oral, e
séo, geralmente, bem absorvidos (FERRAZ, 2010).

Os benzodiazepinicos geralmente sao absorvidos pelo trato gastrintestinal, porém
outras vias podem ser utilizadas: intramuscular (absorcdo lenta), intravenosa e retal
(OGA, 2003; GOODMAN & GILMAN, 2010).

O diazepam é rapidamente absorvido apds a administracdo oral, atingindo a
concentracdo plasmatica maxima apos 30 - 90 minutos. O clonazepam é rapidamente

absorvido por via gastro-intestinal e as concentracbes plasmaticas maximas sao
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alcancadas dentro de uma a quatro horas apos administracdo oral apresentando a
biodisponibilidade média de 90% (LIMA, 2009).

O bromazepam atinge a concentracdo plasmatica maxima em 1 a 2 horas apés a
administracao oral alcancando a biodisponibilidade média 84% - parte ndo metabolizada
(LIMA, 2009).

O lorazepam atinge a biodisponibilidade absoluta, apés administracao oral (maior
gue 90%). A concentracdo plasmatica maxima ocorre aproximadamente 2 horas apos a
administracao oral a individuos saudaveis (LIMA, 2009).

A carbamazepina é absorvida lentamente e o pico de concentracdo plasmatica é
observado de 4 a 8 horas apos a ingestdo (GOODMAN & GILMAN, 2010).

Distribuicao

Os benzodiazepinicos sédo farmacos marcadamente lipossolluveis e, desta forma,
atravessam facilmente, por difusdo simples, as barreiras biol6gicas. Entretanto, alguns
farmacos psicoativos sdo mais hidrossoliveis, sendo assim seguros para uma
administracdo intravenosa. Uma vez na corrente sanguinea, atravessam a barreira
cerebral para entrar no SNC (OGA, 2003; FERRAZ, 2010). Os benzodiazepinicos ligam-
se as proteinas plasmaticas, em particular a albumina (entre 60-95%). Para determinar a
dose correta de farmaco a administrar num determinado caso clinico, deve-se analisar a
ligacdo de benzodizepinicos as proteinas, uma vez que somente a forma livre atinge o
SNC (FERRAZ, 2010).

Estes farmacos atravessam também a barreira placentaria e, quando utilizados
durante a gravidez, aumentam a probabilidade de anomalias congénitas como fenda
palatina e labio leporino, além de complicacdes neonatais. Os benzodiazepinicos devem
ser evitados por tempo prolongado durante a lactacédo, pois sdo eliminados no leite
materno, podendo causar letargia e perda de peso do bebé (PEDROSO, 2007).

O diazepam é absorvido e, apds, liberado para os tecidos altamente
vascularizados, incluindo o cérebro, onde um rapido efeito psicologico € produzido. Em
seguida é redistribuido para outros tecidos, apresentando, assim, um rapido inicio de
acdo, com uma duracao relativamente curta apés a dose Unica, ainda que a meia vida
de eliminacéo seja longa (GOODMAN & GILMAN, 2010).
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O lorazepam nao-ligado atravessa facilmente a barreira hemato-encefalica por
difusdo passiva. Sua taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas humanas é de
aproximadamente 92% na concentracdo de 160 ng mL™ (LIMA, 2009).

A carbamazepina é absorvida lentamente e de forma variavel sendo seu pico de
concentracdo plasmatica observado de 4 a 8 horas apos a ingestédo, mas pode demorar
até 24 h. Aproximadamente 75% da droga se liga com proteinas plasmaticas,
distribuindo—se rapidamente pelos tecidos (MOSTARDEIRO, 2001; GOODMAN &
GILMAN, 2010).

Metabolismo

Os benzodiazepinicos sao biotransformados a nivel hepatico, envolvendo as vias
oxidativas (N-desmetilacdo, hidroxilagdo ou ambas) e n&o oxidativas (nitroredugéo,
conjugacao glucorbnica, etc..). Os produtos formados podem ter atividade farmacoldgica
similar aquela do composto original (LARINI, 1997; GOODMAN & GILMAN, 2010).

Durante o metabolismo, muitos ansioliticos e antiepilépticos originam metabdlitos
gue frequentemente tém atividade farmacolégica comparavel ao farmaco de origem,
mas com uma meia vida mais prolongada. Normalmente aqueles que seguem a via
oxidativa tém tempos de semi-vida biolégica elevados e metabdlitos ativos, enquanto
aqueles que sdo conjugados apresentam tempos de semi-vida biolégica pequenos e
metabdlitos inativos (FERREIRA, 1992).

Os principais metabdlitos ativos do diazepam sdo mostrados na Figura 5 (OGA,
2003, GOODMAN & GILMAN, 2010; ROUINI, 2008):

- O nordiazepam ou N-desmetildiazepam: € um metabdlito ativo e tem meia vida
de eliminacéo de até 50 h;

- Oxazepam sofre conjugacéo a nivel hepatico, sendo excretado pela bile, apés
sofre uma hidrélise no intestino, com liberacdo do composto ativo que é reabsorvido;

- Temazepam € um metabdlito que sofre conjugacéo e excretado principalmente

como glucuronideos na urina.
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Conjugacao com
acido glucoronico

Diazepam N-desmetildiazepam Oxazepam
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Temazepam

Figura 5 - Rota metabdlica do diazepam e estrutura quimica de seus metabdlitos.
(Fonte: Adaptado de Rouini et al., 2005).

A circulacdo éntero-hepatica pode ser parcialmente responsavel pelos efeitos
prolongados do composto. O diazepam atua como indutor enzimatico a nivel
microssomal, estimulando a sua prépria biotransformacao (LARINI, 1997).

Geralmente o primeiro passo no metabolismo dos benzodiazepinicos é a
remocao do substituinte N-1-alquil, se estiver presente. Os metabdlitos 3-hidroxil sofrem
reacdo de glucuronizacdo. Estes glucoronideos conjugados sdo farmacologicamente
inativos (KAPLAN & JACK, 1983).

O metabolismo da carbamazepina ocorre, predominantemente, no figado, em
duas fases (MOSTARDEIRO, 2001; GOODMAN & GILMAN, 2010). A fase | é
representada pelo inicio da biotransformacao através de reacdes de oxidacao, reducéo
ou hidrdlise, liberando grupos funcionais reativos. A fase Il (glucoronizagéo, sulfonacéo,
metilacdo ou acetilacdo) envolve conjugacdo da droga no sitio do grupo reativo criado
na fase |, permitindo a excrecao pelos rins (MOSTARDEIRO, 2001).

A maioria dos antiepilépticos sdo metabolizados pela via do Citocromo P450 ou
da UDP-glucoronil-transferase. As enzimas do Citocromo P450 com maior significado
clinico sdo CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 (SILVADO, 2008;
CORDEIRO et al., 2009).
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Trés principais vias metabdlicas tém sido descritas para a biotransformacao da
carbamazepina (Figura 6) (MOSTARDEIRO, 2001; MIAO & METCALFE, 2003; BRETON
et al., 2005; FAGIOLINO et al., 2006; SILVADO, 2008, Mac LEOD, 2008; GOODMAN &
GILMAN, 2010).

/“/_\’\\
-/\ J

g
e T PN O
™ N Lo

oxidacdo s
P450 3A4/2C8 T
oxidacéo
OA NH2
0

~.__0Xidagdo

intermediario dxido 2,3-areno
~ AR / \
b SN N/\N"\,
/ /\ﬂ \ / “\/—\’\ OH
07 "NH, iminoestilbeno ‘/ N x/\N/\,
CBZ-EP oxldacao /\ OH 07 NH
Hidrslise o o
epdxido 3-hidroxi-CBZ / 2-hidroxi-CBZ
hidrolase B
Cﬂ l /N
HO\ OH B
//r { -\\\ g-acridina carboxaldeido /x{/_\,/\/o /‘F\r”\? 0 — > 7 ‘/_\/\ -OH
x/\N/\’ i x/\N/\m/\ L»fw N A S N')\’
07 “NH, h \; * 07 NH, iminoguinona 2-hidréxi-iminoestilbeno
CBZ-DiOH i 23quinona-CBZ
l acridina
oxidagéol
H CHoOH
r\ = = 0
IO~
5O oo
7N
HO™ NH;, H

-hidréximetil-10-carbomoil acridan acridona

Figura 6 - Metabolismo da carbamazepina.
(Fonte: Adaptado de Mac Leod, 2008)

A via metabdlica de maior importancia é através da reacdo de epoxidacdo com a
formacao de um metabdlito ativo: a carbamazepina 10,11-epoxido (CBZ-EP), e também
forma outros glicuronideos que s&o metabdlitos inativos (Figura 7) (ARAUJO et al.,
2010). Ja foram identificados 33 metabdlitos da carbamazepina em urina de humanos e
ratos (PIENIMAKI et al., 1995; MIAO & METCALFE, 2003).
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Carbamazepina Metabdlito estavel Metabdlito instavel

o o

Carbamazepina-10,11-epoxido Carbamazepina-2,3-epoéxido

Figura 7 - Reacao de biotransformacéo pela via de epoxidacao da carbamazepina.
(Fonte: Adaptado de Araujo et al., 2010).

O metabdlito ativo carbamazepina 10,11-epdxido sofre uma nova
biotransformagéo pela acdo da enzima epoxido hidrolase convertendo-se em derivado
trans-10,11-dihidroxi-10,11-dihidrocarbamazepina (trans-carbamazepina-10,11-diol) e
em metabdlitos inativos por sua conjugacdo com acido glicurénico (O- e N-
glicuronideos) (Figura 8) (SILVADO, 2008; ARAUJO et al., 2010).

HO OH
| O CYP3A4 Epomdo hidrolase |

N

A N
H,N" ~0O )

X HN" 0
Carbamazepina HN™ 0 2
Carbamazepina-10,11-epoxido Carbamazepina-10,11-diol

0O- e N-glicuronideos

Figura 8 - Principais vias metabdlicas de biotransformacgéo da carbamazepina.
(Fonte: Adaptado de Aradijo et al., 2010)

A segunda via do metabolismo da carbamazepina forma compostos hidroxilados.
A terceira via da origem a formacao de iminostilbeno (MOSTARDEIRO, 2001, MIAO &
METCALFE, 2003, BRETON et al., 2005; GOODMAN & GILMAN, 2010).

Os metabolitos mais importantes sdo 10,11-dihidro-10,11-dihidroxicarbamazepina
e, em menor grau, 10,11-dihidro-10,11 — epoxicarbamazepina. Estas substancias tém
mostrado possuirem propriedades semelhantes a carbamazepina e podem causar
efeitos neurotoxicos (MIAO & METCALFE, 2003).
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O lorazepam é essencialmente eliminado através de metabolismo de fase Il por
conjugacdo com A&cido glucorbnico, sendo extensivamente metabolizado no seu
glucoronideo inativo conjugado; portanto, apenas quantidades insignificantes de
lorazepam livre estardo presentes no sangue e excretados na urina (GHASEMI & NIAZI,
2005; PAPINI et al., 2006).

O clonazepam sofre metabolizacdo hepatica e ja foram identificados cinco
metabdlitos na rota bioquimica de sua transformacdo que ocorre em duas etapas. Na
primeira, o grupo nitro sofre reducdo, produzindo o metabdlito ativo principal o 7-
aminoclonazepam. Na segunda fase, o metabdlito é acetilado a quatro outros
metabdlitos que estdo presentes em propor¢cdes muito pequenas (STEENTOF et al.,
2009).

O bromazepam sofre metabolizacdo hepatica através da 3-hidroxilacdo e
clivagem do anel de sete lados, seguido de uma conjugacéo glucordnica dos metabdlitos
hidrolisados. Seu principal metabdlito ativo é o 3-hidroxi-bromazepam e o metabdlito
inativo (3-hidroxibenzoilpiridina), e posteriormente sofre reacdes de conjugacdo com
acido glucorénico (metabdlitos inativos) que sdo excretados por via renal (CHEZE et al.,
2004).

Eliminacao

Os benzodiazepinicos e os seus metabdlitos hidrossoliveis sdo excretados
principalmente na urina, sob forma de glucuronideos. Entretanto, podem ser também ser
eliminados pelo suor, saliva e leite materno (KATZUNG, 1998).

O principal metabdlito presente na bilis € o N-desmetildiazepam (nordiazepam). A
circulacdo entero hepatica do diazepam e dos seus metabdlitos € responsavel por
prolongar o efeito destes compostos terapéuticos (LARINI, 2008)

Aproximadamente 75% da dose lorazepam é excretada na urina até 72 h,
conjugado ao acido glucurénico (GHASEMI & NIAZI, 2005; PAPINI et al., 2006).

A meia-vida de eliminacdo da carbamazepina inalterada é de aproximadamente
36 horas apo6s uma dose Unica, sendo que apds a administracao oral repetida, a média é
16-24 horas, dependendo da duragdo do tratamento. A meia-vida de eliminacdo do
metabdlito carbamazepina 10,11-epOxido no plasma é cerca de 6 horas, apos dose
Unica oral do préprio epédxido. Apds a administracdo de uma dose oral unica de 400 mg

de carbamazepina, 72% ¢ excretada na urina e 28% nas fezes (ARAUJO et al., 2010).
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3.5.3 Efeitos adversos e toxicidade dos ansiolitico s e antiepilépticos

Os benzodiazepinicos tém efeitos cardiovasculares brandos podendo provocar
discreta diminuicado da frequéncia respiratoria, na pressao arterial e no trabalho sistélico
ventricular esquerdo. Os efeitos colaterais esperados sdo constituidos de sonoléncia e
ataxia (BALDESSARINI, 1996; GEHLEN, 2003). Em humanos é improvavel que os
benzodiazepinicos fornecidos em doses terapéuticas usuais, por via oral, deprimam
significativamente a funcéo cardiovascular (BALDESSARINI, 1996).

Atualmente os benzodiazepinicos tém sido muito utilizados sem prescricao
médica, com a finalidade de buscar prazer e alivio de sintomas decorrentes do uso
drogas. Isto tem sido evidenciado através de estudos epidemioldgicos. A dose diaria e 0
uso continuo de benzodiazepinicos sao fatores importantes que podem ocasionar um
guadro de dependéncia (AUCHEWSKI et al., 2004).

Os sintomas de superdosagem dos benzodiazepinicos abrangem sonoléncia,
perda da consciéncia, depressdo respiratoria, coma e morte (GEHLEN, 2003). A
sintomatologia da sindrome de abstinéncia inclui disforia, ansiedade, agitacao, insonia,
vertigens, anorexia, nauseas ou vomitos e convulsées (AUCHEWSKI et al., 2004).

Os principais efeitos colaterais, relacionados com o uso dos benzodiazepinicos,
sdo sedacdo e letargia. Doses de 20 a 40 vezes maiores que as habituais podem
determinar hipotonia muscular, dificuldade para ficar em pé, hipotensdo e desmaios
(ALMEIDA & SILVA 2008).

O bromazepam se for ingerido uma superdosagem, pode ocasionar um estado
confusional, sono profundo, relaxamento muscular, hiporreflexia e amnésia (LIMA,
2009).

Massoco & Palermo-Neto (1999) mostraram que a administracdo de diazepam na
dose de 1,5 mg kg™ diminui atividade de macréfagos de camundongos.

Musavi & Kakkar (1998) realizaram estudos para verificar o envolvimento de
radicais livres: os resultados indicaram que uma Unica dose provoca alteragdes
mediadas por radicais livres.

O clonazepam em concentracbes plasmaticas maiores que 0,1 mg L™ produz
sintomas téxicos, como sonoléncia e ataxia; em concentracbes de 1 mg L™ leva ao
estado de coma e pode ser letal (STEENTOF et al., 2009; LIMA, 2009).

A carbamazepina pode apresentar toxicidade aguda mesmo em doses

terapéuticas, afetando o SNC e sistema gastrointestinal, causando sedacéo, ataxia,
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tonturas, nauseas, vomitos, constipacdo, diarréia, podem também causar alopecia,
fotossensibilidade, hepatite, rash cutaneo e discrasia no sangue (MOSTARDEIRO,
2001; AMBROZIO et al., 2002; MEDINA, 2008).

Os efeitos adversos observados na intoxicacdo crénica com carbamazepina séo:
vertigens, sonoléncia e disturbios da funcéo cerebelar e oculomotora (ataxia, nistagmo e
diplopia), arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva (raro), deplecdo da
medula 6ssea incluindo anemia aplastica, ictericia, colestética e hepatocelular, reagcdes
dermatolégicas, nefrite tubulo-intersticial, edema e hiponatremia (ARAUJO, 2010).

O metabdlito carbamazepina 10,11-epdxido tem sido incriminado como tendo um
papel-chave na inducdo aos efeitos colaterais, especialmente severas reacodes
cutaneas. A 9-acridina carboxialdeido e a iminoquinona sdo metabdlitos reativos,
enquanto 9-hidroximetil-10-carbamoil-acridan (Acridan 9) € somente suspeita, devido a
semelhanca estrutural (BRETON et al., 2005)

O lorazepam pode causar, entre outros sintomas, vertigem, distirbios visuais,
convulsBes/crises convulsivas, amnésia, alucinacdes, depressao respiratéria (LIMA,
2009).

3.5.4 Ecotoxicidade dos ansioliticos e antiepilépti  cos

Segundo Boyd & Furlong (2002), muitos compostos farmacéuticos podem ser
bioacumulaveis e afetar organismos aquaticos através da alteracdo de processos
fisiologicos e fungdes reprodutivas. Estudos demonstraram que muitos farmacos além
de causarem efeitos a nivel de células embrionarias humanas também podem ser
especialmente perigosos para organismos aquaticos tanto em aguas doces como em
ambientes marinhos, podendo ainda serem persistentes em solos e/ou sedimentos
(JONES et al., 2004; ROQUE, 2009).

A ecotoxicologia aquatica é uma area especializada da toxicologia ambiental que
concentra seus estudos nos efeitos ocasionados por agentes fisicos e quimicos sobre a
dindmica das populacbes e comunidades integrantes dos ecossistemas existentes
(COSTA et al., 2008).

Desta forma, estudos ecotoxicoldgicos permitem avaliar os danos ocorridos nos
diversos ecossistemas pés-contaminagéo e, também, prever impactos futuros, quando
da comercializacdo de produtos quimicos e/ou lancamentos de despejos (ZAGATTO,
2006).
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Através de testes de toxicidade, realizados sob condicbes experimentais
especificas e controladas, pode-se estimar a toxicidade de substancias em efluentes
industriais e amostras ambientais (aguas ou sedimentos). Os estudos de toxicidade néo
permitem obter uma resposta absoluta sobre o risco que uma determinada substancia
apresenta para a populacdo humana, uma vez que € muito dificil extrapolar para os
seres humanos os resultados de toxicidade obtidos para os organismos em laboratério e
até mesmo correlacionar os resultados de toxicidade entre organismos de diferentes
espécies (COSTA et al., 2008).

A utilizacdo de bioindicadores contribui bastante para estudos quanto a toxicidade
de efluentes industriais, principalmente os gerados nas industrias texteis; papel e
celulose. Para estes estudos sao utilizados microcrustaceos, rotiferos, algas, bactérias e
peixes como bioindicadores, bem como parametros fisicos e quimicos como Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Oxigénio
Dissolvido (OD), Carbono Organico Total (COT), pH e Condutividade s&o relevantes
para o monitoramento da qualidade e toxicidade de efluentes gerados pelas industrias.
Portanto, servem como critério para determinar a eficiéncia dos tratamentos de efluentes
e estabelecer concentracdes permissiveis para seu descarte (BAPTISTA et al., 2000).

Diversos pequisadores identificaram a presenca de farmacos e seus metabdlitos
em ambientes aquaticos em varias partes do mundo, como Alemanha, Brasil, Canada,
Holanda, Inglaterra, Italia, Suécia, Estados Unidos e Reino Unido (BILA & DEZOTTI,
2003; DBSKA et al., 2004).

A carbamazepina é um dos farmacos mais frequentemente detectados em aguas
residuais, em estacdo de tratamento de efluentes e em &guas de rio; porém, nao
existem dados sobre o destino de seus metabdlitos no meio ambiente. Por causa da alta
proporcao de seus metabdlitos em fluidos biologicos, existem razdes para se suspeitar
gue estardo presentes em esgotos domeésticos e no ambiente aquatico (MIAO &
METCALFE, 2003). Heberer (2002) identificou residuos de carbamazepina em aguas
superficiais (1,07 yg L) em Berlim.

Embora existam relatos que indicam que a carbamazepina cause alteracbes
sobre rins, figado e branquias de peixes, nao foram verificados riscos toxicologicos em
nenhum dos microorganismos estudados por Ramaswamy et al. (2011) em &aguas
superficiais e sedimentos dos rios Kaveri, Vellar e Tamiraparani, € no mangue

Pichavaram na india.
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Na revisdo feita por Fent et al. (2006) foi relatado que o diazepam e a
carbamazepina podem ser potencialmente perigosos para 0S organismos aquaticos
sendo que a Daphnia magna foi mais afetada do que outras espécies, e a toxicidade
aguda da carbamazepina foi atingida utilizando uma concentracdo de 17,2 mg L™, nédo
sendo conhecidas as razGes para a maior susceptibilidade.

Ferrari et al. (2003) relataram que dentre todos os farmacos detectados na maior
parte dos efluentes, a carbamazepina parece ser um dos compostos mais perigoso para
0 ecossistema aquatico. Nos testes realizados em dafnias, zebrafish e anfibios
constataram que a carbamazepina apresentou toxicidade moderada na faixa de 74-138
mg L™

Andreozzi et al. (2002) avaliaram a capacidade da carbamazepina de se
acumular em algas, realizando ensaios biol6gicos com Ankistrodesmus braunii e
Selenastrum capricormutum provenientes de culturas de Cumbria no Reino Unido e na
Universidade do Texas (EUA), respectivamente. Foi constatado que o composto nao
apresenta efeitos toxicos sobre as algas estudadas, porém salientam a necessidade de
serem avaliados os efeitos em outros organismos aquaticos.

Quinn et al. (2008) realizaram um ensaio de regeneracdo com a Hydra attenuata
para identificar o potencial teratogénico de 10 produtos farmacéuticos encontrados em
efluentes de uma grande estacéo de tratamento de aguas residuais. Foi constatado que
com a presenca da carbamazepina ocasiona um aumento da regeneracao indicando um
fraco poder teratogénico.

Nunes et al. (2006) investigaram os efeitos toxicos agudos do diazepam sobre a
Artemia parthenogenetica onde verificaram sua interferéncia nos neurotransmissores
causando a inibicdo da enzima colinesterase.

Santos et al. (2010), realizaram uma revisao da literatura e encontraram relatos
de que a carbamazepina é letal para Zebrafish na concentracdo de 43 ug L™ e produz
alteracdes sub-letais em Daphnia sp em 92 pg L™. Numa concentracdo acima de 12,7
mg L! acarreta a inibicio do crescimento da D. magna. O valor de ECsy foi
aproximadamente 13,8 mg L™ apds 48 h de exposicéo. As fémeas da D. pulex expostas
a 1 pg L™ mostraram uma tendéncia para amadurecer e se reproduzir mais cedo.
Também houve alteracbes em tecidos de rim, figado e nas branquias de carpas

induzidas por este farmaco.



28

3.6 Metodologias para a analise de Farmacos

Muitos contaminantes estdo presentes no meio ambiente ao nivel de tracos (nha
faixa de ng L™ a ug L™Y). Este fato, associado & complexidade da matriz (efluentes e
afluentes de esgoto, agua de superficie, sedimento), demanda gastos e investimentos
elevados em trabalho analitico. Outra dificuldade é que muitos farmacos séao
parcialmente metabolizados no organismo e o0s metabdlitos também podem ser
perigosos quando lancados no meio ambiente. O desafio, portanto € desenvolver e
validar métodos analiticos que possam determinar baixas concentracdes de farmacos e

seus metabdlitos em matrizes ambientais (SUCHARA, 2007).

3.6.1 Preparacdao, extracao e pré-concentracdo da am ostra

Devido a complexidade das matrizes ambientais, faz-se necessaria a utilizacdo
de técnicas que possibilitem um tratamento prévio das amostras, que abrange as etapas
de extracdo, pré-concentracdo e clean-up, para eliminacéo de interferentes (separagéo),
aumentando a sensibilidade e seletividade analitica da deteccdo e quantificacdo dos
analitos (SUCHARA, 2007).

