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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DE
DICLOFENACO EM AGUAS SUPERFICIAIS

Contaminantes emergentes podem ser definidos como compostos quimicos
presentes em produtos comerciais, que podem ser encontrados em matrizes
ambientais e biologicas e que ainda ndo possuem regulamentacéo legal quanto ao
descarte e a presenca no ambiente. Farmacos como contaminantes emergentes tém
ganhado destaque entre as pesquisas devido ao impacto que podem causar no meio
ambiente e na saude, a partir, por exemplo, do comprometimento da qualidade das
aguas superficiais e para consumo. A introducdo destas substancias no ambiente
ocorre por uso no tratamento de doencas em humanos e animais, as quais sao, entao,
liberadas por excrecao, e também pelo langcamento de efluentes em corpos hidricos.
O consumo de farmacos anti-inflamatorios ndo esteroides pela populacao é bastante
elevado devido também as suas propriedades analgésicas e antipiréticas. Por
conseguinte, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca do farmaco anti-
inflamatério diclofenaco sodico em aguas superficiais de rio na cidade de Cascavel-
PR. Foram coletadas amostras de agua no rio Cascavel no periodo de agosto a
novembro de 2017. As amostras passaram por ajuste no pH, filtracdo e extracdo em
fase solida com cartuchos SPE. Apés a eluicdo, os analitos foram analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando coluna C18 e detector UV-VIS. O
meétodo passou por estudo de validacdo, em que foram analisados a linearidade, o
limite de deteccdo e quantificacdo, a precisdo intermediaria e a recuperacao. Os
dados registram que tais parametros estdo em conformidade com a legislacéo vigente
sobre validacdo analitica. Os resultados das amostras analisadas pelo método
prosposto apresentaram variacéo de 0,70 a 1,06 pg.L. O Capitulo | apresenta o artigo
cientifico contendo a otimizacdo de um método cromatografico para determinacao de
diclofenaco sédico em amostras ambientais e os resultados em termos da ocorréncia
deste nas amostras estudadas.

Palavras-chave: farmacos; anti-inflamatérios ndo esteréides; amostra de agua
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DEVELOPMENT OF METHODOLOGY TO DETERMINE DICLOFENAC IN
SURFACE WATER

Abstract

Emerging contaminants can be defined as chemical compounds in commercial
products, which can be recorded in environmental and biological matrices, although
they do not have legal regulations yet regarding their disposal and presence in the
environment. Drugs as emerging pollutants have stood out among researches due to
their impact on the environment and health, for example by impairing surface water
quality and so its consumption. The presence of these substances into the environment
occurs because of their use to treat diseases in humanbeings and animals. Drugs are,
so, realeased by excretion, and also by effluents into water bodies. The consumption
of non-steroidal anti-inflammatory drugs by the population has been quite high due to
their analgesic and antipyretic properties. Thus, this study aimed at evaluating the
presence of diclofenac sodium as an anti-inflammatory drug in river of Cascavel city,
Parana. Water samples were collected from the Cascavel river, from July to November,
2017. Samples were pH adjusted, filtrated and solid phase extracted with SPE
cartridges. After elution, the analytes were analyzed by High Performance Liquid
Chromatography, using C18 column and UV-VIS detector. The method underwent a
validation study, so that linearity, limit of detection and quantification, intermediate
precision and recovery were analyzed. The data show that the studied parameters are
in accordance with the current legislation on analytical validation. The samples results,
analyzed by the proposed method, showed some ranging from 0.70 to 1.06 pg.L™.
Chapter | introduces the scientific paper containing the chromatographic method
optimization to determine diclofenac sodium in environmental samples as well as the
results concerning its occurrence in the studied samples.

Keywords: drugs; non-steroidal anti-inflammatory; water sample
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1. INTRODUCAO

O foco dos estudos sobre poluicdo ambiental ocorre tradicionalmente por
poluentes convencionais, como 0s pesticidas e metais pesados, porém, representam
apenas uma parcela dos contaminantes que o meio ambiente pode estar exposto.

Contaminantes emergentes tém ganhado destague entre as pesquisas
atualmente devido ao impacto que podem causar a0 meio ambiente e a saude
humana. Dentre os contaminantes emergentes estao os farmacos, 0s quais possuem
caracteristicas lipofilicas e de baixa biodegradabilidade, logo, se acumulam na meio
meio ambiente com mais facilidade. As principais fontes de contaminagdo séo a
liberagdo por excre¢do humana e animal e o descarte de medicamentos e efluentes
em cursos de agua. Com isso, pode haver comprometimento na qualidade da agua
para consumo, jA que o0s tratamentos convencionais podem ndo eliminar tais
compostos.

Os farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) sdo muito utilizados
pela populacdo e suas acdes terapéuticas estdo relacionadas aos efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos e antipiréticos. Como exemplos de farmacos desta classe
estdo o acido acetilsalicilico, paracetamol, diclofenaco, ibuprofeno e cetoprofeno.

Estudos mostram que esses compostos podem ser detectados em amostras
ambientais através de técnica cromatografica e pode ser utilizada a Cromatografia
liguida de alta eficiéncia. Dentre as etapas analiticas, a fase de extracdo € um ponto
relevante. O método de extracdo em fase sélida (SPE) tem sido amplamente utilizado
devido as caracteristicas favoraveis como baixo consumo de solvente e grande
capacidade de concentracdo do analito de interesse.

Faz-se necessaria a confirmacdo da confiabilidade do método a ser utilizado
para o desenvolvimento de uma metodologia analitica, a partir de sua validagao, e
avaliacdo de parametros como linearidade, limite de quantificacédo, recuperacao e
precisdo. Contudo, o monitoramento destes compostos torna-se relevante, pois
representam uma classe de contaminantes que vem chamando a atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos, principalmente por possiveis impactos ambientais
na saude da populacdo e ainda por nao fazerem parte de legislacdes de controle de
gualidade das aguas. O presente trabalho busca contribuir com o levantamento de
dados sobre a qualidade da agua superficial e de abastecimento publico na cidade de

Cascavel-PR e verificar a ocorréncia do farmaco diclofenaco sédico.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector UV-VIS para quantificacdo do farmaco diclofenaco sédico em

amostras de aguas superficiais.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector UV-VIS, a partir da andlise das variaveis fase movel e
comprimento de onda.

- Validar o método desenvolvido de acordo com os parametros de linearidade,
seletividade, limite de detecgéo, limite de quantificagcéo, precisao e recuperacao.

- Realizar extracdo em fase solida nas amostras em estudo, a fim de se
concentrar o analito de interesse.

- Avaliar a ocorréncia do farmaco diclofenaco sodico a partir