Varias técnicas tém sido utilizadas para diminuicdo dos interferentes como:
extracdo liquido-liquido através do uso de solventes organicos, porém apresentam
alguns inconvenientes, como a formacao de emulséo, utilizacdo de grandes volumes de
solventes e geracdo de grande quantidade de residuos. Outra técnica muito utilizada € a
extracdo em fase sdlida (SPE) que utiliza uma quantidade menor de solvente, porém
requer uma etapa de concentracdo do extrato, isto ndo é aplicavel a substancias com
volatilidade alta (GOMEZ et al.,, 2006; SUCHARA, 2007; UNCETA et al., 2010;
MARTINS, 2010).

Recentemente, as microtécnicas tém sido utilizadas para analise de amostras
ambientais tais como: a microextragdo em fase solida (SPME) que pode ser utilizada em
analitos de baixa e média polaridade, em amotras aquosas ou gasosas em uma fibra
polimérica solida. A extracdo ocorre por difusdo passiva e determinada pelo coeficiente
de particdo do analito entre a fibra e a amostra. Outra técnica bastante utilizada € a
extracdo por sorcdo em barra de agitacdo (SBSE) (GOMEZ et al., 2006; SUCHARA,
2007; UNCETA et al., 2010; MARTINS, 2010).
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Novas tecnologias tém sido empregadas para o preparo de amostras baseadas
na minimizacao do uso de solventes organicos para a extracdo de compostos organicos
como, por exemplo, o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe), cuja traducao significa rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro. Tem sido
largamente empregado para determinacdo de residuos em matrizes complexas. O
método baseia-se no uso de sulfato de magnésio e cloreto de sédio para
extracdo/separacao por salting out dos compostos de interesses e utilizacdo de extracao
em fase sélida dispersiva para a limpeza das amostras (PRESTES et al., 2009;
MARTINS, 2010; RODRIGUES et al., 2011; MOREIRA et al., 2012).

A microextracdo em fase liquida (LPME, do inglés Liquid Phase Micro Extraction)
€ outra alternativa para miniaturizagdo do procedimento de extracdo requerendo
somente 1 microlitro para extracdo dos analitos de amostras aquosas. A microextracao
em gota Unica ou micro extracdo em gota suspensa (SDME, do inglés single drop micro
extraction) foi desenvolvida como um procedimento miniaturizado de pré tratamento de
amostra utilizando solvente (MARTINS, 2010).

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive liquid-
liquid micro extraction) utiliza um solvente dispersivo, miscivel no solvente extrator (fase

organica) e na amostra (fase aquosa) (MARTINS, 2010).

3.6.1.1 Extracdo em fase solida

A extracdo em fase soOlida é uma das ferramentas mais empregadas, para
extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos presentes em matrizes complexas
(QUEIROZ et al., 2001; SUCHARA, 2007).

A SPE emprega sorventes recheados em cartuchos (formado por um tubo de
polipropileno) contendo cerca de 50 a 500 mg de sorvente, com 40-60 um de tamanho
de particula, fixado no tubo através de dois filtros, estes sdo constituidos de
politetrafluoretileno (teflon) ou fibras de vidro, flexiveis, embebidas ou impregnadas com
a fase estacionaria (QUEIROZ et al., 2001).

Em geral, os procedimentos de SPE contém 5 etapas:

) Ativacdo do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis;

1)) Condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as

forcas do solvente de eluicdo com o solvente da amostra;
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) Introducdo da amostra, quando ocorre a retencdo do analito e, as vezes,

de alguns interferentes;

IV)  Limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o

analito;

V) Eluicdo e coleta do analito.

Os mecanismos de separagao usados em SPE sdo os mesmos da cromatografia
liguida: adsorcao, particdo (fase normal e reversa), troca idnica e exclusdo por tamanho
(SUCHARA, 2007; CARDOSO, 2011).

A adsorcdo € muito utilizada na separacdo de compostos polares. Dentre os
adsorventes mais usados estédo a silica ((SiO2)n-OH), alumina ((Al.O3),) e o silicato de
magnésio - florisil® (Mg.Al(SiO4),) sendo muito empregado em analise de residuos de
farmacos. No entanto, o florisil, por ser mais polar, pode provocar adsorcao irreversivel
do analito de interesse em sua superficie (SUCHARA, 2007).

Os sorventes que empregam o0 mecanismo de particdo sao preparados a partir da
silica utilizada em processos de adsor¢do, onde geralmente ela reage com um derivado
clorado do grupo siloxano, ligando o grupo alquilico (R) do reagente a estrutura basica
da silica. A escolha do grupo R definira se a fase preparada sera polar ou fase normal
(R=OH, CN, NH,) ou apolar, e assim fase reversa (R= Cg, Cg, C,) (SUCHARA, 2007).

A extracdo em fase soélida apresenta uma grande variedade de fases extratoras,
resultando em diferentes tipos de interacbes com os analitos favorecendo, desta forma,
a seletividade analitica; possibilita a automacédo das analises e o acoplamento com
técnicas cromatogréaficas. Entretanto, tem apresentado algumas limitagcdes como o
bloqueio dos poros da fase extratora pelos componentes da matriz, utilizacdo de
solventes organicos para a eluicdo, variacbes analiticas entre cartuchos extratores e
varias etapas operacionais para sua execucao (ALVES, 2006)

Estudos visando desenvolver fases extratoras de SPE com aplicacbes mais
especificas constantemente sao desenvolvidos. Um exemplo séo as fases poliméricas,
baseadas em polimeros tipicamente compostos de ligagdes altamente entrecruzadas de
poliestireno-divinilbenzeno (PSDVB ou SDB). Os solventes poliméricos sé&o
recomendados para substancias de média a alta polaridade, nos quais eles podem
apresentar recuperacdo maior que em sorventes de alquil silica de fase reversa
(SUCHARA, 2007).

Kasprzyk-Hordern et al. (2007) desenvolveram um método para determinagéo de

28 compostos farmacéuticos e drogas ilicitas em aguas superficiais. A maior dificuldade
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com a analise multi-residuo de produtos farmacéuticos sdo as diferentes classes
terapéuticas. Desta forma foram avaliados diferentes sorventes:

- Oasis HLB, 60 mg - constituido por dois monémeros, um hidrofilico (N-
vinilpirrolidona) e um lipofilico (divinilbenzeno) - aplicacdo para compostos acidos,
neutros e basicos;

- Oasis MCX, 60 mg — composto por um sorvente polimérico de troca catidnica
forte construido sobre o compolimero HLB - aplicacdo para compostos basicos;

- Oasis MAX, 60 mg - composto por um sorvente polimérico de troca anibnica
forte forte construido sobre o compolimero HLB aplicacdo — aplicacdo para compostos
acidos;

- Oasis WCX, 60 mg - composto por um sorvente polimérico de troca catiénica
fraco construido sobre o compolimero HLB - aplicacdo para compostos basicos fortes;

- Oasis WAX, 60 mg - composto por um sorvente polimérico de troca anibnica
forte fracos construido sobre o compolimero HLB aplicacédo — aplicacdo para compostos
acidos fortes;

- Chromabond C18ec, 200 mg — sorvente de silica encapada de fase reversa-
aplicacdo para compostos nao polares;

- Isolute, ENV+, 100 mg — resina apolar construida em sorvente de divinilbenzeno
e poliestireno hidroxilado - aplicagéo de largo alcance;

- Isolute, HCX, 200 mg — a base de silicas de sorvente misto contendo cadeias
octil (Cg ndo encapada) e sorvente de troca catidnica forte (SO3) — aplicacdo compostos
apolares e basicos;

O sorvente Oasis MCX demonstrou ser o mais eficaz para estudar produtos
farmacéuticos em pH acido (pH 2,5) (KASPRZYK-HORDERN et al., 2007).

Gruji¢c et al. (2009) realizaram a andlise de dezenove farmacos, de classes
terapéuticas diferentes, em aguas superficiais e subterraneas. Para a extracdo dos
compostos avaliaram dez cartuchos de SPE diferentes. Sendo que os melhores
resultados foram obtidos com sorvente Oasis HLB. Outros parametros foram avaliados e
otimizados como o pH da amostra de agua, o volume de solvente de eluicdo e o volume
da amostra. As melhores condi¢des para o procedimento de SPE foram a pH ~7,5, ou
seja, sem ajuste de pH, e em pH 3, dependendo do analito.

Wu et al. (2008) avaliaram uma metodologia para multiresiduos de diversas
classes de farmacos através da utilizacdo de diferentes sorventes poliméricos. Os

sorventes utilizados foram: Oasis HLB, Strata-X (uma resina de polidivinilbenzeno
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modificado com grupos piperidona) e Bond Elut Plexa (resina polimérica com exterior
hidroxilado e estrutura de poros). Foram avaliados em 3 diferentes pH 3, 5 e 7. Os
melhores resultados foram obtidos utilizando Oasis HLB (em pH 3 e 5) e Strata X (em

pH 5) com recuperacdes maiores que 70%.

3.6.2 Técnicas cromatograficas

A analise de farmacos requer ferramentas analiticas sensiveis e eficientes para
providenciar dados de confianca na separacao, identificacdo e quantificacdo de varias
moléculas. As técnicas cromatograficas mais utilizadas para analise de farmacos em
amostra ambiental e biolégica sdo: a cromatografia liquida (LC) e a cromatografia
gasosa (GC), sendo que a decisdo entre usar LC ou GC é usualmente baseada nas
caracteristicas fisico-quimicas do analito (ROQUE, 2009).

As duas técnicas oferecem detectores bastante eficientes para uma deteccao
adequada dos analitos. Para andlises por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) os detectores mais comuns sdo o detector espectrofotométrico de absorcéo no
Ultravioleta-visivel (UV-VIS), detector de Arranjos de Diodos (DAD) e detector de
Fluorescéncia (FLD). Na GC tem-se o detector por ionizagdo em chama (FID) e o
detector de captura de elétrons (ECD). Além desses detectores pode-se destacar 0 uso
de espectrometro de massas (MS) e espectrobmetro de massa em série (MS/MS)
(SUCHARA, 2007).

3.6.2.1 Cromatografia Liquida

A necessidade de técnicas com a habilidade de separar e analisar amostras
complexas. E um método fisico-quimico de separacdo, no qual a separacdo de um
equilibrio de distribuicdo do soluto entre duas fases: uma fase fixa (estacionaria) e uma
fase movel. Assim, a fase movel é bombeada constantemente através da coluna
cromatografica, onde ocorrera a separacao A cromatografia liquida é utilizada na analise
de farmacos pelo fato de ndo necessitar volatilizar o composto, ndo correndo, assim, 0
risco de perder o analito e também pelo fato de ndo necessitar o uso de solugdes
derivatizantes, as quais geralmente sdo substancias de alta toxicidade (SUCHARA,
2007).
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A instabilidade térmica da carbamazepina faz a utilizacdo do HPLC mais atraente
do que a cromatografia gasosa, que, além disto, exige um procedimento de
derivatizacdo complicado. Alguns métodos de HPLC com ultra-violeta ou espectrometria
de massa, para a determinacdo de carbamazepina em fluidos biolégicos (plasma, urina)
foram publicados. Envolveram a quantificacdo da carbamazepina e de seus principais
metabdlitos (CBZ-EP, 10-OH-CBZ, DIOH-CBZ) (BRETON et al., 2005; ZHU et al., 2005).

a) Cromatografia liquida com deteccao por UV

A determinacdo de ansioliticos e antiepilépticos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo por ultravioleta € uma metodologia amplamente utilizada, por
ser um ensaio barato e facil.

Borges et al. (2009) determinaram simultdneamente 7 benzodiazepinicos
(flunitrazepam, clonazepam, oxazepam, lorazepam, clordiazepéxido, nordiazepam e
diazepam) em plasma humano, usando SPE e detec¢éo por HPLC-UV em 245 nm. O
LOQ foi de 30 pg L™. Os autores Muchohi et al. (2005) determinaram lorazepam em
plasma humano utilizando HPLC-UV e o LOQ foi de 10 ug L™.

Mostardeiro (2001) desenvolveu uma metodologia para identificagcdo e
quantificacdo de carbamazepina e carbamazepina-10,11- epoxido em plasma humano
utilizando SPE e HPLC-UV. O LOQ foi de 0,25 pg L™ para carbamazepina e de 0,50 ug
LY para carbamazepina 10,11-epéxido. Yoshida et al. (2006) determinaram
simultaneamente carbamazepina e seu metabdlito carbamazepina-10,11-epdxido
utilizando HPLC-UV em 215 nm.

Jinno et al. (1998) investigaram a determinacdo de benzodiazepinicos em urina
humana através da quantificacdo em HPLC-UV e comprimento de onda de 220 nm.
Enquanto Solleu et al. (1993) e Heizmann et al. (1984) e Al-Hawasli et al. (2012)
desenvolveram uma metodologia por HPLC-UV para determinar bromazepam em
plasma em 240 nm.

Nos experimentos realizados com ratos por Mercolini et al. (2009) para investigar
a eficacia do tratamento com diazepam, os pesquisadores determinaram diazepam e
seus metabdlitos no tecido cerebral e plasma utilizando HPLC-UV. Azzan et al. (1998)
também utilizaram HPLC-UV para analisar clonazepam, diazepam e seus metabdlitos

em amostras de urina e plasma.
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b) Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
representa uma importante ferramenta analitica para a determinacdo de farmacos, seus
metabdlitos e os produtos de degradacdo. Considerada atualmente como melhor técnica
de deteccdo para cromatografia, devido a alta sensibilidade em pequenas
concentragdes, bem como pelo fornecimento de informagdes quantitativas e qualitativas
dos compostos separados no cromatégrafo, a espectrometria de massas também
permite a distingdo de diferentes substancias com o mesmo tempo de retencéo (ALVES,
2006; OLIVEIRA, 2010).

O ponto critico da técnica LC-MS seria a incompatibilidade relacionada a vazao
do eluente do sistema cromatografico com relacdo a velocidade de bombeamento do
sistema de vacuo. As vazdes utilizadas para o HPLC sao relativamente grandes, sendo
imposivel bombear o eluente para dentro do detector de massas. Desta forma, para o
acoplamento do cromatégrafo a espectrometria de massas foi nescessario o
desenvolvimento de interfases e de formas de ionizacdo alternativas (HARRIS, 2003;
CHIARADIA, 2008).

O espectrdmetro de massas € composto por uma fonte de ions, no qual ocorre a
ionizacao dos analitos; o analisador, que faz a separacgéo dos ions; e o detector, que faz
a geracao de sinais elétricos que sdo mensuraveis (HARRIS, 2003; OLIVEIRA, 2010).

As moléculas da amostra sdo analisadas através de dois modos de ionizagao:
eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospray lonization) ou ionizagcdo quimica por
pressdo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization)
(HARRIS, 2003).

Foram determinados a carbamazepina e oito metabdlitos simultaneamente por
cromatografia liquida-espectrometria de massas tandem com ionizacdo por
eletronebulizacdo:  carbamazepina-10,11-epoxido,  10,11-diidro-10,11-trans-hidroxi-
carbamazepina (DIOH-CBZ), 10-hidroxi-10,11-dihidro-CBZ (10-OH-CBZ), 2-hidroxi-
carbamazepina (2-OH-CBZ), 3-hidroxi-carbamazepina (3-OH-CBZ), iminostilbeno (IM),
acridona (AO), acridina (Al), iminoquinona em plasma humano (BRETON et al., 2005;
ZHU, et al., 2005).
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c) lonizacéo por eletronebulizacao

E uma técnica apropriada para determinacdo da massa molar e da estrutura. E
preferencialmente aplicada para analise de moléculas ibnicas grandes ou ions pequenos
com uma Unica carga, podendo ser usada no modo positivo ou negativo. Esta técnica
gera, em solucdo, ions dos analitos antes que eles cheguem ao espectrobmetro de
massas (HARRIS, 2003; CHIARADIA, 2008).

A ionizacao por eletronebulizacdo envolve a formagéo de um spray eletrostético,
a partir do qual séo geradas pequenas gotas carregadas e destas sao liberados os ions.
A implementacdo de uma fonte de ESI é relativamente simples, comparando-se com
outras fontes para espectrometria de massas. E necessaria uma fonte de alta tensdo
(1000 a 7000 V) gue esteja em contato com a solucéao contendo eletrolitos (MORAES &
LAGO, 2003).

O eluato é pulverizado (nebulizado) dentro de uma camara que esta sob pressdo
atmosférica. Na presenca de um forte campo eletrostatico e de um gas aquecido,
promove a aglomeracdo do solvente dentro da gota para a evaporacao. Os ions séo
transportados ao analisador de massas através de uma série de estagios de vacuo e
elementos idnicos que focam o caminho (HARRIS, 2003).

O sistema de ionizacéo por eletronebulizacdo pode ser definido com um circuito
elétrico que encaminha os ions formados em solucdo para a fase gasosa. Nesse
processo, o0 analito, inicialmente em solucéo, forma ions carregados em solucdo que
posteriormente serdo analisados de acordo com suas respectivas razées massa/carga

no espectrometro de massas (OLIVEIRA, 2010).

d) lonizac&o quimica sob pressao atmosférica (APCI)

E uma técnica apropriada para determinacio de massas molares menores do que
2000 unidades bem como a determinacdo da estrutura molecular. E aplicada para
analise de moléculas idnicas, polares e apolares, podendo ser usado no modo positivo e
negativo.

No modo APCI, o eluato é vaporizado através de um vaporizador aquecido
(normalmente de 250 a 400 °C), sob pressdo atmosférica. O aquecimento vaporiza o
liquido, e as moléculas do solvente na fase gasosa sdo ionizadas por descarga de

elétrons a partir uma agulha condutora. Entdo, os ions do solvente transferem cargas
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para as moléculas do analito através de reacdes quimicas (HARRIS, 2003 APPLIED,
2003).

Analisadores triplo quadrupolo

Consiste de dois analisadores quadrupolo que tem entre eles uma cela de
colisdo. O quadrupolo é constituido de 4 hastes. Os pares opostos das hastes estdo
conectados eletricamente e uma voltagem com radiofrequéncia de 180° fora da fase é
aplicada entre eles (CHIARADIA et al., 2008).

A principal vantagem para o seu emprego estd na alta sensibilidade e
seletividade. Pode operar em modos diferentes que sdo scan do ion-produto, scan do
ion-precursor, perda neutra, além do modo MRM (monitoramento de reacdes multiplas).
O MRM é sem duvida o mais conveniente para os farmacos em estudo e o0 modo mais

usado de operacdo para analise de contaminantes (HARRIS, 2003).

Analisadores quadrupolo-trap (  Q-Trap)

O “ion-trap” (armadilha de ions) € um quadrupolo tridimensional que “captura”
todos os ions que sao introduzidos em seu interior e 0s mantém “aprisionados” até que
uma determinada radiofrequéncia seja aplicada e torna os ions de certa razao m/z
instaveis, de forma que sao libertados do “trap” (ALVES, 2006; CHIARADIA et al., 2008).

A selecdo, a decomposicao e a subsequente andlise dos ions sdo realizadas na
mesma parte do instrumento, de maneira que estes processos ocorrem separados
apenas pelo tempo. Para isso, o armadilha de ions é ajustado para capturar todos 0s
ions que entram no espectrémetro de massas e 0s ions de m/z que ndo interessam s&o
levados a instabilidade para ocasionar sua ejecdo do “trap”. Enquanto que os ions
remanescentes sao dissociados. Os ions produzidos na dissociacdo do ion de m/z
selecionado tornam-se sequencialmente instaveis e sao liberados do trap para gerar o
espectro de massas (CHIARADIA et al., 2008).

O principio do armadilha de ions consiste de dois eletrodos hiperbdlicos
fechados, que normalmente estdo sob potencial zero e duas secdes hiperbdlicas
fechadas centradas em direcdo ao anel do filamento do eletrodo no qual € aplicado um
potencial para gerar o campo eletrostatico do quadrupolo. Todos os ions formados pelo

pulso de elétrons, ou outro método de ionizacdo, sao aprisionados dentro do eletrodo
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pela aplicacdo de uma tensdo durante a ionizagdo. Uma mudanca nas tensdes

aplicadas no anel do eletrodo faz com que os ions passem a adotar uma trajetéria

(174

instavel e saiam do “i

detectados (ALVES, 2006).

on trap” na ordem crescente da razdo m/z quando podem ser

Monitoramento de Rea¢des Multiplas

No modo de operacdo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM, do inglés
Multiple Reactions Monitoring) o espectrometro é programado de forma que dois ou
mais ions s&o separados e fragmentados novamente. E possivel analisar multianalitos
dentro de uma andlise, uma vez que, permite a identificacdo e separacdo de cada
transicdo monitorada. O MRM aumenta a seletividade da espectrometria de massas
para determinados analitos e melhora a sensibilidade, diminuindo a resposta dos
interferentes a tudo o que interfira na medida, reduzindo o ruido de fundo (HARRIS,
2003).

Varredura dos ions produzidos (do inglés “  product-ion scan ")

Nesta varredura, considerando-se um espectrometro de massas do tipo triplo
guadrupolo, no primeiro estagio (EM1) é isolado o ion de interesse que, em seguida, é
fragmentado na cela de colisdo. No segundo estagio do espectrometro de massas
(EM2) é feita a varredura dos ions produzidos a partir da fragmentacdo do ion de
interesse isolado em EM1 para obtencdo do espectro de massas. Esta técnica também
pode ser realizada no “ion-trap”.

3.7 Técnicas hifenadas para determinacdo de farmaco s psicoativos e seus

metabdlitos

3.7.1 Determinacdo em amostras biolégicas

Inimeros trabalhos encontrados na literatura relatam a determinacdo de
ansioliticos, antiepilépticos e seus metabdlitos em amostras bioldgicas (Tabela 3).
Atualmente o uso do LC-MS/MS com ionizagdo ESI no modo positivo e MRM para a

determinacao destes farmacos vem aumentando consideravelmente.
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Abbara et al. (2008) analisaram diazepam em plasma humano, Zhu et al. (2005)
determinaram carbamazepina e seu metabdlito carbamazepina 10,11-epdéxido em
plasma de ratos.

Villain et al. (2005) e Kim et al. (2011) determinaram benzodiazepinicos e seus
metabdlitos em cabelo humano. Smyth et al. (2000) analisaram por ESI dezesseis
farmacos derivados dos 1,4-benzodiazepinicos e suas fragmentacdes subsequentes
foram investigadas usando um espectrometro de massa armadilha de ions. O produto
sequencial dos experimentos de ions de fragmentacéo foi realizado com a finalidade de
elucidar as vias de degradacao destes compostos.

Cheze et al. (2004) analisaram bromazepam e seu metabdlito o 3-hidroxi-
bromazepam, e também clonazepam e o seu metabdlito o 7-aminoclonazepam em
amostras de urina. Determinaram também bromazepam e 7-aminoclonazepam, em
amostras de cabelo enquanto o clonazepam nao foi detectado.

Ishida et al. (2009) desenvolveram um meétodo rapido para fazer um “screening”
de 43 benzodiazepinicos e seus metabdlitos em plasma humano utilizando A
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (do
inglés - high pressure liquid chromatography - UPLC-MS). Xiang et al. (2011) analisaram
benzodiazepinicos e seus metabolitos em amostras de cabelo e sangue.

Breton et al. (2005) determinaram carbamazepina e seus metabdlitos:
carbamazepina 10,11-epoxido, iminostilbeno, acridona, e acridina em plasma humano.
Também foram determinados em amostras de cabelo o bromazepam e 7-
aminoclonazepam, enquanto o clonazepam néo foi detectado.

Queiroz et al. (2008) realizaram uma comparacao entre a extracao sortiva em
barras de agitacdo e extracdo liquido- liquido, para a determinacdo de carbamazepina,
carbamazepina-10,11-epdxido em amostras de plasma. As analises foram realizadas em
pacientes que utilizavam medicamentos antiepilépticos. Os resultados encontrados
foram de 10400 ng L' para a carbamazepina, 10600 ng L™ para a carbamazepina-
10,11-epoxido.

Irving & Dickson (2007) investigaram drogas sedativas através de um método de
triagem em amostras de cabelo humano e unha empregando LC-MS/MS. Kintz et al.
(2005) utilizaram a técnica por espectrometria de massas para a triagem de 17 de
benzodiazepinicos e hipnéticos em saliva (7-aminoclonazepam, 7-aminoflunitrazepam,

bromazepam, clobazam, diazepam, lorazepam, lormetazepam, midazolam,
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nordiazepam, oxazepam, temazepam, tetrazepan, triazolam zaleplon, zopiclone e
zolpidem), os limites de quantificac&o ficaram entre 100-200 ng L™.

Steentoft & Linnet (2009) realizaram pesquisas para a determinacdo de
clonazepam e 7-aminoclonazepam, em amostras de sangue de 297 pessoas que se
envolveram em casos de transito, 92 casos criminais (autores ou vitimas de um crime) e
em 140 casos “postmortem”.

Rooyen et al. (2002) determinaram carbamazepina e seu metabdlito
carbamazepina 10,11-epoxido em amostras de plasma de 22 voluntarios através de LC-
MS/MS com ionizacao por eletronebulizacdo, combinado com extracdo em fase solida.
Os resultados encontrados para carbamazepina ficaram entre 1000-1200 pg L™ e para o
metabdlito entre 75-85 pg L.

Freire et al. (2005) fizeram uma comparacdo entre a extracdo liquido-liquido
(ELL) e a extracdo em fase sélida, utilizando um HPLC-UV e comprimento de onda de
228 nm, em plasma. Concluiram que as técnicas apresentaram caracteristicas que
permitem suas aplicagcbes na determinacdo simultdnea do diazepam e seu principal
metabdlito ativo o nordiazepam.

Papini et al. (2006) utilizaram LC-MS/MS para determinagdo de lorazepam em
plasma e urina. O lorazepam é vendido comercialmente como uma mistura racémica de
enantibmeros S e R. Desta forma, os autores analisaram separadamente seus
enantibmeros. Maggs et al. (1996) investigaram a presenca de metabdlitos urinarios da
carbamazepina em pacientes epilépticos, ap6s um tratamento a longo prazo, e
obtiveram 0s seguintes metabdlitos ndo conjugados: carbamazepina-10,11-ep6xido e
trans-10,11-dihidrodiol-carbamazepina.



40

Tabela 3 — fon precursor (M+H") e ion produto (m/z) de ansioliticos, antiepilépticos e seus
metabolitos reportados na literatura.

Composto fon fon produto Metabdlitos M+H* fons (m/z) Autores
Precursor (m/z)
(M+H")
316 288/261/209 3-OH bromazepam 332 314/303/287 Chezstal., 2004
182/209 NA Villain et al., 2005
_________ NA Kim etal., 2011
Bromazepam 182 NA Muelleret al., 2005
288 NA Gruji¢ et al., 2006
318 182/209 NA Ishidaet al., 2009
317 182/209 NA Hummelet al., 2006
229/275 NA Villain et al., 2005
275/303 NA Kim etal., 2011
_________ NA Ishidaet al., 2009
Lorazepam 321 303 NA Muelleret al., 2005, Unceta
etal., 2010; Grujt et al.,
2006
275 NA
Lorazepam-glucuronideo 282 236 Irving & Dickson, 2007
257 NA e e Gruji¢ et al., 2006; Unceta
et al., 2010; Gebhardt &
Schroder, 2007
154/193 Oxazepam 269 163/241 Villain et al., 2005
287 241/269 Kim et al., 2011; Mueller gt
al., 2005
285 269 Uncetaet al., 2010
286,9 240,9/103,9  Hummelet al., 2006
287 241 Irving & Dickson, 2007
Temazepam 301 283/255 Villain et al., 2005; Kimet
Diazepam al., 2011
255 Muelleret al., 2005; Irving
&Dickson., 2007
154 . 3009 2569 Ishidaet al., 2009
Nordiazepam (N- 271 140/165 Hummelet al., 2006
————————— desmetildiazepam) Kim etal., 2011; Villainet
222 271 - al., 2005
284,9 NA Ishidaet al., 2009
285 193/221 Nordiazepam (N- 271 208/140 Mueller et al., 2005
285 193 desmetildiazepam) Hummelet al., 2006
271 140 Irving & Dickson, 2007
7- aminoclonazepam 286,1 222/250 Villain et al., 2005
270/241 121/222 Kim etal., 2011
---------- 250/222/195 Chézeet al., 2004
316 286 Ishidaet al., 2009;
Clonazepam 270 NA Uncetaet al., 2009; Mueller
et al., 2005
270 286 121 Irving & Dickson, 2007
214
e Gebhardt & Schroder 2007
220/194 NA e e Uncetaet al., 2009; Zhuet
al., 2005
194 NA e e Muelleret al., 2005; Gruji¢
et al., 2006;Kasprzyk-
) Hordern 2007,
Carbamazepina 10-11 253 236/210 Zhuet al., 2005
epoxido 180 Rooyen.t al., 2002
237 236 180 Bretonet al., 2008
Iminostilbeno 179 194 Bretonet al., 2008
) 9 — acridan 255 180 Bretonet al., 2008
Carbamazepina Iminoguinona Bretonet al., 2008
2 OH carbamazepina 253 210 Bretonet al., 2008
Acridina (Al) 180 152 Bretonet al., 2008
Acridona (AO) 196 167 Bretonet al., 2008
3 OH carbamazepina 253 210 Bretonet al., 2008
2709  2529/236  Bretonet al., 2008
10,11-Dihidro-10,11
236,9 193,9/179,1 dihidroxicarbamazepina Hummelet al., 2006
(10,11.CBZ Diol) 238,9 196/180
10,11 Dihidro-carbamazepina 271 253

(DiOH-CBZ)

Bretonet al., 2008

NA = Nao analisado
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3.7.2 Determinacdo em amostras ambientais

A literatura atualmente relata a ocorréncia de residuos de farmacos psicoativos
em amostras ambientais conforme pode-se constatar na Tabela 4. Dentre estes
compostos, o de maior ocorréncia é a carbamazepina como podemos comprovar
através do monitoramento realizado em efluentes na Itdlia, Franca, Grécia e Suécia
(ANDREOZZ] et al., 2003).

Foram feitas determinacfes deste composto em aguas subterrdneas e
superficiais, bem como em afluentes, efluentes, em estacbes de tratamento e rios da
Finlandia. Devido a alta atividade biol6gica deste farmaco pode-se considerar como
sendo um composto prejudicial ao meio ambiente (VIENO et al. 2006). Em 80% das
amostras de aguas superficiais e subterraneas analisadas na Sérvia foram detectadas
sua presenca (GRUJIC et al., 2009).

Unceta et al. (2010) desenvolveram uma metodologia para a determinacao
simultdnea de 16 compostos farmacéuticos com caracteristicas acidas e basicas em
aguas residuais urbanas, utilizando microextracdo em fase solida. Dos farmacos
psicoativos pesquisados, apenas carbamazepina foi identificada, ndo sendo detectados
lorazepam e diazepam.

Foi realizado o monitoramento de carbamazepina e diazepam (Tabela 4), através
de LC-MS/MS com eletronebulizacdo por Gebhardt & Schréder (2007) em aguas
superficiais de Aachen-Soers - Alemanha e por Busetti et al. (2009) na Australia
Ocidental em aguas residuais.

Huerta-Fontela et al. (2006) detectaram em amostras de afluente e efluente
bromazepam, carbamazepina, diazepam e lorazepam, também foram encontrados
alguns metabdlitos como a carbamazepina 10,11 epoxido e oxazepam.

Foi monitorada durante um ano a ocorréncia e a persisténcia de carbamazepina e
a carbamazepina 10,11-epdxido numa estacdo de tratamento de esgoto no sul da
Espanha (GOMEZ et al., 2007).



42

Tabela 4 - Concentracbes de ansioliticos e antiepilépticos detectados no meio ambiente,
reportadas na literatura.

Farmacos - concentracdo (n gL™)

Matriz/amostra Autores
BRZ* CBz CLzZ DzP LRZ
NA** 1400 NA  80-110 NA Aguas superficiais  Gebhardt & Schréder, 2007
NA 910-1000 NA <30 NA Aguas residuais Busetti et al., 2009
300-1200 Efluente .
NA 307 NA NA NA Afluente Andreozzi et al., 2003
NA B0 NA N NA  EMUENt o viag & Metcalfe, 2003
7 Aguas superficiais
120-310 Afluente .
NA 110-230 NA NA NA Efluente Gomez et al., 2007
290-400 Afluente ,
NA 380-470 NA NA NA , Efluente Vieno et al., 2006
ND 6-130 ND ND ND Aguas subterraneas Gruijic¢ et al., 2006
ND-3662 ND-113 ND-49 ND-502 Afluente
ND-1554 ND-175 A ND = ND-532 Efluente Huerta-Fontela et al,, 2006
16-40 ND ND Afluente
NA 10-51 NA ND ND Efluente Unceta et al., 2010
ND ND-2000 ND Afluente
ND ND-1900 NA 320-630 NA ~ Efluente Hummel et al., 2006
ND 25-80 90-400 Aguas superficiais
NA 94-152 NA ND ND-46 Efluentes Aukidy et al., 2012
NA 460-1700 NA NA NA Efluente Gasser et al.,, 2011

*BRZ=Bromazepam; CBZ=Carbamazepina; CLZ=Clonazepam; DZP=Diazepam; LRZ=Lorazepam
**NA= N&o analisado; **ND= N&o detectado.

Existe uma escassez de relatos sobre os metabdlitos de ansioliticos e
antiepilépticos destes residuos. Muitas vezes, estes metabdlitos podem ser
potencialmente toxicos. Para avaliar o risco ambiental destes residuos, ha a
necessidade de identificacdo sensivel destes compostos. Na Tabela 5 estédo
demonstrados os dados sobre a presenca de metabdlitos em amostras ambientais

Miao & Metcalfe (2003) utilizaram uma metodologia com SPE, seguida por LC-
MS/MS para a analise simultdnea de carbamazepina e cinco metabdlitos. A
determinacdo foi em aguas coletadas de estacfes de tratamento de esgoto, aguas
residuais, dguas subterraneas e superficiais. Foi detectada a presenca do metabdlito
CBZ-DiOH em niveis trés vezes mais elevado do que a carbamazepina, em todas as
amostras.

Hummel et al. (2006) determinaram residuos de carbamazepina e diazepam, bem
como de alguns de seus metabdlitos, em amostras de aguas residuais, superficiais,
subterrédneas, e potavel. Utilizaram a SPE e a deteccdo por LC-MS/MS ESI no modo ion

positivo.



Tabela 5 - Concentracdes de metabdlitos de ansioliticos e antiepilépticos detectados no meio ambiente, reportadas na literatura.

Farmacos Metabolitos Con%?gtlr_gg)o es Matriz/amostra Local Autores
4,1 Afluente Canada Gebhardt & Schroder, 2007
880-4026 Espanha Huerta-Fontela et al., 2010
Carb ina 10 11-ep6xid 52,0 Efluente Canada Gebhardt & Schroder, 2007
ar amaz‘(eg'é‘;_Eﬁ) ~epoxido 69-2377 Espanha Huerta-Fontela et al., 2010
ND Aguas superficiais Canada Gebhardt & Schroéder, 2007
300-500 Afluente .
300 Efluente Espanha Gomez et al., 2007
10,11-dihidro-10,11- 1570 Afluente
dihidroxiCarbamazepina 1325 Efluente
(CBZ-DiOH) 2,0 Aguas superficiais
hidroxi-carb ) 120 Afluente
2-hi ro?gégtzac)ma)lzeplna 130 Efluente Canada Gebhardt & Schroder, 2007
Carbamazepina ND Aguas superficiais
3-hidroxi-carb ) 94,0 Afluente
-hidroxi-carbamazepina
(CBZ-30H) 100,0 ] Efluente_ N
ND Aguas superficiais
8,5 Afluente Canada Gebhardt & Schroder, 2007
2000-3700 Alemanha Hummel et al., 2006
10,11-diidro-10-hidroxi-carbamazepina 9,3 Efluente Canada Gebhardt & Schroder, 2007
(CBZ-100H) 2000-3600 Alemanha Hummel et al., 2006
ND Aquas superficiais Canada Gebhardt & Schroder, 2007
58-140 9 P Alemanha Hummel et al., 2006
ND-92,0 Afluente
- . . ND-90,0 Efluente
Dihidro-carbamazepina (DiH-CBZ) 2.0-4.0 Agua superficiais Alemanha Hummel et al., 2006
20,0 Agua potavel
860 Afluente Alemanha Hummel et al., 2006
21-1218 Espanha Huerta-Fontela et al., 2010
Oxazepam 630 Efluente Alemanha Hummel et al., 2006
) 27-320 Espanha Huerta-Fontela et al., 2010
Diazepam 400 Aguas superficiais ~ Alemanha Hummel et al., 2006
230 Afluente
Temazepam 180 Efluente Alemanha Hummel et al., 2006
58 Aguas superficiais

ND: Nao detectado
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3.8 Validacao do método

Verificacbes precisam ser realizadas para garantir que as caracteristicas de
desempenho de um método sejam entendidas e para demonstrar que o método seja
cientificamente coerente, sob as condi¢bes nas quais ele deve ser aplicado. Essas
verificacbes sdo conhecidas como validagao (ANVISA, 2005).

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e objetivos criteriosos
para demonstrar, através da validacdo, que os métodos de ensaio que executam
conduzam a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida. Se um
método for modificado para atender aos requisitos especificos ou um método novo
for desenvolvido, o laboratério deve se assegurar de que as caracteristicas de
desempenho do método atendam aos requisitos para as operacdes analiticas
pretendidas (LEITE, 2002; LANCAS, 2004).

O procedimento de validacdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que o0s resultados obtidos s&o confiaveis e
reprodutiveis (PASCHOAL & RATH, 2008).

Os parametros basicos de desempenho do método a serem aplicadas séo:
seletividade; faixa de trabalho; linearidade; Ilimite de detecgédo; limite de
quantificacdo; exatidao; precisdo; robustez e incerteza da medi¢édo (LEITE, 2002;
LANGCAS, 2004; ALBANO & RAYA-RODRIGUEZ, 2009; INMETRO, 2011).

O efeito matriz € uma preocupacdo constante principalmente quando é
utilizada a andlise por espectrometria de massas, devido a influéncia da supressao
de ions (BUSETTI et al., 2009). Por ser uma matriz de composi¢cdo muito complexa o
efluente hospitalar pode apresentar efeito matriz, quando sdo comparados com as
solucdes padréao em solventes puros, isto pode resultar em valores inexatos (VIENO
et al., 2006; WILDE, 2011). Uma das alternativas para resolver este problema seria a
utilizacdo de padrdes deuterados homdélogos, porém devido a algumas dificuldades
de disponibilidade ou em funcdo do custo isto torna muitas vezes inviavel (BUSETTI
et al., 2009). Outra maneira de se fazer a avaliagdo do efeito matriz é através da
intensidade do sinal do analito.
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3.9 Planejamento fatorial

Nos ultimos anos, ferramentas quimiométricas tém sido frequentemente
aplicadas a otimizacdo de métodos analiticos, considerando suas vantagens como a
reducdo do numero de experimentos, que precisam ser executadas, podendo
resultar num menor consumo de reagentes e diminui¢éo do trabalho de laboratorial
(PERALTA-ZAMORA et al., 2004). Estes métodos permitem o desenvolvimento de
modelos matematicos que permitem a avaliacdo da pertinéncia, bem como a
significancia estatistica efeitos a serem estudados e a avaliacdo dos efeitos de
interacdo entre estes fatores. Quanto maior os efeitos de interagdo, maior a
diferenca que sera encontrada, utilizando estratégias de otimizacdo univariada e
multivariada. Assim, o procedimento univariado pode falhar, pois o efeito de uma
variavel pode ser dependente do nivel dos outros envolvidos na otimizagédo
(FERREIRA et al., 2007).

E por isso que os regimes de otimizacdo multivariada envolvem projetos para
que os niveis de todas as variaveis sejam alteradas simultaneamente. O primeiro
passo da otimizagdo multivariada é realizada triagem dos fatores estudados (fatorial
completo ou fraccdo fatorial), a fim de obter efeitos significativos da sistema de
andlise. Depois de determinar os fatores relevantes, as condi¢cdes O6timas de
operacdo sao obtidas usando como matriz Doehlert, delineamentos compostos
centrais (CCD) e os projetos em trés niveis, tais como a concepc¢ao de Box-Behnken
(BBD) (FERREIRA et al., 2007).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A parte experimental deste trabalho foi realizada no LATER (Laboratorio de
Pesquisa em Tratamento de Efluentes e Residuos) e no LAMIC (Laboratoério de
Andlises Micotoxicoldgicas), ambos da Universidade Federal de Santa Maria —
UFSM.

4.1.1 Aparelhos e acessorios

* Bomba de infusdo Harvard Apparatus (Holliston, MA, USA);

e Cromatografo a Liquido Agilent Série 1100 equipado com bomba binaria,
degaseificador, injetor automatico e forno para coluna (Agilent, Palo Alto, CA,
USA);

» Cromatografo Agilent Série 1200, equipado com bomba binaria G1311 A (n°
de série DE63061722), desgaseificador G1322 A (n° de série JP82011406),
injetor automatico G1313 A (n° de série DE64558038), forno para coluna
G1322 A (n° de série DE90376923, detector de Ultra violeta, Agilent (Agilent,
Palo Alto, CA, USA);

e Espectrometro de massas LC-MSD — 1100 (LC-MS), Agilent (Agilent, Palo
Alto, CA, USA);

» Cromatografo Agilent Série 1200, equipado com bomba binaria G1311 A (n°
de série DE63061722), desgaseificador G1322 A (n° de série JP82011406),
injetor automatico G1313 A (n° de série DE64558038), forno para coluna
G1322 A (n° de série DE90376923, Agilent (Agilent, Palo Alto, CA, USA),
Espectrdmetro de massas Applied Biosystems MDS Sciex APl 4000_Qtrap
MS/MS equipado com fonte de ionizacdo eletrospray (Foster City, CA,

Canadd).
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4.1.2 Reagentes e Solugdes

Os reagentes e solventes utilizados no preparo das solucdes e da fase movel
foram:

* Acetato de Amoénio, grau p.a., JT Baker — Mallinckrodt Baker (Mallinckrodt
Baker, Xalostoc, México);

« Agua ultrapura (18,2 pQcm) obtida de um sistema Milli-Q de purificagéo
(Millipore, Bedford, MA, USA).

* Metanol, acetonitrila e acido férmico, todos grau HPLC, da JT Baker
(Mallinckrodt Baker, Xalostoc, México);

* Acetato de etila grau p.a. (Tedia, USA);

« Acido acético p.a. (Tedia, USA);

» Hidréxido de sédio p.a. (Merck, Alemanha).

4.1.3 Padrdes

Os padrbes (liofilizados) bromazepam, carbamazepina, clonazepam,
lorazepam e diazepam foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), com

pureza de 99,0%.

4.1.4 Colunas cromatogréficas

- Para HPLC-UV e LC-MS: Coluna cromatografica Zorbax SB C15 5 um de 4,6
x 250 mm (Agilent, Palo Alto, CA, USA);

- Para LC-MS/MS: Coluna cromatografica Zorbax SB C;53 5 um de 4,6 x 150
mm (Agilent, Palo Alto, CA, USA).

4.1.5 Membranas de filtrac&o

Para amostras de efluentes foram utilizados na etapa de filtragcdo em papel
filtro qualitativo n°® 4 (Quimibras Inddstrias Quimicas S/A, RJ, Brasil) e membranas
de poliéster — Chromafil PET 45/15 MS (Macherey-Nagel, Diren, Germany) com
diametro de 15 mm e poro de 0,45 pm.
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4.1.6 Sorventes para extracdo em fase solida

e Cartucho comercial Chromabond C,s tamanho da particula 45 ym, 500 mg
(3 mL) (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha).

Foram preparados os cartuchos de extracdo em fase solida utilizando
diferentes sorventes (home made):

* Bond Elut C.g, tamanho da particula 50-150 um, 300 mg (Varian, Harbor
City, USA);

» Silica Gel (C.g) tamanho da particula 32-63 ym, 300 mg, e Silica Gel (Cyg)
Premium grade, tamanho da particula 40-63 uym, 300 mg Sorbent Technologies
(Merck Brasil, Jacarepagud, RJ, Brasil);

e Strata Florisil (FL — PR) tamanho da particula 75-150 um, 300mg

(Phenomenex, California, USA);
4.1.7 Amostragem
Amostragem do efluente para determinacao por HPLC-U Ve LC-MS

» Foram coletadas amostras de efluente do pronto atendimento do HUSM
durante 3 dias de 4 em 4 horas das 8:00-20:00 h.

Amostragem do efluente para determinacdo por LC-MS/  MS

» Foram coletadas amostras de efluente do pronto atendimento do HUSM e
do efluente geral durante 7 dias de 4 em 4 horas das 8:00-20:00 h.

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo das solugdes padrao
- Para o preparo da solucdo estoque foi pesado cada farmaco, e foram

dissolvidos individualmente em metanol em baldo volumétrico de 10 mL (1000 pg

L") e mantidas sob refrigeragéo & 2-5° C.
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- A solucdo intermediéria foi preparada através da diluicdo da solucdo estoque
(100 pg L™, em metanol). Esta solucéo foi usada para a fortificacdo das amostras e

preparo das diluicdes para as curvas analiticas.

4.2.2 Determinacdo de ansioliticos e antiepiléptico s utilizando cromatografia

liquida com detecc¢éo por UV

4.2.2.1 Avaliagao de sorventes confeccionados home-made para extracdo em
fase sdlida

Para a confeccdo dos cartuchos de extracdo em fase solida utilizou-se um
tubo de polipropileno onde foi colocado um filtro de polietileno dentro do cartucho
vazio e a seguir foram pesados 300 mg de sorvente (conforme item 4.1.6), entre dois
filtros de polietileno, também foi utilizado uma coluna de SPE C;g (Chromabond C;g)
contendo 500 mg de sorvente. O experimento foi realizado com trés repeticbes para
cada tipo de sorvente, sendo escolhidos aqueles que apresentaram melhor
recuperacéo, para a realizacao do experimento de otimizagdo da metodologia.

Para avaliacdo preliminar utilizou-se uma aliquota de 100 mL de agua Milli-Q
e uma amostra de efluente hospitalar (coletado na canalizacdo do esgoto do PA-
HUSM), sendo fortificadas com solucdo padréo na concentracdo de 100 pg L™ (para
todos os compostos). O procedimento de extracdo foi baseado no que foi
preconizado por Shucara (2007), as amostras foram analisadas em triplicata.

4.2.2.2 Otimizacdo da metodologia

A otimizacéo foi realizada através de um planejamento fatorial com a selecéo
de quatro parametros, em diferentes niveis (Tabela 6), que poderiam afetar a
eficiéncia na extracdo e pré-concentracdo da amostra. Os parametros e niveis
avaliados foram: pH da amostra; sorvente de extragdo; volume de solvente para
eluicho da amostra e volume de capacidade do sorvente. Para otimizagdo da
metodologia foi utilizado como matriz “Branco” de agua fortificada artificialmente na

concentracéo de 100 pg L™ (para todos os compostos).
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Tabela 6 — Variaveis e niveis estudados para a otimizagdo da metodologia para a
determinacgdo dos farmacos psicoativos por SPE e HPLC-UV.

Niveis avaliados

Variaveis
-1 Ponto Central (0) +1
pH da amostra 50 7,0 9,0
Volume de solvente (mL) 2,0 3,0 50
Silica Gel (C18) )
Sorvente _ Silica Gel (Cyg) Bond Elut Cyg
Premium grade
Capacidade de sor¢céo (mL) 50,0 100,0 250,0
4.2.2.3 Quantificacdo de farmacos psicoativos utili ~ zando HPLC-UV

Foram preparadas solu¢cbes padrdo dos ansioliticos e antiepilépticos, na
concentracdo de 50 pg L™, a partir da solucdo padréo intermediaria (conforme item
4.2.1) e procedeu-se a andlise cromatogréafica para avaliar as condi¢des ideais de

trabalho.
a) Escolha da fase mével, da vazdo e do comprimento  de onda

Para a escolha da fase moével avaliou-se diferentes composi¢cdes e também
foram avaliadas as seguintes vazées 0,5; 0,6; 0,7 e 1,0 mL min™.

- Fase movel A — Modo isocrético - Acido acético 1%: MeOH (50:50, v/v) por
30 minutos.

- Fase mével B — Modo gradiente: Acido acético 1%:metanol (50:50, v/v),
durante 11 minutos, apOs passa para acido aceético 1%:MeOH (20:80, v/v) até 15
minutos; retorno propor¢ao acido acetico 1%: MeOH (50:50, v/v) por 4 minutos (para
equilibrio e estabilizagdo do sistema), totalizando um tempo de analise de 19
minutos.

- Fase mével C - Modo isocratico - Acido acético 1%:acetonitrila (50:50, v/v)
por 17 minutos.

Foram avaliados diferentes comprimentos de onda para estabelecer qual
oferecia melhor detectabilidade para a determinacdo de farmacos psicoativos,
através do espectro UV-Vis. Empregou-se uma solucdo padrdo de ansioliticos e
antiepilépticos, na concentracédo de 150 pg L™ (para todos os compostos) a partir da
solugéo padrao estoque (conforme item 4.2.1).
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b) Escolha do solvente de eluicao

Utilizou-se uma amostra de agua ultrapura e uma amostra de efluente
hospitalar (coletado na canalizacdo do esgoto do PA-HUSM), sendo fortificadas com
solucdo padrdo na concentracdo de 100 pg L. As amostras foram analisadas em
triplicata.

As seguintes composicdes de solventes foram avaliadas:

- Metanol:acetato de etila (50:50, v/v);

- Acetonitrila:acetato de etila (50:50, v/v);

- Metanol;

- Acetonitrila;

- Metanol:acido acético (0,1%) (80:20, v/v);

- Metanol:hidréxido de sédio (0,1%) (80:20, v/v).

c) Procedimentos de extracao, purificacdo e analise utilizando HPLC-UV para

ansioliticos e antiepilépticos

Para a etapa de extracdo e limpeza dos extratos contendo a mistura de
ansioliticos e antiepilépticos utilizou-se uma adaptacdo da metodologia preconizada
por Schucara (2007). Para a adequacéao da metodologia foi utilizada uma amostra de
agua ultrapura e uma amostra de efluente hospitalar (coletado na canalizacdo do
esgoto do PA-HUSM), sendo fortificada com solugcdo padrdo na concentracao de
100 pg L. Para ajuste do pH fui utilizado &cido acético (0,1%) ou hidréxido de sédio
(0,1%).

As amostras foram filtradas em papel filtro qualitativo n°® 4 e apos foram
submetidas a filtragdo a vacuo em membranas de poliéster Chromafil de porosidade
0,45 um, as amostras foram analisadas em triplicata. Na Figura 9 esté o fluxograma
da extracao em fase sélida dos ansioliticos e antiepilépticos para a determinacao por
HPLC-UV, LC-MS e LC-MS/MS.

Procedimento:

1) Utilizou-se 300 mL de efluente hospitalar do PA-HUSM mantendo-se o pH em
7,0;



2)
3)
4)
5)
6)

7

8)
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Para o condicionamento do cartucho de extracdo em fase sélida (C.s Premium)
eluiu-se 10 mL de metanol e apds 10 mL de agua Milli-Q (pH = 2,0);

As amostras foram eluidas lentamente pelo sistema Manifold;

Lavagem do cartucho com 10 mL de agua:metanol (95:5, v/v);

A secagem do sorvente foi realizada a vacuo;

A eluicdo dos compostos foi feita com 5 mL de metanol:acido acético (0,1%)
(80:20, v/v), repetiu-se novamente esta etapa (2 vezes);

Juntaram-se 0s eluatos e evaporou-se com o auxilio de uma chapa de
aquecimento (50 °C) e fluxo de nitrogénio.

A reconstituicao do extrato foi feita com 500 pL de metanol.

10 mL metanol + 10 mL agua Milli-Q (pH = 2,0)

(Condicionamento)

L|

HPLC-UV: 300 mL efluente hospitalar - pH 7,0
LC-MS: 200 mL efluente hospitalar - pH 7,0
LC-MS/MS: 100 mL efluente hospitalar - pH 7

|_I

Lavagem do cartucho 10 mL de agua:metanol (95:5, v/v)

I—l

Secagem sorvente a vacuo

—
5 mL de metanol:acido aceético (0,1%) (80:20, v/v) (Eluigcao)

IJ

Evaporacéo eluato
£

Ressuspenséo extrato (500 uL de metanol)

Figura 9 — Fluxograma da extracdo em fase sélida dos ansioliticos e antiepilépticos para a
determinacéo por HPLC-UV, LC-MS e LC-MS/MS.

Obs.: Volume de efluente utilizado:

- para determinag&o por HPLC-UV = 300 mL,; fator de concentragéao 600 vezes;

- para determinacgéo por LC-MS = 200 mL; fator de concentracéao 400 vezes;

- para determinacéo por LC-MS/MS = 300 mL; fator de concentracdo 200 vezes.
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d) Determinacdo da concentracdo de bromazepam, carb amazepina,
clonazepam, lorazepam e diazepam no efluente PA-HUS M por HPLC-UV

Os experimentos foram realizados utilizando-se amostras do efluente lancado
pelo Hospital Universitario da Universidade de Santa Maria (HUSM) coletadas no
Ponto A — Efluente do Pronto Atendimento (PA-HUSM) de 23 a 25 de abril de 2010.

Nas determinacbes cromatograficas utilizou-se cromatografo Agilent Série
1100, equipado com bomba quaternéaria, degaseificador, injetor automatico e forno
para coluna.

As condigbes cromatograficas (conforme item 4.2.2.2) utilizadas para a
determinacao analitica das concentracées dos ansioliticos e antiepilépticos citados
foram as seguintes: coluna cromatografica Zorbax SB C18 5 um (4.6 x 250 mm) e
fase movel acetonitrila:dcido acético 0,1%, na propor¢cdo 50:50 v/v, conforme
Shucara (2007).

Operando-se com vazdo de 700 pL min™, com tempo de corrida de 17 min. O
forno da coluna foi mantido na temperatura de 40 T, o volume de injecao utilizado

foi de 20 pL. Os analitos foram detectados no comprimento de onda de 220 nm.

4.2.3 Determinacdo de ansioliticos e antiepiléptico s utilizando Cromatografia

Liguida com espectrometria de massas — LC-MS

Foram preparadas solu¢cdes padrbes dos ansioliticos e antiepilépticos, na
concentracdo de 50 pg L™* (diluicio da solucdo estoque), os procedimentos de
extracdo e purificacdo foram os mesmos descritos no item 4.2.2.2, porém o volume
de efluente utilizado foi de 200 mL (Figura 9). Os parametros do espectrémetro de
massas foram obtidos através de infusdo da solucdo padrdo dos compostos na

concentracéo de 100 pg L™

4.2.3.1 Adequacao dos parametros do espectrobmetro d e massas para a analise

de ansioliticos e antiepilépticos por LC-MS

Para a adequacdo das condicbes do espectrometro de massas (LC-MS)

foram feitas infusdes, ou seja, injecdes diretas no espectrdmetro de massas, com
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solucbes padrdes dos ansioliticos e antiepilépticos, na concentracéo de 100 pg L™,
de cada farmaco individualmente.

A partir das infus@es foi escolhido o modo de ionizacao da fonte, voltagem do
capilar, o fragmento, o ganho, o fluxo do gas de secagem, a presséo de nebulizacéo

e a temperatura do gas de secagem.

4.2.3.2 Determinacdo da concentracdo de bromazepam, carbamazepina,

clonazepam, lorazepam e diazepam no efluente PA-HUS M por LC-MS.

Os experimentos foram realizados utilizando-se amostras do efluente lancado
pelo Hospital Universitario da Universidade de Santa Maria (HUSM) coletadas no
Ponto A — Efluente do Pronto Atendimento (PA-HUSM) de 09 a 11 de outubro de
2011.

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo Agilent
Série 1100, equipado com bomba quaternaria, degaseificador, injetor automatico,
forno para coluna e espectrémetro de massas (LC-MS).

Os parametros cromatograficos utilizados foram os seguintes: coluna
cromatografica Zorbax SB Ci3 5 um (4,6 x 250 mm) e fase mével acetonitrila:
acetato de amoénio 0,005 mol L™ (50:50, v/v), conforme adaptacées do método
preconizado por Marchi et al. (2009), operando-se com vazdo de 700 pL min™. O
tempo total de analise foi de 15 minutos e o0 modo de eluicdo da fase movel foi
isocratico. O forno da coluna foi mantido na temperatura de 40 C, e o volume de
injecdo utilizado foi de 25 pL. Os parametros do espectrometro de massas foram
obtidos através de infusdo da solucdo padrdo dos compostos na concentracdo de
100 pg L™

4.2.4 Determinacdo de ansioliticos e antiepiléptico s utilizando cromatografia

liquida com espectrometria de massas — LC-MS/MS

Foram preparadas solugcbes padrdo dos ansioliticos e antiepilépticos, na
concentracéo de 50 pg L™ em metanol. Os procedimentos de extracéo e limpeza dos
extratos foram os mesmos descritos no item 4.2.2.2, e o volume de efluente utilizado
foi de 100 mL (Figura 9).
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4.2.4.1 Adequacao dos parametros do espectrometro d e massas e fonte de

ionizagao

Para a adequacado das condi¢cdes do espectrometro de massas (LC-MS/MS)
foram feitas infusGes no equipamento, com solugbes padrdo dos ansioliticos e
antiepilépticos, na concentracdo de 100 ug L?, de cada farmaco individualmente.

As condicbes cromatograficas para a determinacdo analitica das
concentracfes dos ansioliticos e antiepilépticos foram as seguintes: cromatégrafo
Agilent Série 1200, equipado com bomba binaria, degaseificador, injetor automatico,
forno para coluna, espectrometro de massas APl 4000 QTrap e a coluna
cromatografica Zorbax SB C1g 5 pm e 4,6 x 150 mm.

Operou-se com vazdo de 700 pL min™, com tempo de corrida de 15 min. O
forno da coluna foi mantido na temperatura de 30 T, conforme Ishida et al. (2009).
O volume de injecéo utilizado foi de 20 pL.

Para a determinacdo dos compostos em estudo em efluente hospitalar foi
utilizado espectrémetro de massas APl 4000 _QTrap quadrupolo linear hibrido,

equipado com fonte de ionizacao electrospray (ESI) operando em modo positivo
4.2.4.2 Fase movel

Foram avaliadas diferentes concentracfes de acido férmico para composicao
da fase moével (0,5; 1 e 2%), conforme adaptacdes preconizadas por Busetti et al.
(2009) e Gebhartdt & Schroder (2007).

A fase movel utilizada foi: Fase movel A: agua:acido formico 1% (99:1; v/v) e
a fase moével B: metanol:acido formico 1% (99:1; v/v) sendo eluidas no modo
gradiente por 15 minutos, temperatura da coluna: 40 °C, na Tabela 7 estdo descritas
a composicao da fase movel.
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Tabela 7 - Composicao da fase movel para determinagéo de ansioliticos e antiepilépticos

Tempo de retencéo (min) Fase A (mL) Fase B (mL) Vaz&o (mL min™)
0,00-5,50 85,0 15,0 0,7
5,51-8,00 20,0 80,0 0,7
8,01-11,00 10,0 90,0 0,7

11,01-13,00 100,0 0,0 0,7
13,01-15,00 85,0 15,0 0,7
4.2.4.3 Determinacdo da concentracdo de bromazepam, carbamazepina,

clonazepam, lorazepam e diazepam no efluente do Hos pital Universitario por
LC-MS/MS

Os experimentos foram realizados utilizando-se amostras do efluente lancado
pelo Hospital Universitario da Universidade de Santa Maria (HUSM) em dois pontos
Ponto A — Efluente do Pronto Atendimento (PA-HUSM) e Ponto B — Efluente Geral.
As coletas foram realizadas de 29 agosto a 4 de setembro de 2011, durante 7 dias,
de segunda a domingo.

A seguir as amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.2.2.2, o
pH foi ajustado para pH 7 as amostras foram medidas em triplicata sem adi¢éo de
padrdo. Para ajuste do pH fui utilizado acido acético (0,1%) ou hidréxido de soédio
(0,1%).

4.2.4.4 ldentificacdo dos metabolitos de bromazepam , carbamazepina,

clonazepam, lorazepam e diazepam

Para a identificacdo dos metabdlitos no efluente PA-HUSM e no efluente geral
desenvolveu-se experimentos de IDA (do inglés Information-Dependent Acquisition —
informacgédo dependente da aquisi¢ao); Enhanced MS (EMS), seguido de Enhanced
Product lon (EPI); monitoramento multiplo de rea¢cdes (MRM) seguido de EPI com 3
energias de colisbes (20, 40 e 60 V); seguido de EPI e ion precursor (Pl) seguido de
EPI; o volume de injecéo utilizado foi de 25 pL.
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A coleta esta descrita nos itens 4.1.7.3 e o preparo das amostras (no item
4.2.4). As condicbes cromatograficas utilizadas na identificacdo dos metabdlitos

estdo descritas no item (4.2.4.4).

4.3 Validacdo do método de determinagdo de ansiolit  icos e antiepilépticos

Os testes foram desenvolvidos conforme a recomendacdes da ANVISA
(2005), Albano & Raya-Rodriguez (2009) e INMETRO (2011).

4.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada pelas analises dos cromatogramas de padrdes, e
comparacao com uma amostra de efluente fortificado com padréo, para verificacao
da presenca ou ndo de interferentes. Foi feita também a comparacdo da curva na

matriz (efluente) e sem a matriz.

4.3.2 Sensibilidade e linearidade

Para avaliar a sensibilidade foram elaboradas curvas analiticas de uma
solucéo de padrdes de farmacos psicoativos preparados conforme descrito no item
4.2.1 em metanol e outra curva preparada na matriz (efluente). As concentracdes
utilizadas para a confeccdo das curvas analiticas estdo descritas na Tabela 8, e
foram feitas em triplicatas.

A linearidade foi avaliada através do calculo do modelo da regresséo linear e
para verificar a auséncia de valores discrepantes e a homocedasticidade da
variancia foi feito por meio do teste de Cochran (ALBANO & RAYA-RODRIGUEZ,
2009).
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Tabela 8 - Concentracfes de padrbes de ansioliticos e antiepilépticos utilizados na
curva (ng L™).

. . Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
Metodologia Nivel (ng LP (ng L )p (ng Lp) (ng Lp ) (ng LIO)

HPLC-UV 6 2000-50000 5000-60000 2000-50000 10000-60000 2000-50000

LC-MS 7 400-12500 400-12500 400-12500 400-12500 400-12500
LC-MS/MS 7 30-1500 50-2500 30-2500 40-2500 30-2000

Obs.: As concentracdes dos padrdes utilizadas para a curva pela metodologia
HPLC-UV nao foram a mesma para todos os compostos devido a detectabilidade do

equipamento.

4.3.3 Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

A 12 etapa foi feita através das andlises independentes da curva sem matriz
com adicdo de sete concentracdes e a 22 etapa todas estas analises foram feitas em

triplicatas de sete concentragdes.

4.3.4 Limite de deteccao e limite de quantificagao

Para a determinacdo dos limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
utilizou-se como parametro de avaliacdo a relacdo sinal-ruido, pela injecdo dos
padrbes analiticos em triplicata, visando 3 vezes o sinal/ruido para o LOD e 10
vezes o sinal/ruido para o LOQ.

Para confirmacéo dos limites de deteccdo e de quantificacdo, foram feitas
sete analises independentes para atender um nivel de confianca de 99% da amostra
sem o analito e com o analito, na menor concentracéo.

Foram realizadas analises independentes de sete replicatas para atender a

um nivel de confianca de 99%.

4.3.5 Exatidao (Ensaios de recuperacéo)

Para avaliar a exatiddo do método fortificaram-se as amostras de efluente

hospitalar na faixa de concentracao descrita na Tabela 9, e analidas em triplicata
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Tabela 9 - Concentracdes de padrdes de ansioliticos e antiepilépticos utilizados na avaliagédo
dos ensaios de recuperacéo (ng L ™).

Metodologia  Nivel Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
HPLC-UV 6 2500-50000 5000-50000 2500-50000 10000-50000  2500-50000
LC-MS 7 600-10000 600-10000 600-10000 600-10000 600-10000
LC-MS/MS 7 40-1200 50-2000 40-1600 50-2000 40-2000

4.3.6 Precisao (repetitividade e precisao intermedi  aria)

O estudo da precisdo do instrumento foi realizado efetuando-se 6 injecdes de
cada concentracdo das solugbes analiticas no sistema HPLC-UV, LC-MS e LC-
MS/MS.

Para avaliar a precisdo intermediaria, as amostras foram analisadas em dias
diferentes. Para determinar a repetitividade (RSD;) e a Precisdo intermediaria
(RSDyi), foram analisadas um conjunto de amostras fortificadas em 3 niveis, cada

nivel foi analisado em sete réplicas independentes.

4.3.7 Efeito matriz

As amostras de efluente foram coletadas e filtradas (conforme item 4.1.7). Em
seguida foi realizada a técnica de SPE (conforme item 4.2.2). O célculo do efeito de
matriz sobre a determinagdo dos farmacos psicoativos foi feito conforme a Equacao
3 (VIENO et al., 2006).

— [:Arz — Abj
A

A
ME(%) = —2 -100 3)

st

Onde: - ME(%) € o efeito de matriz em percentagem;
- Astg € a area do pico do analito em solvente puro;
- A, é a area do pico da matriz enriqguecida com o analito;

- Ap € a area do pico da matriz sem enriquecimento.
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4.4 Avaliacao de risco preliminar da exposicdo de a  nsioliticos e antiepilépticos
no meio ambiente — caso HUSM

Nesse estudo uma maior atencéo foi dada aos calculos para a estimativa de
ansioliticos e antiepilépticos lancados pelo HUSM para o sistema de esgotos e em
aguas superficiais. O consumo de agua do HUSM é em torno de 1,3 m® por paciente
por dia e, segundo Vasconcelos et al. (2009), o langamento de esgoto do HUSM
possui um fluxo médio de aproximadamente 190 m? dia™. Os farmacos escolhidos
para esse estudo, bromazepam, carbamazepina, clonazepam, diazepam e
lorazepam sdo os ansioliticos e antiepilépticos mais usados pelo HUSM.

Para a predicao foram considerados alguns critérios, tal como o “pior caso”
(Carlsson et al., 2006). Para os calculos de PEC as seguintes situagBes foram
admitidas: (1) todo o farmaco receitado foi usado para o tratamento no hospital; (2) a
fracdo de farmacos excretada foi langcada no sistema de esgotos; (3) sem
transformacdes dos farmacos apds a excrecao no sistema de esgotos e (4) o padréo
de uso foi distribuido uniformemente temporal e espacialmente.

Para a predicdo em aguas superficiais, riacho ou corrego, onde os esgotos do
HUSM sé&o langados apos passar pela fossa séptica com filtro anaerdbico, o fator de

diluicao (10) foi inserido na Equacéo 2, resultando entdo na Equacéo 4.
A-E

PEC.,,h = —————
Carr. VEJ’:. . 365- D (4)

O quociente de risco de cada farmaco foi calculado dividindo PEC por PNEC.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Determinacgdo de ansioliticos e antiepilépticos utilizando HPLC-UV

5.1.1 Ensaios Preliminares

5.1.1.1 Avaliagédo dos sorvente e a da influéncia d o pH, utilizando a extragédo

em fase soélida

Uma das maiores dificuldades em desenvolver um método de anélise multi-
residuo empregando extracdo em fase sélida é encontrar o sorvente adequado, que
apresente condicdes ideais de extracdo dos compostos, de modo a promover uma
recuperacdo aceitavel para a maioria dos analitos. Neste estudo, cinco sorventes
foram avaliados (conforme item 4.2.2.1).

Na Figura 10, pode-se observar que taxas de recuperacdo dos analitos
(superiores a 80%) nao foram afetadas drasticamente pela variacdo do pH, o que
confirma os resultados encontrados por Shucara (2007). Comprova-se, também, que
o melhor desempenho foi obtido em pH 7,0, o qual apresentou uma recuperacéo de
101% (£ 5%).

- i — - -
100 e : - HS,I::a e —F

- : Faata o
= 80 1— Lo Fata
= e £
2 60 4+— Tt [ere
S s 5

= -
e e e
s T = =
= B o
S 20 + e s
L2 e e

D T i T T
Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Lorazepam Diazepam

Ansioliticos e Antiepilépticos

ppH5S ®BpH7 @pHY9

Figura 10 - Avaliagdo da variacdo do pH para a determinacdo de ansioliticos e
antiepilépticos. Condicdes: solucdo aquosa fortificadas com 100 pg L™ de padrdo (metanol).
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Com base nos resultados expostos acima, foram feitos experimentos
preliminares em que foram utilizadas como variaveis fixas: o pH 7, uso de metanol
como solvente de eluicdo, volume de amostra de 100 mL, volume de solvente de
eluicdo de 5 mL.

Segundo Queiroz et al. (2001), os compostos com grupos hidrofébicos que
possuem anéis aromaticos, como os farmacos psicoativos, sdo melhores extraidos
através do uso de sorventes de fase reversa e solventes polares. Outro fator
determinante é que a matriz (efluente), na qual encontram-se os farmacos, é
aquosa. Isto foi comprovado pelas melhores recuperagdes nestas condigcoes,
justificando os resultados determinados na Figura 11, em que 0s sorventes apolares
Bond Elut, C;5 Premiun Grade e Cig apresentaram recuperacdes maiores que 75%,
destacando-se que o sorvente C;g Premiun Grade apresentou o melhor

desempenho.

Ly
L

100 =

Recuperagédo (%)

e

, , e 4 =
Bond Elut C18 Premiun Grade c18 Strata FLPR Chromabond C18

Sorvente

EBromazepam 2 Carbamazepina gClonazepam mLorazepam mDiazepam

Figura 11 - Avaliacdo de diferentes sorventes para determinacdo de ansioliticos
eantiepilépticos. Condicdes: solucdo aquosa fortificada com 100 ug L™ de padréo (metanol).

Dessa forma constatou-se que o sorvente Strata FL PR (polar) apresentou
uma recuperacgdo inferior a 15%, de modo que a oferecer, portanto uma baixa
eficiéncia, provavelmente, devido a ocorréncia da maior interacdo dos compostos
com este sorvente dificultando sua eluicéo.

O sorvente Bond Elud é uma resina polimérica com exterior hidroxilado e
estrutura de poros. Os sorventes que obtiveram recuperagao acima de 75% foram

utilizados para o planejamento fatorial.
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5.1.1.2 Avaliacdo da fase movel e comprimento de on  da

Conforme descrito no item 4.2.2.2, foram avaliadas trés fases moéveis para
determinacdo em HPLC-UV.

Na composi¢cdo da fase mével A, foi empregado o acido acético 1%:metanol
(50:50, v/v) utilizando o modo isocratico, 0 que demonstrou a ocorréncia de uma boa
separacao entre os compostos. Porém o tempo de analise foi maior (30 minutos).

Na fase movel B, utilizou-se acido acético 1%:metanol (50:50, v/v), com a
eluicdo por gradiente, ndo foi adequada, pois promoveu o0 alargamento e a
sobreposicao de picos, impossibilitando sua separacao.

Ja na fase mével C, foi utilizado o acido acético 1%:acetonitrila (50:50, v/v),
apresentando otima resolucéo, ndo s em relacdo aos picos que estdo simeétricos,
mas também ao tempo de eluicdo de 17 minutos. A vazao que apresentou melhor
desempenho foi 0,7 mL min™.

O melhor resultado obtido ocorreu ao se utilizar o comprimento de onda 220
nm para todos os farmacos, semelhante ao utilizado por Jinno et al. (1998). Ja para
Yoshida et al. (2006), os melhores resultados foram obtidos em 215 nm e para
Borges et al. (2009) 245 nm.

5.1.1.3 Condicionamento do sorvente e escolha do so Ivente utilizado na

eluicdo da SPE

O condicionamento do cartucho tem por objetivo preparar o sorvente para
interargir com os analitos. O solvente de condicionamento serve, portanto, para
ordenar a cadeia hidrocarbonada, aumentando a superficie disponivel para a
interagdo com o analito. Além disso, o condicionamento deve manter o adsorvente
umido durante e apoOs esta etapa, de modo a evitar, assim a formacédo de canais
preferenciais que conduzam ao insucesso da extracdo (PEDROSO, 2007).

Conforme Araujo (2004), a ativacado do sorvente com o metanol permite que
as cadeias alquilicas, da silica Cig, quimicamente ligadas a silica, sejam solvatadas
e assim se estendam formando uma cerda. Ao aumentar a &rea superficial do
sorvente, € possivel obter um bom contato entre os analitos, pois 0s poros estédo
localizados na parte interna e é imprescindivel que a fase liquida penetre neles. A

permeacdo é assegurada pela molhabilidade do polimero, primeiro com um solvente
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organico, miscivel em agua. A adicdo da 4gua, em maior quantidade, desloca o
solvente organico da ativagdo o que possibilita a ocupagdo entre as moléculas
organicas da fase solida solvatada, permitindo o contato dos analitos com a fase
solida.

A escolha do solvente de eluigdo € importante, pois se deve eluir somente 0s
analitos de interesse, eliminando os interferentes que ndo tenham sido retirados na
etapa anterior.

Analisando a Figura 12, pode-se observar que os melhores resultados foram
obtidos com metanol:acido acético 0,1%, (80:20 v/v), diferentemente dos
experimentos realizados por Shucara (2007), que obtiveram as melhores
recuperacdes para carbamazepina ao utilizar a composi¢cdo B (acetonitrila:acetato
de etila, 50:50, v/v).

— 100 |
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g 3 B 1
|
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E 40
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B c D E F
Solventes
| =Bromazepam ®Carbamazepina @Clonazepam BLorazepam @Diazepam |

Figura 12 - Resultados obtidos para a avaliacdo da variavel solvente de eluicdo do analito.
Sendo (A) metanol:acetato de etila (50:50 v/v); (B) acetonitrila:acetato de etila (50:50 v/v);
(C) metanol; (D) acetonitrila; (E) metanol:acido acético (0,1%) 80:20 v/v; (F)
metanol:hidroxido de sodio (0,1%) 80:20 v/v

Nos testes preliminares que foram realizados obtiveram-se o0s seguintes
resultados: quando se utiliza a eluicdo somente com acetonitrila, sem o meio acido,
as taxas de recuperacao ficaram entre 40-60% (+5%), com 0 uso somente de
metanol a recuperacdo aumentou para aproximandamente 60%. Quando o metanol
foi acidificado a taxa de recuperacéao ficou entre 98-100%.

O uso do metanol como eluente foi em funcdo de sua alta forga eluotrépica, a

qual promove a desestabilizacdo das interacdes entre a amostra e 0 sorvente
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(WILDE, 2011). As melhores recuperagdes obtidas com a acidificagdo do metanol
sdo explicadas porque o pka dos benzodiazepinicos fica entre 1,3-3,3 e a
carbamazepina possui dois pkas um devido ao grupamento cetonico de 2,45 e o
outro de 13,9 do grupamento amina. Assim, 0 uso de um eluente com pH acido
intensifica as dissociacdo dos compostos facilitando sua eluicdo, porque o pH
apresenta influéncia sobre a estrutura dos analitos e dos sitios de ligacao dentro das
nanocavidades, formando moléculas que estédo protonadas (FREITAS et al., 2009).

5.1.2 Otimizagc&o multivariada feita através de plan  ejamento fatorial

O planejamento fatorial foi realizado utilizando-se o programa Statistic. A
matriz (efluente) obtida através dos experimentos, realizados de maneira aleatéria, a
fim de garantir os resultados, est4 apresentada na Tabela 6.

Observando-se a Figura 13, pode-se perceber que a Unica variavel que
apresentou influéncia significativa no processo foi o sorvente, uma vez que 0

comportamento de todos os composto foi semelhante.

(3) Sorvente (L) //// B 26T
Sorvente [Q) =1 ,752454
pHG) 1 ,352685?
{21Val Sok(L) 1,005396 I
Capac(l) - B50OTET
Vol Sohd(l) B505529
(1)pH(L) 4616274
()Capac(L) 131913
DI::U5

Efeito Estimado (valor Absoluto)

Figura 13 - Gréfico de Pareto apresenta as variaveis e suas influéncias no processo. Linha
vertical no diagrama define o nivel de 95% de confianca, (L) significa variavel linear e (Q)
significa varidvel Quadréatica.
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As demais variaveis e suas correlagbes ndo apresentaram uma significativa
influéncia nos valores obtidos. Estes dados sdo condizentes com o que relata
Shucara (2007), o qual afirma que o0 sorvente apresenta influéncia sobre os

resultados.

5.1.3 Superficie de Resposta para a SPE de bromazep am, carbamazepina,
clonazepam, diazepam e lorazepam

Por meio da analise de superficies de resposta (representados na forma de
diagrama de contornos) na Figura 14, observa-se o0s resultados obtidos para
bromazepam. Esses resultados foram semelhantes para os demais compostos (ver
Apéndice de 1 a 4). A variavel sorvente atua de maneira negativa (conforme
diagrama de paretos — Figura 13) o que se comprova mediante a comparacao do
sorvente com as outras variaveis.

Pode-se afirmar que o parametro mais critico foi obtido ao se utilizar o
sorvente 1 (Silica C;5 Premium), pois, em todas as comparagfes feitas com esta
variavel, observou-se os melhores resultados de recuperacao.

O comportamento de um composto quimico no meio ambiente pode ser
fortemente influenciado pelas suas propriedades fisico-quimicas, como a
solubilidade em &gua, a polaridade e o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow).
Isso se deve ao fato de K, estar relacionado com a interagdo do composto em
estudo com o0 meio, no que diz respeito a absorcéo e ao transporte (CUNHA, 2005).
Conforme podem ser observados na Tabela 2, os ansioliticos e antiepilépticos
estudados sdo compostos medianamente polares por apresentarem valores de log
Kow entre 1,7 e 3, apresentando, portanto, uma melhor interacdo com 0s sorventes
apolares onde se obteve a maior recuperacao.

Estes resultados comprovam os relatos de Wu et al. (2008), os quais
enfatizam que os compostos (benzodiazepinicos), nas condi¢bes acidas e neutras
sdo melhores eluidos com esses sorventes. Geralmente, o pH controla a ionizacao
de compostos polares e, dessa forma, afeta a sua hidrofobicidade e interacdo com o
sorvente. A interacdo por forca de van der Walls € o principal mecanismo em

sorventes apolares, como o Cig. Porém, também ocorrem interacdes secundarias
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como ligagOes dipolo-dipolo e ligagbes de hidrogénio. Dessa forma, 0s compostos
devem estar principalmente na forma n&o ionizada (HENNION, 1999).
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Figura 14 - Superficie de resposta obtida através de analise de bromazepam por HPLC-UV a) volume

de solvente e pH; b) sorvente e volume de solvente; ¢) capacidade de sor¢éo e volume de solvente,
d) capacidade de sorcao e pH; e) sorvente e pH e f) capacidade de sorcdo e sorvente.
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5.2 Validacdo do método analitico

O objetivo da validac&o foi demonstrar e assegurar a qualidade do processo

analitico quanto ao atendimento de normatizacao.

5.2.1 Seletividade

Na Figura 15 esta demonstrada a avaliacdo preliminar da seletividade
determinada em HPLC-UV a partir do ensaio de uma matriz de efluente isenta dos
analitos, ou seja, uma “amostra branco” (Figura 15a), comparando-se com um
padrdao de ansioliticos e antiepilépticos (Figura 15b) e uma amostra de efluente
fortificada com os compostos (Figura 15c), em que se pode verificar que nenhum

interferente eluiu no tempo de retencdo dos analitos.
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13.6 - Diazepam
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Figura 15 — Cromatogramas de bromazepam, carbamazepina, lorazepam, clonazepam e diazepam
determinados em HPLC-UV: (a) Amostra de efluente do PA-HUSM isenta dos compostos; (b) Padréo
de 3000 ng L* em metanol e (c) Amostra de efluente fortificado com padrdes de ansioliticos e

antiepilépticos na concentragéo de 8000 ng L™

A avaliacdo da seletividade determinada por LC-MS foi feita pela comparagéo
uma amostra de efluente coletada do PA-HUSM *“branco” demonstrada no
cromatograma da Figura 16 com um cromatograma de uma amostra fortificada com
estes compostos (Figura 17), no qual é possivel verificar que nenhum interferente
eluiu no tempo de retenc&o dos analitos com uma amostra. Na Figura 18 tem-se um

cromatograma de um padréao de ansioliticos e antiepilépticos.
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Figura 16 - Amostra de efluente do PA-HUSM isenta dos compostos.
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Figura 17 - Amostra de efluente do PA-HUSM fortificado com um padréao

bromazepam,

carbamazepina, clonazepam, lorazepam

de 5000 ng L™ de
e diazepam.
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Figura 18 - Padrdo de bromazepam, carbamazepina, clonazepam, lorazepam e diazepam (5000 ng
L™) em metanol.

Foi realizada avaliagdo preliminar da seletividade LC-MS/MS, a partir do
ensaio de uma matriz de efluente “branco” (Figura 19) comparada com uma amostra
de efluente fortificada com padrbes de ansioliticos e antiepilépticos (Figura 20) e
uma padréo (Figura 21), em que se pode verificar que nenhum interferente eluiu no

tempo de retencdo dos analitos.
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Figura 19 - Amostra de efluente do PA-HUSM isenta dos compostos determinadas por LC-MS/MS.
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Figura 20 - Amostra de efluente do PA-HUSM fortificado com um padrdo de 800 ng L* de
bromazepam, carbamazepina, clonazepam, lorazepam e diazepam diluido em metanol.
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Figura 21 - Padrdo de: (a) bromazepam, (b) carbamazepina, (c) clonazepam, (d) lorazepam e (e)

diazepam (1000 ng L™) em metanol.



5.2.2 Figuras-de-mérito

75

O método de separacado foi validado para a quantificacdo de ansioliticos e

antiepilépticos de acordo com International Conference on Harmonization (ICH

2005). Na Tabela 10, estdo demonstradas as principais figuras-de-mérito de

ansioliticos e antiepilépticos determinadas por HPLC-UV.

Tabela 10 — Figuras-de-mérito para a validacdo de ansioliticos e antiepilépticos no efluente

do HUSM, através da determinacéo por HPLC-UV.

Figuras de mérito = Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
Faixa linear (ng L) 2000-50000 5000-60000 2000-50000 10000-60000  2000-50000
Coeficiente de

0,9999 0,9999 0,9996 0,9996 0,9998

regressao (r) na matriz

Equacéo da reta
0,9962x +121,52
(na matriz)

Coeficiente de

regressao (r) sem 0,9999

matriz

Equacéo da reta
0,9914x +44,444
(sem matriz)

Limite de deteccao
, 300 (£ 5,5)
equipamento (ngh)

Limite de deteccéo
., 400 (x9,7)
método (ng %)

Limite de
o 2000 (+ 6,57)
quantificagéo (ng t)
Ensaios de

92,7 (£5,9)
recuperacao (%)
Repetibilidade

RSD (%)

2,2

Precisédo
intermediaria 3,1

RSD (%)

0,9712x - 193,85

0,9997

0,9782x + 61,006

400 (+4,7)

600 (+ 4,7)

5000 (+ 8,8)

92,6 (+5,2)

3,9

3,6

0,9649x — 79,367 ,971Bx — 133,83
0,9997

0,9999

0,9799x + 9,3387 0,9827x — 20,033

300 (+5,4) 400 (+ 3,5)
400 (+5,7) 600 (+7,1)
2000 (+ 7,0) 10000 @)7,
92,2( 5,8) 92,2 (+5,8)
35 40
34 45

0,9654x + 18,339

0,9999

0,9879x - 85,488

3801,1)

48@®,4)

2000 (£ 9,5)

93,0 (+5,2)

4,0

3.4

*intra-dias (n=7)" inter-dias, 3 dias

A avaliagdo da seletividade foi feita através do calculo de regresséo linear das

curvas com e sem matriz, no qual foi constatado que n&o houve diferenca

significativa entre as duas curvas. A linearidade das curvas analiticas (area vs

concentrac&o) foi estabelecida em 6 niveis para o intervalo de 2000-50000 ng L™

para bromazepam, clonazepam e lorazepam; de 5000-60000 ng L% para

carbamazepina e de 10000 a 60000 ng L™ para diazepam. Analisando as equacées
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das curvas obtidas, pode-se concluir que o método foi linear para todos os
compostos, ja que os coeficientes de correlacdo (R?) foram todos acima de 0,99, o
que, segundo as recomendacOes teodricas, é satisfatorio (INMETRO, 2011). Nos
apéndices de 1-8, estdo demostradas as curvas analiticas preparadas com spike
com matriz e sem matriz.

Tais resultados condizem com diversos relatos encontrados na literatura:
Tanaka et al. (1996) obtiveram resultados de R? acima de 0,99 para bromazepam,
clonazepam, diazepam e lorazepam. Foram encontrados, ainda, valores de R*>0,99
nos trabalhos de Azam et al. (1998) e Mercolini et al. (2009) para diazepam.

Os valores de LOD e LOQ obtidos para o instrumento e para método podem
ser considerados aceitaveis e estdo dentro dos limites encontrados por Schucara
(2007). No entanto estes valores séo influenciados pelo tipo de detector adotado,
assim provavelmente, seriam menores se fossem obtidos em detectores mais
especificos como, por exemplo, os detectores DAD e MS. Esses resultados mostram
gue o equipamento é sensivel o suficiente para a deteccdo e quantificacdo desses
analitos, sendo perfeitamente aplicavel para a avaliacdo dos mesmos.

A eficiéncia da recuperacéo foi avaliada em amostras de efluente hospitalar,
em trés niveis de fortificacdo, em triplicata, para os cinco farmacos estudados. Para
0 bromazepam encontrou-se uma recuperacdo media de 92,7% 15,9; para
carbamazepina, foi de 92,6% +5,2; para clonazepam e lorazepam a recuperacao foi
92,2% 15,8 e para diazepam 93,0% 5,2. Os resultados de exatiddo sé&o
semelhantes aos obtidos por Heizmann et al. (1984) ao determinarem bromazepam
e obtiveram valores entre 87-95% e um RSD entre 3,2-10,5%. Azzam et al. (1998)
obtiveram para diazepam resultados entre 80,3-98,3%.

Para avaliar a precisao intra-dia do método foi feita a fortificacdo em triplicata
em amostras de efluente, sendo que cada nivel foi medido com sete replicatas
independentes, utilizando o desvio padréao relativo (RSD). Pode-se observar que os
valores encontrados para bromazepam o RSD foi de 2,2%, para carbamazepina de
3,9%; clonazepam de 3,5%; lorazepam e diazepam foi de 4,0%.

De acordo com a teoria, a precisao intra-dia sob condi¢des de repetibilidade
sdo semelhantes as obtidas para diazepam por Azzam et al. (1998) que ficou entre
5,1-7,3%. Mercolini et al. (2009) encontraram valores entre 3,1-3,7%, e, Muchohi et

al. (2005) encontraram, para lorazepam, valores entre 7,8-9,8%.
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Para avaliar a precisao inter-dia do método (precisao intermediaria), pode-se
observar que os valores do coeficiente de variagdo encontrados foram, para
bromazepam, de 3,1%, para carbamazepina, de 3,6%; para clonazepam e
lorazepam, de 3,4%; e, para diazepam, de 4,5%. Os resultados de precisao inter-dia
exatidao para diazepam sado menores que 0s encontrados por Azzam et al. (1998)
gue obtiveram valores entre 5,1-7,5% e Muchohi et al. (2005) que encontraram um
RSD entre 7,8-9,8%. Ja os pesquisadores Solleu et al. (1993) quando determinaram
bromazepam obtiveram um RSD entre 0,68-4,07%.

Na Tabela 11 estdo demonstradas as principais figuras-de-mérito de
ansioliticos e antiepilépticos determinadas por LC-MS. Foi feito o célculo de
regressao linear das curvas com e sem matriz, onde foi constatado que ndo houve
diferenca significativa entre as duas curvas. Para determinar a linearidade a curva
analitica foi feita em 6 niveis para o intervalo de 400-12500 ng L™ para todos os
compostos. Ao observar as equacdes das curvas obtidas pode-se concluir que o
método foi linear para todos os compostos, sendo que o R*>>0,99, isto segundo as
recomendacdes da literatura esta satisfatorio INMETRO 2011).

Os resultados de LOD e LOQ obtidos para o instrumento e para método
mostram que o equipamento é sensivel o suficiente para a detec¢éo e quantificacéo
destes compostos e estdo dentro dos limites encontrados por Schucara (2007).

A eficiéncia da metodologia foi avaliada através da taxa de recuperacédo em 3
niveis de amostras de efluente hospitalar. Para o bromazepam, carbamazepina e
lorazepam encontrou-se uma recuperagdo média de 91,0% +6,0; para clonazepam e
diazepam foi de 90,8% 6.

A precisao intra-dia do método foi feita a partir da fortificacdo em triplicata de
amostras de efluente (cada nivel com sete replicatas independentes). Com base nos
resultados obtidos, foi encontrado, para bromazepam o RSD de 3,7%, para a
carbamazepina 4,1%; para clonazepam 4,3%, para lorazepam e diazepam foi de
3,8%. Esses resultados de precisdo intra-dia sdo considerados aceitaveis sob
condicOes de repetibilidade de acordo com INMETRO, que sugere resultados abaixo
de 20%.

Para avaliar a precisdo intermediaria (precisao inter-dia) pode-se observar
que os valores do coeficiente de variagdo encontrados foram: para bromazepam,

carbamazepina, lorazepam e diazepam de 3,9% e para clonazepam foi de 4,4%.
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Estes resultados estdo dentro do sugerido pelo INMETRO (abaixo de 20%), sob
condicdes de precisdo intermediéria.

O efeito matriz encontrado ficou abaixo de 10% para 0s cinco compostos
estudados no efluente do PA-HUSM. O efeito matriz sobre a carbamazepina foi
maior do que o dos outros analitos, apresentando 6,2%, enquanto que, para 0S
demais compostos, o efeito matriz apresentou média de 3,4%. E possivel verificar
que o efeito matriz foi muito baixo se comparado aos resultados de Hummel et al.
(2006) que alcancaram a supressao de sinal proximo a 20% para diazepam e 40%

para carbamazepina.

Tabela 11 — Figuras-de-mérito para a validacdo de ansioliticos e antiepilépticos no efluente
do HUSM, através da determinagéo por LC-MS.

Figuras de mérito = Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
Faixa linear (ng L™) 400-12500 400-12500 400-12500 400-12500 400-12500
Coeficiente de
regressao (r) na 0,9987 0,9986 0,9990 0,9992 0,9988
matriz

Equacéo da reta

) 0,9816x +112,72 0,9835x — 119,56 0,9865x — 162,03  0,9964x — 175,58  0,9903x — 169,45
(na matriz)
Coeficiente de
regressao (r) sem 0,9999 0,9999 0,9999 0,9997 0,9999
matriz
Equacéo da reta

0,9939x — 72,428 0,9721x - 64,09 0,9909x — 74,904 1,0093x — 262,89  0,9906x — 67,55

(sem matriz)

Limite de deteccao

) 1 88 (£5,3) 95 (£ 4,4) 88 (+7,2) 97 (£5,1) 85 (+6,3)
equipamento (ng L™)
Limite de deteccao
i 4 100 (+ 10,3) 120 (£ 9,9) 105 (+9,5) 120 (£ 8,8) 102 (+7,4)
método (ng L™)
Limite de
L 4 400 (+ 6,57) 400 (+ 8,8) 400 (+ 7,0) 400 (+7,2) 400 (£ 9,5)
quantificagéo (ng L™)
Ensaios de
91,0 (£7,41) 91,0 (+6,83) 90,8 (+ 7,30) 91,1 (£6,72) 90,8 (£7,3)
recuperacao (%)
Repetibilidade”
3,7 4,1 43 3,8 3,8
RSD (%)
Precisao .
intermediaria 3,9 3,9 4,4 3,9 3,9
RSD (%)

*intra-dias (n=7);ﬂinter-dias, 3 dias

Na Tabela 12, estdo as principais figuras-de-mérito de ansioliticos e
antiepilépticos determinadas por LC-MS/MS. Foi feito o calculo de regressao linear
das curvas com e sem matriz, onde foi constatado que ndo houve diferenca

significativa entre as duas curvas.
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Para avaliar a sensibilidade foram elaboradas curvas analiticas com sete
pontos e realizada a avaliagdo da inclinagdo da curva e a correlacao linear. A
avaliacdo da linearidade foi realizada através do calculo do modelo através da
regressao linear, sendo de R*>0,99 o parametro aceito de correlacdo. Conforme se
pode verificar na Tabela 13, através da aplicacdo do teste de Cochran (foram
comparadas a maior e a menor variancia de cada concentragdo), ndo existem
valores discrepantes, ou seja, 0s resultados obtidos apresentam homocedasticidade
da variancia, pois os valores estdo abaixo do valor tabelado (0,939).

A faixa linear para bromazepam foi de 30-1500 ng L™, para carbamazepina de
50-2500 ng L™; para clonazepam de 30-2500 ng L, para diazepam 40-2500 ng L e
lorazepam foi de 30-2000 ng L™. Verifica-se que as equacBes das curvas sdo
lineares para todos os compostos, sendo que o R?0,99, isto segundo as
recomendacdes da literatura esta satisfatério (INMETRO 2011). Estes resultados
condizem com os valores encontrados por diversos pesquisadores, como Busetti et
al. (1998), que obtiveram um R? = 0,9990; para carbamazepina e diazepam (R*=
0,9999); Cavedal et al. (2007) encontraram para clonazepam, R? = 0,9965 e Villain
et al. (2005) R? = 0,9977 para bromazepam; diazepam R? = 0,9994, e lorazepam R?
= 0,9996.

O limite de deteccdo foi estabelecido através da relagdo sinal/ruido (trés
vezes superior a meédia das oscilagbes produzidas pela linha de base). Enquanto
gue o limite de quantificacdo é igual ao valor minimo, 10 vezes superior a média das
oscilagdes produzidas pela linha de base. Os resultados de LOD e LOQ obtidos para
0 instrumento e para método mostram que o equipamento € sensivel o suficiente
para a deteccdo e quantificacdo desses compostos. Os resultados do limite de
deteccdo foram consideravelmente mais baixos do que aqueles encontrados por
Guijic et al. (2009), que obtiveram para bromazepam um LOD= 130 ng L™ e por
Ternes et al. (1998) que obtiveram o LOD= 30 ng L™, para diazepam foi de 30 ng L™
e para carbamazepina, 50 ng L. O mesmo ocorreu em relacdo ao limite de
quantificacdo encontrado por Cavedal et al. (2006) para clonazepam LOQ = 500 ng
L' e Unceta et al. (2010) obtiveram um LOQ 100 ng L™ para carbamazepina,
diazepam e lorazepam.

A eficiéncia da metodologia foi verificada através dos ensaios de recuperacéo
com a fortificagcdo em triplicata de amostras de efluente hospitalar em 3 niveis de

concentragdo. Para o bromazepam, encontrou-se uma recuperacao meédia de 93,9%
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+2,1; carbamazepina foi de 92,6% 4,2; de clonazepam 93,9% £3,0; para e
diazepam foi de 91,8% =6 e lorazepam foi de 93,8% +4,3.

Ao se comparar esses resultados com os referenciais teoricos, verifica-se que
a taxa de recuperacédo para bromazepam foi mais elevada do que a encontrada por
Kratzch et al. (2004) (44,6%); j& para clonazepam, a recuperacao ficou entre 97,9-
106,7%, para diazepam entre 98,7 e 100,5% e, para, lorazepam (101,3-101,7%).
Vieno et al. (2006) obtiveram para carbamazepina 66-105%, ja Zhu et al (2006)
obtiveram 90% de recuperacao.

A precisao intra-dia do método foi medida a partir da fortificacdo em triplicata
de amostras de efluente (cada nivel com sete replicatas independentes). Foram
encontrados para bromazepam um RSD de 5,8%, para carbamazepina foi de 4,3%;
clonazepam (5,4%); diazepam (3,6%) e lorazepam (5,5%). Tais resultados de
precisdo intra-dia sdo considerados aceitaveis sob condi¢cbes de repetibilidade de
acordo com INMETRO, que sugerem resultados abaixo de 20%. Na literatura
encontram-se resultados similares, Cheze et al. (2004) obtiveram para bromazepam
(7,0-14,6%) e para clonazepam (3,4-5,6%). Na determinacdo de carbamazepina
Gomez et al. (2007) obtiveram 10,0%, e Kim et al. (2011) encontraram para
bromazepam (12,7-13,6%), para clonazepam (8,9-14,3%), para diazepam (3,5-9,9%)
e lorazepam (11,3-14,8%).

Para avaliar a precisdo intermediaria (precisédo inter-dia), observa-se que o
RSD encontrado para bromazepam foi de 9,5%; para carbamazepina, 6,4%,
clonazepam (8,8%); para diazepam (5,1%) e para lorazepam (8,2%). Tais valores
foram menores que os valores encontrados para carbamazepina por Gomez et al.
(2006) que obtiveram 11,3% e por Kim et al. (2011) quando determinaram
bromazepam obtiveram (11-13,3%), clonazepam (9,6-10,9%), diazepam (5,9-17,3%)
e lorazepam (10,5-13,1%); Xiang et al. (2011) encontraram para diazepam (7,6-
12,4%) e para clonazepam (7,3 e 13,3%).

O efeito matriz encontrado ficou abaixo de 10% para 0s cinco compostos
estudados. No efluente do PA-HUSM, a carbamazepina foi maior do que o dos
outros analitos apresentando 8,5%, para bromazepam foi de 6,0%, clonazepam de
3,5%, para diazepam de 3,0% e lorazepam de 4,8%. No efluente geral os valores do
efeito matriz foram bromazepam (5,5%), carbamazepina (2,8%), clonazepam (6,6%),
diazepam (5,3%) e lorazepam (7,4%). Desse modo percebe-se que o efeito da

matriz foi muito baixo se comparado com os resultados obtidos por Hummel et al.
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(2006), que alcancaram a supressao de sinal proximo a 20% para diazepam e 40%

para carbamazepina.

Tabela 12 — Figuras-de-mérito para a validacdo de ansioliticos e antiepilépticos no efluente
do HUSM, através da determinacgéo por LC-MS/MS.

Figuras-de-mérito  Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
Faixa linear (ng L™) 30-1500 50-2500 30-2500 40-2500 30-2000
Coeficiente de
regressao (r) na 0,9994 0,9994 0,9978 0,9993 0,9994

matriz
Equacéo da reta

) 0,9536x -118,013
(na matriz)
Coeficiente de
regressao (r) sem 0,9999
matriz
Equacéo da reta

. 0,9824x — 5,6781

(sem matriz)

Limite de deteccao

0,9432x — 34,606

0,9999

0,9635x - 11,253

0,9582x — 36,388

0,9999

0,9881x — 16,48

0,9969x — 28,314 0,9486x — 17,246

0,9997

0,9998

0,9839x -11,967 0,9727x — 12,464

) 1 3,0 (+2,3) 4,0 (+2,6) 3,0 (#3,2) 4,0 (+3,6) 3,0 (+2,3)
equipamento (ng L™)
Limite de deteccao
i 4 5,0 (+0,95) 6,0 (+1,5) 6,0 (+1,5) 6,0 (+1,5) 5,0 (+0,95)
método (ng L™)
Limite de
L 4 30,0 (+1,10) 50,0 (+1,81) 30,0 (+1,10) 40,0 (+0,98) 30,0 (+1,81)
quantificagéo (ng L™)
Ensaios de
. 93,9 (¥2,24) 93,1 (¢4,2) 93,2 (+3,2) 94,1 (+3,6) 93,1 (¢4,7)
recuperacao (%)
Repetibilidade”
58 4,3 54 3,6 55
RSD (%)
Precisdo
intermediaria 9,5 6,4 8,8 51 8,2
RSD (%)
*intra-dias (n=7);" inter-dias, 3 dias
Tabela 13 — Avaliagdo da linearidade para as curvas na matriz e sem matriz.
p>0,05 Bromazepam Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
Concentragéo (ng L™) 30-1500 50-2500 30-2500 40-2500 30-2000
Homocedasticidade da
o 0,500-0,910 0,500-0,928 0,500-0,928 0,500-0,916 0,500-0,928
variancia
Residuos da curva (desvio
20,79 12,52 18,37 9,43 17,77

padréo do residuo)

5.2.3 Adequacdo dos parametros do espectrometro de

ionizagao

massas e fonte de

Neste estudo foi feita a determinagcédo por espectrometria de massas, com 0

propdsito de identificar e quantificar os ansioliticos e antiepilépticos de acordo com
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sua elevada seletividade e sensibilidade. A selecdo da polaridade dos ions é um
fator importante que afeta a ionizacdo e a eficiéncia quando LC-MS € aplicado, que
se baseia nas propriedades dos analitos e em seus grupos funcionais.

Para a adequacédo dos parametros do LC-MS, foi feita a infusdo dos analitos
com uma solucdo padrdo de 100 ug L. Os seguintes parametros foram adquiridos
do espectrOmetro de massas: temperatura de secagem (300 °C); ganho (30 V); fluxo
de secagem (12); pressao de nebulizacdo (50); volume do capilar (1800 ev). Na

Tabela 14 estéo os ions e os fragmentos que foram monitorados.

Tabela 14 — lons e fragmentos monitorados para a determinacdo dos farmacos psicoativos
através de LC-MS.

Analitos fons monitorados Fragmentos
Bromazepam 316 240
Carbamazepina 237 40
Clonazepam 321 60
Diazepam 316 160
Lorazepam 285 120

Para a adequacao dos parametros do LC-MS/MS foi feita a infusdo dos
analitos com uma solucdo padrdo de 100 pg L™, tendo como finalidade identificar e
qguantificar os ansioliticos e antiepilépticos devido a sua elevada seletividade e
sensibilidade. Durante o método de desenvolvimento, foi avaliado o comportamento
dos cinco farmacos e a selecdo do modo de ionizacéo através da infusédo direta dos
analitos em solucéo padrdo de 100 ug L* em modo positivo [M+H]" utilizando uma
fonte de ionizacdo de eletronebulizacdo. Apos obtidos os espectros, realizou-se a
adequacao dos parametros do espectrdmetro de massas cujos resultados estédo

demonstrados na Tabela 15.

Tabela 15 - Parametros da fonte de ionizagdo utilizados para a determinacdo de ansioliticos
e antiepilépticos por LC-MS/MS.

Parametros Valores otimizados
Gas de Colisdo (Ny) Médio
Gas de Contra Corrente (N) 20 psi
Gés da Fonte de lons1 (Ny) 40 psi
Gas da Fonte de ions 2 (N,) 40 psi
Voltagem do ion spray 4000 V
Temperatura 750 °C

Potencial de Entrada 10V
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Apbs a obtencao dos espectros foi realizada a adequacdo dos parametros do
espectrometro de massas e o0s resultados estdo demonstrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Parédmetros do espectrdmetro de massas utilizados na determinagdo dos
analitos.

fons Fragmentos Tempo de
Analitos precursores g(Q ) DP* (V) CE** (%) CXP***(V) retencéo
(Qu) ° (min)
214,0 39 12
Bromazepam 316,0 151.0 106 5 10 9,22
. 194,0 53 10
Carbamazepina 237,0 179.0 130 53 10 10,45
270,0 35 14
Clonazepam 316,0 181.0 101 67 8 10,13
. 193,0 56 53 10
Diazepam 285,0 154.0 130 53 10 11,41
275,1 101 53 10
Lorazepam 321,0 302.9 106 a7 10 10,41

DP*= Potencial de Entrada; CE**= Energia de colisdo, CXP*** = Potencial da saida da célula de colisao.

O espectro MS/MS, obtido pela infusdo do padrédo de bromazepam em modo
positivo [M + H]" forma o ion precursor de m/z 316,0, que € proveniente da ionizacdo
da massa 315 Da, adicionada de hidrogénio ionizavel [M + H']. Os fragmentos com
maior intensidade m/z 214,0 e m/z 151,0 foram obtidos com energia de colisédo de 39
e 45 V (Figura 22). As espécies protonadas sao resultantes da perda da espécie
neutra CO (formando o m/z 288) resultando na contragdo do anel de sete membros
para uma estrutura ressonante estabilizada de anel de seis membros. Essas
quebras sdo confirmadas por Cheze et al. (2004). Outra quebra ocorre devido a
perda da espécie neutra HCN, seguindo-se da perda do radical, resultando o cation
de m/z 182. Essa via de fragmentacéo foi confirmada por Laurito et al. (2004); Villain
et al. (2005); Muller et al. (2005) e Kim et al. (2011).
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Figura 22 - Espectro de massas da fragmentacdo do bromazepam e rota de fragmentacéo
proposta. Infusdo do padrdo com concentracéo de padrdo de 100 pg L™ em metanol.

Para a Carbamazepina, a melhor condi¢éo de ioniza¢ao foi em modo positivo
[M + H]", com CE 53 e 47 V, tendo como ion precursor m/z 237. O espectro MS/MS
foi obtido apds a infusdo do padrdo de carbamazepina e a via de fragmentacéo
proposta esta demostrada na Figura 23. Os ions-produto de maior abundancia foram
os de m/z 194 e 179,0. A fragmentacdo envolve quebra na cadeia lateral
(carboxamida), isto €, ocorre a perda de NH3 (ion m/z 222,0) e dos grupamentos CO
(ion m/z 194,0) e CH3 (ion m/z 179,0). Estas rotas foram comprovadas por Breton et

al. (2005); Hummel et al. (2006) e Niessen (2011).
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Figura 23 - Espectro de massas da fragmentacdo da carbamazepina e a rota de
fragmentac&o proposta. Infusdo do padrdo com concentracdo de padréo de 100 pg L™ em

metanol.

Na determinagdo do clonazepam, utilizando-se CE 35 e 67 V, foi encontrado o
ion precursor de m/z 316,0, proveniente da ionizagdo da massa 315,0 Da,
adicionada de hidrogénio ionizavel [M+H]". Na Figura 24, estdo demonstrados o0s
produtos da fragmentacéo do clonazepam com maior intensidade, que foram os ions
de m/z 270,0 e m/z 181,0, bem como a rota proposta de fragmentagdo. As espécies
protonadas sdo resultantes da perda das espécies neutras NO, (ion m/z 270)
confirmada por Kim et al. (2011) e Cheze et al. (2004); CO (ion m/z 242) encontrada
por Chéze et al. (2004) e de um H” resultando m/z de 241,2. Tal rota é semelhante a
descrita por Cavedal et al. (2007). Outro fragmento encontrado foi o ion de m/z

213.9 identificado por Kim et al. (2011).
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Figura 24 - Espectro de massas da fragmentacdo do clonazepam e a rota de fragmentacao
proposta. Infusdo do padrdo com concentracéo de padrdo de 100 pg L™ em metanol.

Para o diazepam, a ionizacéo também foi feita em modo positivo [M + H]" com
CE 53V, obtendo-se o ion precursor m/z 285, e sendo identificados os ions produtos
de m/z 257, 193 e 131 (Figura 25). As espécies protonadas séo resultantes da
fragmentacao, utilizando MS? no fon trap, onde ocorre a perda, inicialmente, de uma
espécie neutra de CO (28 u). Isso resulta na contragdo do anel de sete membros, de
modo a ocorrer a estabilizacdo da ressonancia do cation, ficando este com um anel
de seis membros de m/z 257, comprovada por Gebhardt & Schroder (2007) e
Unceta et al. (2010). Na sequéncia, pode perder 29 u para gerar a espécie em m/z
228, que, entado, perde Cloro (Cl) para formar o cation de m/z 193, conforme Kim et
al. (2011). A perda de 29 u corresponde, provavelmente, a eliminacdo de CH,=NH,
rota de fragmentacdo que foi comprovada por Smyth et al. (2000) e Laurito et al.
(2004). Outra via alternativa de fragmentacdo parte do cation de m/z 257 que,
perdendo os grupamentos fenil e HCN, forma o cation m/z 154. Esta via foi
confirmada por Smyth et al. (2000); Mueller et al. (2005) e Kim et al. (2011).
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Figura 25 - Espectro de massas da fragmentacdo do diazepam e a rota de fragmentacéo
proposta. Infusdo do padrdo com concentracéo de padrdo de 100 pg L™ em metanol.

A ionizagao do lorazepam foi feita em modo positivo [M + H]* com CE 53 e 47
V; o ion precursor m/z 321 foi identificado, bem como seus ions produtos m/z 275 e
302,9 (Figura 26). Utilizando-se MS? no ion-trap, as espécies protonadas resultantes
decorrem da perda da espécie neutra de H,O (18 u), deixando um ion carbénio com
sete membros intactos. Ocorre, entdo, a perda do grupamento CO (formando o
fragmento m/z 275) confirmada por Villain et al. (2005) e Kim et al. (2011). Outra
perda que ocorre é do radical Cl (m/z 239,5). Além disso, outras fragmentacfes sao
observaveis, tais como a perda de outro radical Cl (35 u) ion m/z 205 e de um
grupamento fenil (m/z 163), tais vias de fragmentacdo propostas também foram

encontradas por Smyth et al. (2000).
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Figura 26 - Espectro de massas da fragmentagcdo do lorazepam e a rota de fragmentacéo
proposta.

5.3 Determinagcdo da concentracdo de bromazepam, car bamazepina,

clonazepam, diazepam e lorazepam
5.3.1 Determinacao no efluente PA-HUSM por HPLC-UV

Foram coletadas amostras do efluente hospitalar do pronto atendimento do
HUSM durante trés dias, de 4 em 4 horas das 8 as 20 horas. Logo em seguida, as
coletas foram filtradas qualitativamente e feito o clean-up/pré-concentracdo. As
amostras foram feitas em triplicata, conforme descrito no item 4.2.2.

De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 17, pode-se constatar
que o composto de maior ocorréncia ambiental foi a carbamazepina, seguida por
diazepam, bromazepam, clonazepam e lorazepam. As concentracdes de diazepam
encontradas ficaram entre 348,0 ng L™ e 369,0 ng L™ (média = 355,0+9,4 ng L™);
para carbamazepina foi de 395,0 ng L™ e 417,0 ng L™ (média = 406,0+9,3 ng L™);
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bromazepam ficou entre 162,0 ng L e 189,0 ng L™ (média = 173,0+6,3 ng L™); para
lorazepam entre 125,0 ng L™* e 155,0 ng L* (média = 140,0£#10,2 ng L) e
clonazepam de 74,0 ng L™ a 102,0 ng L™ (média = 90,0+10,0 ng L ™).

Tabela 17 - Concentragcbes ambientais medidas (MEC) médias de ansioliticos e
antiepilépticos determinadas no efluente do Pronto-Atendimento do Hospital Universitario de
Santa Maria, no periodo de 23 a 25/04/2010, através da determinacéo por HPLC-UV.

Bromazepam Carbamazepina  Clonazepam Diazepam Lorazepam
Data da coleta 4 4 4 4 4
ng L™ (£SD) ng L™ (£SD) ng L™ (£SD) ng L™ (zSD) ng L™ (£SD)
23/04/2010 170,0+1,5 410,0+2,0 100,042,0 350,045,0 130,0+4,5
24/04/2010 180,048,5 396,0+3,1 80,0+6,0 366,0+1,0 140,0+2,0
25/04/2010 169,046,5 413,0+3,5 90,0+4,5 350,0+2,5 150,045,0

SD= Desvio padrao.

5.3.2 Determinagé&o no efluente PA-HUSM por LC-MS

As amostras de efluente foram coletadas conforme descrito no item 4.2.2, na
Tabela 18. Pode-se observar que a carbamazepina e o diazepam sdo 0s compostos
de maior concentragcdo determinada no efluente do PA-HUSM, seguido por
bromazepam, lorazepam e clonazepam. As concentracdes de carbamazepina
encontradas ficaram entre 654,0 e 680,0 ng L™ (média = 665,0+2,0 ng L™); para o
diazepam as concentracées foram de 545,0 a 585,0 ng L™ (média = 564,0+15,3 ng
L™Y); para o bromazepam ficaram entre 128,0 a 154,0 ng L™ (média = 142,0+8,7 ng
L™Y); para lorazepam ficaram entre 87,0 a 104,0 ng L™ (média = 93,0+5,6 ng L™) e
para o clonazepam foram de 77,0 a 95,0 ng L™ (média = 87,0+6,4 ng L™Y).

Tabela 18 — ConcentracBes ambientais medidas (MEC) de ansioliticos e antiepilépticos no
efluente do Pronto-Atendimento do Hospital Universitario de Santa Maria no periodo de 09 a
11/10/2010, através da determinacéo por LC-MS.

Data da Bromazepam  Carbamazepina  Clonazepam Diazepam Lorazepam
coleta ng L™ (+SD) ng L™ (+SD) ng L™ (+SD) (+SD) (+SD)
09/10/2010 134,045,6 660,0+5,0 80,0£3,0 561,0+6,6 100,0+4,5
10/10/2010 151,0+£2,5 655,0+1,0 92,0£1,5 550,0+4,5 90,0+1,5

11/10/2010 141,04£3,2 680,0+8,5 90,0+4,5 580,0+5,0 90,0£2,5
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5.3.3 Determinacéo no efluente PA-HUSM e no efluent e geral por LC-MS/MS

Para fazer a determinacdo da concentracdo dos ansioliticos e antiepiléticos,
procedeu-se de acordo com o método de separacdo/quantificacdo e de clean-
up/pré-concentracdo. Foram coletadas amostras de efluentes do PA-HUSM durante
7 dias, de quatro em quatro horas das 8 as 20 h, e filtradas qualitativamente. Foram
medidas em triplicata e, a seguir, determinou-se a concentracdo dos compostos no
efluente hospitalar em dois pontos o Ponto A — efluente gerado pelo Pronto
Atendimento (PA-HUSM) e o Ponto B — efluente geral do HUSM, conforme descrito
no item 4.2.2.

A Tabela 19 mostra as concentracdes ambientais medidas (MEC) nos dois
pontos de coleta. Em ambos os pontos de coleta, (A) e (B), a amostragem dos
efluentes foi feita apdés o sistema de tratamento (do conjunto tanque séptico-filtro
anaerobio), e os valores MEC correspondem as concentracfes de ansioliticos e
antiepilépticos que sao liberados diretamente no curso d’agua receptor.

A maior ocorréncia de ansioliticos e antiepilépticos foi no efluente do PA-
HUSM (ponto de coleta A), sendo que, as mais altas concentracdes foram de
diazepam e de carbamazepina, seguidas por bromazepam, clonazepam e
lorazepam. As concentracfes médias dos psicoativos foi de: para o bromazepam
195,0 +6,4 ng L™; carbamazepina (589,0 +6,1 ng L™); clonazepam (134,0 +9,8 ng
L™Y); lorazepam (95,7 +6,7 ng L™) e, diazepam (645,0+0,3 ng L™).

Os valores de MEC no efluente geral - ponto (B), também revelaram a maior
ocorréncia de diazepam e carbamazepina, seguidos pelo bromazepam, clonazepam
e lorazepam. As concentracbes medias dos compostos foi de: bromazepam
(137,047,0 ng L™Y); carbamazepina (460,7+9,3 ng L™); clonazepam (59,645,2 ng L™);
lorazepam (42,4+4,2 ng L™) e, diazepam (571,0£9,9 ng L™?). Estas concentracbes
sdo semelhantes com os valores relatados na literatura em efluente hospitalar
(HUERTA-FONTELA et al. 2010; HUMMEL et al. 2006 e SMYTH et al. 2000).

Cabe ressaltar que os nives encontrados no efluente geral do HUSM, foram
mais baixos do que no PA-HUSM, provavelmente porque, nesse ponto de coleta, o
efluente sofre diluicdo, pois a saida do sistema de esgotos é canalizada juntamente

com o esgoto proveniente da biblioteca.
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Tabela 19 — Concentrag6es ambientais medidas (MEC) de ansioliticos e antiepilépticos nos
dois pontos de coleta, ponto (A) PA-HUSM e ponto (B) efluente geral do Hospital
Universitario de Santa Maria, através da determinacéo por LC-MS/MS.

Datada Pontode Bromazepam  Carbamazepina Clonazepam Diazepam Lorazepam
coleta Coleta (xSD) (xSD) (xSD) (xSD) (xSD)
29/08/11 200,0+0,6 588,0+2,2 130,0£3,0 645,0+1,5 95,0+1,1
30/08/11 205,040,6 595,0+0,9 125,0£2,1 645,0+3,0 85,025
31/08/11 195,0+2,6 585,0+3,4 145,0+0,6 645,0+4,0 90,0+1,5
01/09/11 185,0+0,8 595,0+0,4 145,0£3,0 660,0+2,5 95,0+2,5
02/09/11 Ponto (4) 190,0+2,9 590,0+0,3 140,0£3,6 655,0+3,0 100,0+3,0
03/09/11 195,0+2,4 595,0+0,2 120,0+3,8 641,045,5 105,0+2,5
04/09/11 195,0+2,9 579,0+0,1 135,0+1,2 645,0+2,0 100,0+1,0
Média 195,0+6,4 589,616,1 134,34£9,8 645,0+0,3 95,7+£6,7
29/08/11 125,0+4,5 455,045,2 55,0+2,5 560,0+2,0 40,0+3,5
30/08/11 135,0+1,5 465,0+2,9 54,0+2,0 580,0+4,5 45,0+1,0
31/08/11 145,0£2,0 445,00,7 60,0+0,6 560,0+0,6 38,0+1,0
01/09/11 135,0£1,5 455,045,1 49,0+2,5 565,0+1,5 40,0+1,5
02/09/11 Ponto (B) 145,043,5 465,0+3,2 65,0+2,0 585,0+1,0 45,043,5
03/09/11 135,0£2,0 470,045,1 60,0£1,5 570,0+2,5 50,0+1,0
04/09/11 140,0+0,6 470,0+2,4 55,0£2,5 569,0+7,2 40,0+2,5
Média 137,1+7,0 460,7+9,3 56,945,2 571,0+9,9 42,444 2

5.3.4 Comparacdo das técnicas utilizadas para a det erminacdo farmacos
psicoativos no efluente do HUSM/UFSM

A Tabela 20 apresenta uma comparacao entre as trés técnicas utilizadas para
a determinacao de psicoativos em efluente hospitalar. Por intermédio delas foi feita a
identificacdo e quantificacdo dos compostos. Os resultados obtidos foram
satisfatorios.

Observar-se que analise, utilizando HPLC-UV, apresenta algumas vantagens
por se tratar de equipamento de mais baixo custo se comparado com o0s que utilizam
espectrometria de massas. Porém, a desvantagem € que os limites de deteccéo
alcancados para detectores UV séo consideravelmente mais altos na ordem de ug
L™ a ng L™, comparados ao detector MS que consegue atingir limites de deteccéo
(de ng L a pg L") quando utilizado em série (MS/MS), oferecendo, também, a
possibilidade de confirmacdo dos compostos analisados. Para analises ambientais
com o proposito de triagem, com limites de deteccdo na faixa de concentracédo de ug
L, o detector de UV pode ser perfeitamente utilizado ou ainda, quando a

concentragcdo dos analitos na matriz € elevada.
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As vantagens do uso do LC-MS/MS em quimica ambiental é o limite de
deteccdo, e a possibilidade de confirmacdo estrutural dos compostos analisados,
combinada a robustez do método. A desvantagem da utilizacdo dessa
instrumentacdo com 0 uso e a manutencado desses equipamentos mais sofisticados

eleva significativamente o custo, limitando desta forma seus usuérios e aplicacoes.

Tabela 20 — Comparacéo das técnicas cromatograficas utilizadas para a determinacédo de
ansioliticos e antiepilépticos no efluente do HUSM/UFSM.

Técnicas
HPLC/UV LC-MS LC-MS/MS
Equipamento HPLC Agilent 1100 HPLC Agilent 1200 HPLC Agilent 1200
(degasser, injetor (degasser, injetor (degasser, injetor
automatico, detector UV) automatico, detector LC- automatico, detector
MS) API 4000_Q-Trap)
Coluna Zorbax SB Cig 5 um (4.6 X  Zorbax SB C13 5 pm (4.6 Zorbax SB Cig 5 um
250 mm) X 250 mm) (4.6 X 150 mm)
Fase moével (A) acido acéticol1%:(B) (A) acetonitrila:(B) acetato  (A) agua:acido férmico
acetonitrila (1:1) amomia 0,005 mol L™ 1%: (B) acetonitrila:
acido acético 1%:metanol  &cido formico 1% (1:1)
(1:1)
Limite de deteccao 300-400 100-120 3-4
(ngL™)
Limite de 2000-10000 400 30-50
quantificacéo (ng L'l)
Custos R$ 100.000,00 R$ 150.000,00 R$ 500.000,00

5.4 Identificacdo dos metabdlitos de bromazepam, ca rbamazepina,

clonazepam, diazepam e lorazepam no efluente do HUS M

Os farmacos psicoativos apos sofrerem metabolizacdo originam metabdlitos
que, frequentemente, tém atividade farmacoldgica e que, muitas vezes, podem ser
potencialmente téxicos. Para avaliar o risco ambiental destes residuos, ha a
necessidade de identificagdo com detectabilidade dos compostos.

A identificagdo dos metabdlitos foi feita através da infusdo direta da solugéo
padrdo de todos os analitos na concentracdo de 100 ug L™, no API 4000 Q_Trap. A
seguir foi feita a infusédo do efluente para a identificacdo dos metabdlitos a partir da
coleta de amostras do efluente do PA-HUSM e do efluente geral.

Foram feitos experimentos (IDA), utilizando-se o modo de varredura
armadilha de ions, através do qual se obteve um grande numero de informacoes
estruturais em uma unica corrida cromatografica. O volume de injecao utilizado foi

de 20 yL de amostra, dado que os metabdlitos presentes no efluente estdo em
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baixas concentracdes. As demais condicbes cromatogréficas e de manuseio da

amostra ndo sofreram alteracoes.

5.4.1 Metabdlitos do bromazepam

5.4.1.1 Metabdlito 3-hidroxi-bromazepam

O 3 hidroxi-bromazepam (3-OH-bromazepam) é formado pela metabolizacao
hepatica através da hidroxilagdo e clivagem do anel de sete membros. E o principal
metabdlito ativo do bromazepam, sendo um metabdlito inativo (CHEZE et al., 2004).

Este foi identificado somente no efluente do PA-HUSM, através do
experimento IDA, conforme descrito no item 4.2.4.4. Na Figura 27 pode-se verificar
os fragmentos obtidos a partir da energia de colisédo de 20 V. A melhor fragmentacéo
do metabdlito foi alcangada utilizando energia de colisédo CE de 60 V (Figura 27b).
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Figura 27 - Espectro de massas do metabdlito 3-hidroxi-bromazepam - m/z 332 e seu fragmento, em
amostra de efluente do PA-HUSM. Condicdo: Enhanced MS + EPI (a) com energia de colisdo 20 V e
(b) com energia de colisédo 60 V.

Apbs os experimentos de IDA e EPI com diferentes energias de colisdo, foi
obtida a rota de fragmentacdo do metabdlito 3-OH-bromazepam com suas
respectivas perdas de massa e proposicdo da fragmentacdo das estruturas
moleculares que estéo representados na Figura 28.

O metabdlito 3-hidroxi-bromazepam com o ion precursor m/z 332 e o
fragmento m/z 314 [M + H]" é proveniente da perda de agua (H.0), da molécula do
metabdlito-pai com energia de colisdo de 20 V, semelhante aos fragmentos

encontrados por Chéze et al. (2004) e Smink et al. (2004), ao utilizarem a mesma
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energia de colisdo, em que obtiveram 0 mesmo fragmento em amostras de urina. A
seguir ocorre perda dos grupamentos CO e NCH, originando o fragmento m/z 259.

Nos relatos de Smink et al. (2004) quando utilizaram uma CE de 32 V foi
encontrado o mesmo ion m/z 332; porém, os fragmentos obtidos foram diferentes
(286 e 275) e foram encontrados em amostras de sangue total.

No fragmento m/z 278 [M + HJ", ocorre a perda da CsHzN da molécula do
metabalito-pai com energia de colisdo de 60 V, a seguir ocorre a quebra do anel de
sete membros, perdendo o grupamento C3H3sNO e formando o fragmento de m/z
209. Outra rota proposta foi a ruptura do anel com a perda de C,H,0, formando o
fragmento m/z 220 que pode perder os ions Br e N formando m/z 127 ou perdendo o
grupo CzHN> e formando o m/z 157, no qual, em uma nova quebra (C,H,) forma m/z
135.

2o —‘ @ —‘ @ —‘ @
T —— Br — Br{/ﬁ
(-C3HNy) (-C2Ho)
’43”\') m/z 220 m/z 157 m/z135
©)

L

=N

_ HE
miz 127 S{;O/ e o ]
N~ N
o on o
N ‘é‘ (-C3H3N) \Ng_é (-H20)

Br 7 Br

. N
m/z 278

7
(-C3H3NO) m/z 314
= m/z 332 - (-CO)
ﬂ ® (-NCH)
Br .
—OH
—N
m/z 209

m/z 259

Figura 28 - Rota de fragmentagéo proposta para o metabolito 3-OH-bromazepam.
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5.4.2 Metabdlitos do clonazepam

5.4.2.1 Metabdlito 7-aminoclonazepam

O clonazepam é resultado da metabolizacédo hepatica onde o grupo nitro sofre
reducdo, produzindo o metabdlito ativo principal o 7-aminoclonazepam. Em uma
segunda etapa, o metabdlito é acetilado (STEENTOF et al., 2009). O metabdlito foi
identificado somente no efluente do PA-HUSM. Utilizando-se o experimento de IDA
com precursor ion m/z 270, foi obtido o ion-pai 286 e mais dois fragmentos foram
gerados (Figura 29), sendo, posteriormente, observados no experimento com

energia de colisdo de 20 V.
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Figura 29 - Espectro de massas do metabdlito 7-aminoclonazepam m/z 286 e respectivos fragmentos,
em amostra efluente PA-HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI com CE 20 V.

A proposicao da rota de fragmentacéo foi realizada apos os experimentos de
IDA e EPI com diferentes energias de colisdo. Foram obtidas as fragmentacdes das
estruturas moleculares do metabdlito 7-aminoclonazepam com suas respectivas
perdas de massa (Figura 30).

Pode-se observar que o ion-pai m/z 286 e o fragmento m/z 222 [M + HJ" é
proveniente da perda do grupamento NH,, e dos ions Cl e O da molécula do
metabdlito-pai com energia de colisdo de 20 V. A formacdo deste fragmento foi
relatada nos trabalhos de Villain et al. (2005) (CE de 25 V), Xiang et al. (2011) e Kim
et al. (2011) (CE= 39 V) em analises forenses, utilizando amostras de cabelo. Nos
relatos de Chéze et al. (2004), também foi encontrado este fragmento (CE de 30V) e
Smink et al. (2004) usaram CE de 40 V.

O fragmento m/z 213 [M + H]" encontrado é proveniente da perda dos

grupamentos C,Hs e N,O, da molécula do metabdlito-pai com energia de colisdo de
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20 V, o que difere dos relatos de Villain et al. (2005), porém este utilizou a CE de 25
V em analises forenses de amostras de cabelo.

L m/z 286 —

('Csz)l (-N20)

j@

m/z 213

Figura 30 - Rota de fragmentag&o proposta para o metabdlito 7 aminoclonazepam.

5.4.3 Metabdlitos da carbamazepina

A carbamazepina é metabolizada, predominantemente, no figado, em duas
fases. A fase | € biotransformada pelas reacdes de oxidacdo, reducdo ou hidrélise,
liberando grupos funcionais reativos. A fase Il ocorre através de glucoronizagéo,
sulfonacédo, metilacdo ou acetilacéo, formando, dessa maneira, diversos metabolitos
sendo muitos deles potencialmente ativos (GOODMAN & GILMAN, 2010).

5.4.3.1 Carbamazepina 10,11-epéxido

A carbamazepina sofre a reacdo de epoxidacdo com a formacdo de um
metabdlito ativo, a carbamazepina 10,11-ep6xido, sendo o principal metabdlito e
possui propriedades anticonvulsivas.

O metabolito com ion m/z 252 foi encontrado no efluente geral do HUSM. O
experimento de IDA foi feito com precursor ion que proporcionou o estudo da
fragmentacao desse metabdlito seguido de EPI CE 20, 40 e 60 V (Figura 31).
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Figura 31 - Espectro de massas do metabdlito carbamazepina 10,11-ep06xido, ion-pai m/z 252 e seus
fragmentos em amostra de efluente geral do HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI com: (a)
fragmentos com CE de 20 V; (b) fragmentos com CE de 40 V e (c) fragmentos com CE de 60 V.

O metabdlito carbamazepina 10,11-epOxido também foi encontrado no

efluente do PA do HUSM pelo experimento EMS com EPI CE 20, 40 e 60 V (Figura

32).
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Figura 32 - Espectro de massas do metabdlito carbamazepina 10,11-ep6xido, ion-pai m/z 252 e seus
fragmentos. Em amostra de efluente PA-HUSM Condicao: Enhanced MS+ EPI (a) com CE 20 V, (b)

com CE 40V, (c) com CE 60 V.
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O experimento proporcionou o estudo da fragmentagéo, considerando o0s
fragmentos presentes nos espectros de massas obtidos com as diferentes energias
de colisdo desse metabdlito (Figura 33), a partir ion m/z 252, de modo a ocorrer a
guebra na cadeia lateral da carboxamida com a perda do grupamento NH,. Isso
acarretou a formacao do fragmento m/z 236, que, apos sofrer uma nova ruptura em
sua estrutura, perdeu 2CO, formando o fragmento m/z 180 e, por fim, ocorre uma
ruptura do anel com a perda de CH formando m/z 167, o que foi confirmado por
Miao & Metcalfe (2003) em determinacfes de amostras de aguas de superficie e
efluentes. Diferentes pesquisadores encontraram estes fragmentos em seus
experimentos, como: Breton et al. (2005), que realizaram determinacfes dos

metabdlitos em plasma humano, Niessen et al. (2011) e Royen et al. (2002).
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Figura 33 - Rota de fragmentag&o proposta para o metabdlito carbamazepina 10,11 epdxido.

A partir do ion m/z 252, pode ocorrer também a formacgéo do fragmento de
m/z 210, que é resultante da perda do grupamento NCO, utilizando um MS? e
posterior perda do grupamento H,CO, formando o fragmento m/z 180. Outra rota
proposta seria ruptura do ion m/z 252, em que ocorre a perda do grupamento
CeH2NO, originando o fragmento de m/z 148., Logo em seguida, ocorre a perda de
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um ion C, que forma o fragmento de m/z 136, e a quebra do grupamento CH3N
formando o fragmento de m/z 108.

Diferentes  pesquisadores detectaram a presenca do metabdlito
carbamazepina 10,11-ep6xido: em afluente 4,1 ng L™ (Gebhardt & Schroder, 2007),
880-4026 ng L™ (Huerta-Fontela et al., 2010) e 300-500 ng L™ (Gémez et al., 2007);
em efluente detectou-se 52,0 ng L™ (Gebhardt & Schréder, 2007) e 69-2377 ng L™
(Huerta-Fontela et al., 2010) e 300 ng L™ (Gémez et al., 2007).

5.4.3.2 Metabdlito 10-dihidro-10,11-dihidroxicarbam  azepina

Uma segunda via do metabolismo da carbamazepina forma diversos
metabalitos hidroxilados. O metabdlito 10-dihidro-10,11-dihidroxicarbamazepina (10-
OH-CBZ) m/z 255 foi encontrado no efluente PA-HUSM através do experimento
precursor ion 194 com 3 experimentos de EPI e trés energias de colisdo diferentes
20, 40 e 60 V. Os experimentos de CE 20 e 40 V mostraram as melhores

fragmentacdes para o metabolito 10-OH-CBZ (Figura 34).
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Figura 34 - Espectro de massas do metabdlito 10-OH-CBZ e seus fragmentos, em amostra efluente
PA-HUSM. Precursor ion 194 + EPI. Condi¢cao: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V,

(b) com energia de colisédo 40 V.

A proposicao da rota de fragmentacdo do metabolito 10-OH-CBZ esta descrita
na Figura 35. A partir do ion m/z 255, um dos principais caminhos de fragmentacfes

€ atraves da perda de agua, formando o ion com m/z 237,0 (fragmento identificado
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por Miao & Metcalfe (2003) em aguas de superficie e efluentes). Posteriormente,
ocorre a formacao do fragmento do ion com m/z 194,0, através da perda de acido
isocianico (HCNO). Esses fragmentos foram obtidos por Breton et al. (2005) e as
quebras foram confirmadas por Calza et al. (2012), os quais afirmaram que a
deslocalizacdo de elétrons ao longo do sistema aromatico confere elevada
estabilidade a molécula e impedem uma nova quebra. Uma segunda via de
fragmentacdo proposta para a formagdo do fragmento m/z 194 seria através da
perda do grupamento carbomoil (HNCO), originando o fragmento m/z 212 e, logo em

seguida, ocorre a perda de agua.
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Figura 35 - Rota de fragmentag&o proposta para o metabélito 10-OH-CBZ.
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Uma terceira rota proposta, a partir do ion m/z 252 pode ocorrer com a quebra
do grupamento C,H, formando o m/z 232, perdendo na sequéncia o ion de O (m/z

214) e o do grupamento C,H4 (m/z 186).

5.4.3.3 Metabdlito 2-Hidroxi-carbamazepina

Outro metabdlito hidroxilado é o 2-hidréxi-carbamazepina (2-OH-CBZ) com
ion m/z 253 e foi encontrado no efluente geral do HUSM. Sua fragmentacédo foi
obtida através do experimento de EMS + 3 EPI com CE 20, 40 e 60 V. Os espectros
de massas da fragmentacdo do metabdlito podem ser observados na Figura 36. Os
pesquisadores Gebhardt & Schroder (2007) detectaram a presenca desse metabalito

em afluente 94 ng L™ e em efluente 130 ng L™ no Canada.
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Figura 36 - Espectro de massas do metabdlito 2-OH-carbamazepina m/z 253 e seus fragmentos,
amostra efluente geral HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b)
com energia de coliséo 40 V, (c) com energia de colisdo 60 V.

A rota de fragmentacdo proposta para o metabdlito 2-OH-CBZ esta descrita
na Figura 37. A partir do ion m/z 253, foi obtido o fragmento m/z 210, através da

perda do grupamento HNCO (43 Da), sendo comprovado por Miao & Metcalfe
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(2003), ao detectarem a presenca do metabolito em amostras de afluente e efluente.
A formacao desse fragmento também foi obtido por Breton et al. (2005) e Calza et al.
(2012).

Uma segunda via proposta foi a formacédo do ion m/z 236 através da perda de
NH3; que, apos sofrer uma nova ruptura em sua estrutura, perde C,0,, formando o
fragmento m/z 180. Outra rota proposta para a formacao do fragmento m/z 191 seria
através da perda dos grupamentos CH3; e NO,, seguido de sucessivas quebras dos

anéis aromaticos, formando os ions m/z 177, 159, 155, 141 e 109.
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Figura 37 - Rota proposta para a fragmentacdo do metabdlito 2-OH-carbamazepina.
5.4.3.4 Iminoquinona

A iminoquinona € um metabdlito secundario da carbamazepina que pode ser
considerado potencialmente ativo com m/z 207, e foi encontrado no efluente PA-
HUSM e no efluente geral do HUSM. Os experimentos utilizados para o estudo da
fragmentacdo deste metabolito foram EMS + EPI com 3 CE. Os experimentos de CE
20 e 40 V mostraram as melhores fragmentacfes para o metabdlito iminoquinona no

efluente do PA (Figura 38) e no efluente geral (Figura 39).
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Figura 38 - Espectro de massas do metabdlito iminoquinona m/z 207 e seus fragmentos, amostra
efluente PA-HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V; (b) com energia

de colisdo 40 V.
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Figura 39 - Espectro de massas do metabdlito iminoquinona m/z 207 e seus fragmentos, amostra
efluente geral-HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b) com

energia de coliséo 40 V.

A Figura 40 demonstra o caminho proposto para a fragmentacdo do

metabadlito iminoquinona (ion m/z 207), através da quebra dos anéis aromaticos com

a perda do grupamento C3H3O, formando o fragmento m/z 161,0 e, apds, sofre

sucessivas perdas de grupamentos CHjs (fragmentos m/z 149, 136, 134, 119).
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Figura 40 - Rota proposta para a fragmentacéo do metabdlito iminoquinona.

5.4.3.5 Acridona

A acridona é um metabolito secundario da carbamazepina, sendo esse
suspeito de apresentar toxidez. O ion m/z 196 foi encontrado no efluente geral do
HUSM, o experimento de IDA que permitiu a identificacdo da acridona foi o0 EMS
seguido de EPI com 3 CE 20, 40 e 60 V, o estudo de diferentes espectros de

fragmentos de massas esta demonstrado na Figura 41.

en
=3 2 ses 196.0 a
= 1
= 127.0
= ! 1550 1729
= 10e5 ] 1z0.9 X
2 | k0.0 ] i 1TEZ
E : . TR I E— . . : ; ;
100 1z0 140 160 120 zo0 zz0 zao 280
o mz, amu b
127.0
=y 1.8e5 112,09
% pp— 1720
= 1pz.1 1380 1542
107.0
£ FRSN I P | i i . i i i
400 1z0 140 160 120 zoo zz0 zao ZE0
w mz, amu
g 5.0e4 1154 c
= 1260
= 106 5 1545
£ | 1 | |
E T T T T T T T
100 1z0 140 160 120 zoo zz0 za0 z60
mz, amu

Figura 41 - Espectro de massas do metabolito acridona m/z 196 e seus fragmentos, amostra efluente
geral HUSM. Condi¢&o: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b) com energia de
colisédo 40 V e (c) com energia de colisdo 60 V.
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Na Figura 42 estdo demonstradas as principais proposicdes para a
fragmentacdo do metabdlito acridona (ion m/z 196), em que foi verificada a quebra
do grupamento HCO, formando o fragmento m/z 167,0 o que foi comprovado nos
relatos de Breton et al. (2005) em plasma humano. Uma segunda via seria a perda
do radical OH, com a formacédo do ion com m/z 178,0 e posterior perda de C3H;
formando o fragmento m/z 139,0.

Uma terceira via de fragmentacdo seria a quebra do grupamento C,H,
formando o ion de m/z 173 e posterior perda de um ion de O, cujo m/z € 155. Outra
via alternativa seria a quebra do anel aromatico a partir do ion m/z 173, com

sucessivas fragmentacdes, até formar o ion m/z 107.
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Figura 42 - Rota de fragmentagédo proposta para o metabodlito acridona.

5.4.4 Metabdlitos do diazepam

O diazepam é biotransformado, principalmente, ao nivel hepatico por enzimas
do sistema microssomico do citocromo P450, CYP2C e CYP3A, sendo trés os
metabdlitos biologicamente ativos: nordiazepam, temazepam e oxazepam (FREIRE
et al., 2005).
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5.4.4.1 Nordiazepam (N-desmetildiazepam)

O metabdlito nordiazepam com ion m/z 271 foi encontrado somente no
efluente geral HUSM, através do experimento de IDA. O que permitiu a identificacéo
do nordiazepam foi o EMS seguido de EPI com 3 CE de 20, 40 e 60 V,
proporcionando o estudo de diferentes espectros de fragmentos de massas (Figura
43).
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Figura 43 - Espectro de massas do metabdlito nordiazepam m/z 271 e seus fragmentos, amostra
efluente geral HUSM. Condicao: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b) com energia
de colisdo 40 V e (c) com energia de coliséo 60 V.

O metabdlito nordiazepam € o principal derivado de muito farmacos
benzodiazepinicos, e entre eles, o diazepam, que apresenta um grupo Cl na posi¢ao
7, e um ion m/z 271, sendo encontrado somente no efluente geral do HUSM. Na
Figura 44, esta proposto o caminho de fragmentacdo para 0 metabdlito
nordiazepam. A formacdo do fragmento m/z 243 que, apoOs sofrer ionizacao
electrospray por protonacdo em modo positivo, resulta na perda de uma molécula de
CO (28 u). Isso resulta na contracdo do anel de sete membros a uma ressonancia
estabilizada de seis membros. Apds, ocorre a perda de CI, originando um cétion

estabilizado por ressonancia (fragmento m/z 208). Essas fragmentacdes séo



107

confirmadas pelos experimentos encontrados por Smyth et al. (2000), Smink et al.
(2004) e Risoli et al. (2007).

Uma segunda proposicédo de rota de fragmentacdo foi através da perda de
uma molécula de OH formando ion m/z 253 e a seguir o grupamento C,HsN; (ion
m/z 199). Ainda, uma terceira rota proposta seria pela perda do grupamento CgHs
(ion m/z 195) e, em seguida, pela ocorréncia de sucessivas quebras do anel de sete

membros (fragmentos ion m/z 181, 170, até formar o ion m/z 137).
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Figura 44 - Rota de fragmentagéo proposta para o metabolito nordiazepam.
Nos experimentos realizados por Kim et al. (2011) foi encontrado o ion m/z
271 em amostras de pelos de rato, porém os fragmentos obtidos foram diferentes

(ions m/z 140 e 165), provavelmente, devido a utilizacdo de CE diferente (37 e 31,

respectivamente). Os mesmos fragmentos foram encontrados por tais autores em
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amostras de cabelo humano e, também, em pelos de ratos que receberam a
administracao de diazepam.

O mesmo ion m/z 271 e os fragmentos 140 e 165, também encontrados por
Villain et al. (2005) e Xiang et al. (2011), ao analisarem amostras de cabelo. Nos
relatos de Smink et al. (2004), foi encontrado o ion m/z 271, porém os fragmentos

obtidos foram diferentes (243, 208 e 140) e determinados em amostras de sangue

total.

5.4.4.2 Oxazepam

O Oxazepam (ion m/z 287) é um metabdlito ativo derivado do diazepam e foi
encontrado somente no efluente geral do HUSM, através do experimento EMS-EPI
com trés de CE 20, 40 e 60 V. Os espectros de massas com suas fragmentacoes

podem ser observados na Figura 45.
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Figura 45 - Espectro de massas do metabdlito oxazepam m/z 287 e seus fragmentos, amostra
efluente geral HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b) com energia
de colisdo 40 V, (c) com energia de coliséo 60 V.

O caminho de fragmentacdo para o metabolito oxazepam (m/z 287) foi
proposto considerando os fragmentos presentes nos espectros de massas obtidos

com as diferentes energias de colisdo (Figura 46).
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A formacdo do fragmento m/z 269 é resultado da perda de espécie neutra
H,O (18 amu), a qual ocorre utilizando um MS? no fon trap, que deixa intacto o fon
carbonio do anel de sete membros, conforme o comprovado pelos experimentos de
Smyth et al. (2000). No entanto, Smyth et al. (2010) relataram que tal perda de agua
a partir do anel benzodiazepinico, acarreta a contracdo do anel, que fica com 6
membros.

Na sequéncia, semelhante ao que aconteceu com o nordiazepam, aqui
também ocorreu a perda de radical CO, formando o fragmento m/z 241. Outra perda
€ de cloro (35u) com formacado do radical m/z 206 comprovado por Smyth et al.
(2000), Smink et al. (2004) e Kim et al. (2011). Outro caminho que pode ser seguido
a partir do m/z 241 seria a perda de um grupamento fenil resultando na formagéo de
um carbocation (fragmento m/z 163), isto foi comprovado por Villain et al. (2005) e

também por Smyth et al. (2010) em amostras de cabelo.

=
H o [H
cl -
m/z 287

O ,f J (-CaHy)
Cl 7
(@]
N\NQOH (-CH)

=

O miz 259
m/z 206
B .
1Ty e T e
cl cl AN cl N c

m/z 127 m/z 180 m/z 175

l(-CzHCD
H

/\Q\Nlﬂl/\i}l

m/z 121 m/z 117



110

Figura 46 - Rota de fragmentagéo proposta para o metabolito oxazepam.

Uma segunda rota alternativa seria a perda de um grupamento C,H, com a
quebra de radical fenil formando o ion m/z 259.

Xiang et al. (2011) também obtiveram o ion-pai de m/z 287,2, porém o0s
fragmentos encontrados foram diferentes (140,2 e 208,1) provavelmente porque foi
utilizada uma CE de 36 V.

5.4.4.3 Temazepam

O temazepam (m/z 301,2) € um metabdlito derivado do hidroxilado de
diazepam, que foi encontrado no efluente geral do HUSM pelo experimento
Precursor ion 154 + EPI com 3 energias de colisdo avaliadas. Os espectros de

massas gerados por este experimento podem ser visto na Figura 47.
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Figura 47 - Espectro de massas do metabdlito temazepam m/z 301,2 e seus fragmentos, amostra
efluente geral HUSM. Precursor ion 154. Condi¢do: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisao 20
V, (b) com energia de colisdo 40 V e (c) com energia de colisdo 60 V.

As melhores fragmentagOes nesse experimento foram com as energias de 20
e 40 V. Os espectros de massas gerados pelo experimento podem ser vistos na
Figura 48. Em funcéo disso, os resultados sdo parecidos com os resultados
encontrados por Jager & Bailey (2011) em que se verificou a formag¢édo do ion m/z

300,9, e os fragmentos 255 e 177,5 em amostras de urina, utilizando CE de 31 V.
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O metabolito temazepam m/z 301,0 foi encontrado no efluente geral do HUSM

pelo experimento Precursor ion 154 + EPI com 3 energias de colis&o avaliadas.
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Figura 48 - Espectro de massas do metabdlito temazepam m/z 301 e seus fragmentos, amostra
efluente geral HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b) com
energia de colisdo 40 V.

O metabdlito temazepam também foi encontrado no efluente PA-HUSM, pelo
experimento EMS + EPI com 3 energias de colisdo 20, 40 e 60 V. Os espectros de

massas gerados por este experimento podem ser observados na Figura 49.
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Figura 49 - Espectro de massas do metabdlito temazepam m/z 301 e seus fragmentos, amostra
efluente PA-HUSM. Condicdo: Enhanced MS+ EPI (a) com energia de colisdo 20 V, (b) com energia
de colisdo 40 V e (c) com energia de coliséo 60 V.
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A rota de fragmentacéo para o metabdlito temazepam m/z 301,0 foi proposto
considerando os fragmentos presentes nos espectros de massas obtidos com as
diferentes energias de colisdo (Figura 50). A formacao do fragmento m/z 283 foi
resultado da perda de espécie neutra H,O (18u), que foi comprovado por Smyth et
al. (2000). Outra quebra que ocorreu foi a perda de radical CO, formando o
fragmento m/z 255. Tal fragmento foi encontrado nos relatos de Rust et al. (2012),
Xiang et al. (2011) e Kim et al. (2011) ao analisarem amostras de cabelo, resultados
semelhantes aos obtidos por Smink et al. (2004), que encontraram m/z 301, ao

determinarem esses compostos em amostras de sangue total.
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Figura 50 - Rota de fragmentagéo proposta para o metabdlito temazepam.
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Na Tabela 21 estdo demonstrados os ions precursores e ions produtos dos farmacos psicoativos identificados no efluente

do HUSM. Estes resultados estdo de acordo com os dados encontrados na literatura, conforme pode-se observar na Tabela 3.

Tabela 21 — ion precursor (M+H") e lon produto (m/z) de ansioliticos, antiepilépticos e seus metabdlitos identificados no efluente do PA-HUSM

e efluente geral.

fon precursor lon produto , fon precursor lon produto Matriz
Composto Metabolitos
M+H" (m/z) (m/2) M+H" (m/z) (m/z) (efluente)
Bromazepam 316 214/151 3-OH bromazepam 332 314 PA-HUSM
Carbamazepina 10,11-epdxido 252 236 PA-HUSM
Geral
10-dihidro-10,11-dihidroxicarbamazepina 255 231,9 PA-HUSM
Carbamazepina 237 194/179 2-OH-carbamazepina 253 239 Geral
Iminoquinona 207 179 PA-HUSM
Geral
Acridona 196 167 Geral
Clonazepam 316 270/181 7-aminoclonazepam 286 222 PA-HUSM
Nordiazepam 271 253 Geral
_ Oxazepam 287 241 Geral
Diazepam 285 193/154
Temazepam 301 283 PA-HUSM
Geral
Lorazepam 321 275/302,9 N&o encontrado = meeemmmmmeeeee e e
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5.5 Avaliacéo preliminar do risco de drogas psicoat ivas no ambiente - o caso
do HUSM

Neste estudo, foi conduzida uma avaliacdo preliminar do risco relacionado
com a emissado de ansioliticos e antiepilépticos mais utilizados no HUSM, a partir da
concentracdo desses compostos no efluente tratado do HUSM. Comparou-se a
concentracdo previsivel no ambiente (PEC), com os valores de toxicidade relatados
na literatura, que se refere a PNEC. Somente os dados de PNEC de diazepam e
carbamazepina foram encontrados na literatura pesquisada. Além disso, investigou-
se 0 consumo médio de agua do HUSM, cerca de 1,3 m3 por paciente, por dia, por
um fluxo médio de 190 m® dia™ (Wilde et al, 2012.).

Para o calculo do PEC, foi considerada a seguinte situacdo: (1) todas as
drogas prescritas sdo usadas em tratamentos no hospital, (2) a fracdo excretada foi,
integralmente, descarregada no sistema de esgoto hospitalar, (3) ndo ha
transformacdo dos medicamentos apds a saida para o sistema de esgoto, e (4) que
€ suposto um padrao de uso dos produtos farmacéuticos, uniformes no tempo e no
espaco (Wilde et al, 2012.).

O quociente de risco de cada farmaco foi calculado dividindo os valores de
PEC pelos de PNEC. Os valores de PEC foram estimados da Equacgédo 1. A
Tabela 2222 apresenta os dados para a avaliagdo de risco dos ansioliticos e

antiepilépticos mais usados no HUSM.

Tabela 22 - Concentracdo ambiental predita (PEC) e o quociente de risco (QR) dos principais
ansioliticos e antiepilépticos usados no HUSM.

Excrecéo
Consumo
como PECks, PECcen. PNEC QR
Composto Anual 4 4 4 p
composto 4w Mgl (ugL7)*  (ugL’) (PEC/PNEC)™
: . (gano’)
ativo (%)
Bromazepam 84 6 0,08 0,008 NE~ NE
Carbamazepina 20-30 1500 18,3 1,83 13,8° 1,33
Clonazepam 90 14 0,18 0,018 NE NE
Diazepam 70 178 2,31 0,23 2,0° 1,16
Lorazepam 90 5 0,02 0,002 NE NE

“Lima (2009); ” Dados da farmacia do HUSM (2010); © Verlicchi et al. (2012); “Jonnes (2002); *
Quociente de risco calculado teoricamente; *Presente estudo; NE= N&o encontrado na literatura.
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Como pode ser observado, todos os compostos apresentaram valor de PECgy,
maior do que 0,01 pg L7, j& no curso d’agua (PECcsr) onde o esgoto do HUSM é
lancado, os compostos carbamazepina, o clonazepam e o diazepam estavam acima
desses valores, 0 que aponta para a problemética e a relevancia do estudo de tais
compostos.

Nao foram encontrados dados na literatura sobre o PNEC para os compostos
bromazepam, clonazepam e lorazepam, o que impossibilitou o célculo do QR para
tais compostos. Embora a carbamazepina tenha uma taxa de excrecdo baixa como
composto ativo, ela apresenta uma maior PEC comparada com 0S outros
compostos. Tanto a carbamazepina quanto o diazepam apresentam um QR acima
de 1,0, o que merece mais atencdo, pois apresenta um alto risco. O mesmo
comportamento para o QR foi encontrado por Verlicchi et al. (2012).

Os valores de PNEC encontrados na literatura referem-se ao crustaceo
Daphnia magna, indicando que para esse organismo a quantidade lancada pelo
HUSM apresentaria risco encontrado nos relatos de Verlicchi et al. (2012). Por esta
razao o impacto ambiental destes farmacos precisa ainda de atencdo, pois ainda

nao se conhece sua acao crbnica em longo prazo.



6 CONCLUSOES
Ao término desta etapa trabalho pode-se concluir:

A utilizagdo de ferramenta multivariada baseada em Metodologia de
Superficie de Resposta (RSM) permitiu a otimizagdo das variaveis experimentais;

Foram desenvolvidas e validadas trés técnicas: HPLC-UV, LC-MS e LC-
MS/MS_Qtrap) para determinar farmacos psicoativos (bromazepam, carbamazepina,
clonazepam, diazepam e lorazepam). Estas técnicas apresentaram 6timos
resultados de validacéo;

O uso da técnica por HPLC-UV apresenta-se como alternativa devido ao
baixo custo quando comparado a uso da espectrometria de massas.

As condigbes otimizadas para a metodologia de SPE obtidas para os
ansioliticos e antiepilépticos foram semelhantes e a variavel sorvente atuou de
maneira negativa, o que pdde ser comprovado através das variaveis que comparam
0 sorvente as outras variaveis. Os melhores resultados foram obtidos quando
utilizou-se o sorvente Cig Premium;

A confecgdo em laboratério de cartuchos para extragdo em fase solida
preparados diminui os custos. Os sorventes apolares Bond Elut, C,g Premiun Grade
e C,g apresentaram recuperacao maior que 75%, sendo que o sorvente C;g Premiun
Grade apresentou a melhor taxa de recuperacao;

Dentre as técnicas avaliadas e desenvolvidas para a determinacdo dos
farmacos em efluente hospitalar, 0 LC-MS/MS_Qtrap € a mais sensivel e seletiva
para a determinacdo dos compostos, atingindo um limite de quantificacdo foi de
30,00 #1,10 ng L™?, para bromazepam, clonazepam e lorazepam; carbamazepina,
50,00 1,81 ng L™ e, diazepam, 40,00 +0,98 ng L™, principalmente por que as
concentracdes determinadas estdo na ordem de ng L™;

Na investigacdo foram detectadas a presenca de drogas psiquiatricas no
efluente do PA-HUSM e efluente geral, sendo suas concentracdes respectivamente,
bromazepam, 195,0+6,4 ng L™ e 137,1+7,0 ng L™*; carbamazepina, 589,6+6,1 ng L™
e 460,749,3 ng L™, diazepam, 645,0+0,3 ng L™* e 571,049,9 ng L™, lorazepam,
95,7+6,7 ng L™ e 42,4+4,2 ng L™ e clonazepam, 134,3+9,8 ng L € 56,999 ng L™, o
que pode representar um risco para a saude publica, uma vez que este efluente

hospitalar final € descartado em curso d’agua que percorre o Campus da UFSM;
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Com o auxilio de LC-MS/MS_QTrap ocorreu a identificacdo dos metabolitos
de ansioliticos e antiepilépticos no efluente hospitalar, tanto no efluente do PA-
HUSM (ponto A), quanto no efluente geral (ponto B). Os metabdlitos identificados
foram: 3-hidroxi bromazepam (bromazepam), 7-amino clonazepam (clonazepam),
carbamazepina 10,11 epoxido, 10-dihidoxi-10,11-dihidrocarbamazepina,
iminoquinona, 2-hidroxi-carbamazepina e acridona (carbamazepina), nordiazepam,
oxazepam e temazepam (diazepam), e, seus caminhos de fragmentacdo foram
propostos;

A partir da avaliacdo de risco preliminar, os compostos carbamazepina e
diazepam apresentaram o maior risco, possuindo Quociente de Risco teorico (0,85 e

0,90, respectivamente), o que requer maior atencdo no que se refere a toxicidade.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

* Investigar a eficiéncia dos Processos Avancados de Oxidacao (PAOS) na
degradacdo dos ansioliticos e antiepilépticos (bromazepam, carbamazepina,
clonazepam, diazepam e lorazepam) em amostras de efluente hospitalar.

* Realizar estudo dos produtos gerados pela aplicagao dos PAOS.

* Avaliar o comportamento da toxicidade do efluente hospitalar contendo
ansioliticos e antiepilépticos e seus metabdlitos apés o tratamento com PAOS.

» Fazer a quantificacdo dos metabalitos.
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Apéndice 1 — Superficie de resposta obtida através de analise de carbamazepina por
HPLC-UV
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Figura 51 - Superficie de resposta obtida através de analise de carbamazepina por HPLC-UV a)
volume de solvente e pH; b) sorvente e volume de solvente; c) capacidade de sorcéo e volume de
solvente, d) capacidade de sorcéo e pH; e) sorvente e pH e f) capacidade de sor¢céo e sorvente.
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Apéndice 2 — Superficie de resposta obtida através de analise de clonazepam por

HPLC-UV
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Figura 52 - Superficie de resposta obtida através de andlise de clonazepam por HPLC-UV a) volume
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Apéndice 3 — Superficie de resposta obtida através de analise de lorazepam por

HPLC-UV
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Figura 53 - Superficie de resposta obtida através de analise de lorazepam por HPLC-UV a) volume de
solvente e pH; b) sorvente e volume de solvente; ¢) capacidade de sorcao e volume de solvente, d)
capacidade de sorcédo e pH; e) sorvente e pH e f) capacidade de sorcéo e sorvente.
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Apéndice 4 — Superficie de resposta obtida através de andlise de diazepam por
HPLC-UV
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Figura 54 - Superficie de resposta obtida através de andlise de diazepam por HPLC-UV a) volume de

solvente e pH; b) sorvente e volume de solvente; ¢) capacidade de sorcdo e volume de solvente, d)
capacidade de sorcéo e pH; e) sorvente e pH e f) capacidade de sorcéo e sorvente.
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Apéndice 5 — Perfil da seletividade - curvas analiticas preparadas com spike na
matriz (efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.
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Figura 55 — Perfil da seletividade: curva analitica de bromazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.

70000
0000 Curva com matriz

y = 0,9712x - 193,85
50000 W/
40000

30000 /

‘/ Curva sem matriz

20000 y=09782x +61,006 —
/ R? = 0,9997

10000 |~

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Concentracdo na matriz (ng L)

Concentragao sem matriz (ng L)

Figura 56 — Perfil da seletividade: curva analitica de carbamazepina preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.
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Apéndice 6 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.
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Figura 57 — Perfil da seletividade: curva analitica de clonazepam preparada com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.
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Figura 58 — Perfil da seletividade: curva analitica de diazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.
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Apéndice 7 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol)
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Figura 59 — Perfil da seletividade: curva analitica de lorazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando HPLC-UV.
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Figura 60 — Perfil da seletividade: curva analitica de bromazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS.
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Apéndice 8 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol)
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Figura 61 — Perfil da seletividade: curva analitica de carbamazepina preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS.
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Figura 62 — Perfil da seletividade: curva analitica de clonazepam preparados com Spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS.
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Apéndice 9 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol)
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Figura 63 — Perfil da seletividade: curva analitica de diazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS.
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Figura 64 — Perfil da seletividade: curva analitica de lorazepm preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS.
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Apéndice 10 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na
matriz (efluente) e sem matriz (em metanol)
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Figura 65 — Perfil da seletividade: curva analitica de bromazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS/MS.
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Figura 66 — Perfil da seletividade: curva analitica de carbamazepina preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS/MS.



Apéndice 11 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na
matriz (efluente) e sem matriz (em metanol)
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Figura 67 — Perfil da seletividade: curva analitica de clonazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS/MS.
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Figura 68 — Perfil da seletividade: curva analitica de diazepam preparadas com spike na matriz
(efluente) e sem matriz (em metanol), utilizando LC-MS/MS.
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Apéndice 12 - Perfil da seletividade: curvas analiticas preparadas com spike na
matriz (efluente) e sem matriz (em metanol)

- 2500

)

c

: 2000 Curvana matriz

= y =0,9486x - 17,246

E 1500 R*=10,9954

L]

c

o 1000

o / Curva sem matriz
£ 500 y=009727%x 12464
3 / R? =0,9998

o

: [] T T

o

O

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragdo sem matriz (ng L)

Figura 69 — Curva analitica de diazepam preparadas com spike na matriz (efluente) e sem matriz (em
metanol), utilizando LC-MS/MS.
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Apéndice 13 - Ensaios de recuperacéo e Repetibilidade (intra-dia) de farmacos psicoativos em amostras de efluente hospitalar

Tabela 23 — Ensaios de recuperacao e precisao intra-dia de farmacos psicoativos em amostras de efluente hospitalar do HUSM utilizando HPLC-UV (n=7).

Analito Real *Enc. *Rec ***DP Real Enc. Rec DP (RSD) Real Enc. Rec DP (RSD)
(nL? (nL? (%) (RSD) (nL?h (nLY (%) (nL? (nL?h (%)
Bromazepam 2500 2151 86,1 44,5(+2,1) 23792 95,2 85,2(x0,4) 49022 98,0 242,8(x0,5)
Carbamazepina 5000 4296 85,9 142,0(3,3) 23514 94,1 358,9(+1,5) 48817 97,6 63,9(0,1)
Clonazepam 2500 2134 85,4 55,9(x2,6) 25000 23448 93,8 ,0(#2 3) 50000 48960 97,9 142,0(3,3)
Diazepam 10000 9072 90,7 290,0(+3,2) 23520 94,1 ,8815,3) 49036 98,1 284,4(+0,6)
Lorazepam 2500 2115 84,6 59,2(+2,8) 23504 94,0 13838,6) 48986 98,0 260,7(x0,5)

* Enc= Encontrado; ** Rec= recuperado;***DP= DesWadréo, RSD= Desvio padréo relativo

Tabela 24 — Ensaios de recuperacao e precisao intra-dia de farmacos psicoativos em amostras de efluente hospitalar do HUSM utilizando LC-MS (n=7).

Analito Real *Enc. *Rec **DP Real Enc. Rec DP (RSD) Real Enc. Rec DP (RSD)
(nL? (nL? (%0) (RSD) (nL?) (nL? (%0) (nL?) (nL?) (%0)
Bromazepam 504,6 84,0 16,2(+3,2) 23792 95,2 39,9(x1,1) 49022 98,0 61,3(x0,6)
Carbamazepina 510,0 85,0 19,1(x3,8) 23514 94,1 (BU® 48817 97,6 58,1(x+0,6)
Clonazepam 600,0 498,6 83,1 21,9(x4,4) 4000,0 23448 93,8 42,21 10000,0 48960 97,9 52,7(x0,5)
Diazepam 507,1 84,5 18,0(%3,5) 23520 94,1 315,81, 49036 98,1 284,4(+0,6)
Lorazepam 518,6 86,4 59,2(x2,8) 23504 94,0 383, 6j+1 48986 98,0 260,7(x0,5)

* Enc= Encontrado; ** Rec= recuperado;***DP= DesWadréo, RSD= Desvio padréo relativo

Tabela 25 — Ensaios de recuperacéo e preciséo intra-dia de farmacos psicoativos em amostras de efluente hospitalar do HUSM utilizando LC-MS/MS (n=7).

Analito Real *Enc. *Rec **DP Real Enc. Rec DP (RSD) Real Enc. Rec DP (RSD)
(nL?h (nL?h (%0) (RSD) (nL? (nL?h (%) (nL? (nL? (%)
Bromazepam 40,0 37,1 92,1 1,1(x2,9) 600,0 555,8 6 92, 18,2(%3,3) 1200,0 1151,7 96,3 22,3(x1,9)
Carbamazepina 50,0 44,3 88,6 1,1(+2,5) 500,0 4614 92,3 6,9(x1,5) 2000,0 1940,0 97,0 30,6(x1,6)
Clonazepam 40,0 36,6 91,4 1,1(£3,1) 600,0 558,6 193, 14,6(x2,6) 1600,0 1555,3 97,2 15,8(+1,0)
Diazepam 50,0 43,1 86,3 0,7(¢1,6) 500,0 454,3 90,9 11,3(x2,5) 2000,0 1964,3 98,2 18,1(+0,9)
Lorazepam 40,0 35,7 89,3 1,3(+3,5) 600,0 564,9 94,1 14,8(+2,6) 2000,0 1958,6 97,9 21,2(x1,1)

* Enc= Encontrado; ** Rec= recuperado;**DP= DesWadréo, RSD= Desvio padréo relativo
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Apendice 14 - Estudo de reprodutibilidade (Precisdo Intermediaria — inter-dia) de ansioliticos e antiepilépticos em amostras de

efluente do HUSM.

Tabela 26 — Estudo de reprodutibilidade (Precisao Intermediaria — inter-dia) de ansioliticos e antiepilépticos em amostras de efluente do HUSM utilizando

HPLC-UV.
Analito Real 'Det. "Rec “DP Real *Det. **Rec “DP Real *Det. *Rec  DP
(gL (ngL? (%) (RSD) (ng LY (%) (RSD) (ng LY (%) (RSD)

Bromazepam _ 2500,0 _ 2130,9 852 50284 23581,0 94,3 264,20,1) 49022,9 985  461,3009)
Carbamazepina 5000,0 4301,2 86,0 13334 23476,7 93,9 32841,4) 48928,6 97,9 28741,6)
Clonazepam 2500,0 2123,2 84,9 5#51) 25000,0 23408,2 93,6 28141,2) 50000,0 49048,4 98,1 347 #Q,7)
Diazepam 10000,0  9072,4 86,7  432B0) 23520,0 94,1 334.21,4) 49805,7 98,1  334:,7)
Lorazepam  2500,0  2121,0 84,8  4320) 23459,6 93,8 458.61,0) 49022,6 98,00 368#1,8)

Tabela 27 — Estudo de reprodutibilidade (Precisdo Intermediaria — inter-dia) de ansioliticos e antiepilépticos em amostras de efluente do HUSM utilizando LC-

MS.
Analito Real Det. "Rec T DP Real  *Det. **Rec “DP Real  *Det. **Rec  DP
(ngL") (ngL?) (%) (RSD) (ng L) (%) (RSD) (ng L) (%) (RSD)
Bromazepam 497,1 82,9 17,94,8 3673,8 91,8 58,90,5) 9819,0 98,2 53,#0,1)
Carbamazepina 502,9 83,8 19Be) 3647,1 91,2 34,%0,6) 9801,9 98,0 51,80,1)
Clonazepam  600,0 497,1 82,9  214B(6)  4000,0 3663,8 91,6  432(,2) 10000,0 98086 981  42,304)
Diazepam 497,6 82,9  20:(1) 3652,4 91,3  35,10,2) 98082 98,1  36,90,4)
Lorazepam 505,7 84,3 22+4(5) 3645,7 91,1 34,80,9) 9801,5 98,0 52,80,5)

*Det= Determinada (média de 3 dias); **Rec= Recapéo (média de 3 diasrs*; DP = desvio padrdao; RSD= desvio padrao relativo
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Apendice 15 - Estudo de reprodutibilidade (Precisdo Intermediaria — inter-dia) de ansioliticos e antiepilépticos em amostras de

efluente do HUSM.

Tabela 28 — Estudo de reprodutibilidade (Precisdo Intermediaria — inter-dia) de ansioliticos e antiepilépticos em amostras de efluente do HUSM utilizando LC-

MS/MS.
" E3 ET3 ETT3 ETT3 EZ33
Analito Real Det. Rec DP Real *Det. *Rec DP Real *Det. *Rec DP
(ngLh) (ng L™ (%) (RSD) (ng LY (%) (RSD) (ng LY (%) (RSD)

Bromazepam 40,0 37,3 93,1 1,3(x16) 600,0 551,9 92,0 18,13,3) 1200,0 1157,1 96,4 21,49
Carbamazepina 50,0 44,3 88,8  1(Dg) 500,0 4652 93,0 12:41(,2) 2000,0  1951,8 97,6  236(4)
Clonazepam 40,0 36,1 90,3 156 600,0  554,8 92,5 16 81,9 1600,0 15475 96,7 13:41,4)
Diazepam 50,0 44,3 88,4  114(7) 500,0 4648 93,0 13.61,7) 20000 1961,3 98,1  164(4)
Lorazepam 40,0 36,2 90,4  134(4) 600,0  563,0 93,8 148(,0) 2000,0  1959,0 98,0  16:3)

*Det= Determinada (média de 3 dias); **Rec= Recapéo (média de 3 diasrs*; DP = desvio padrdao; RSD= desvio padrao relativo



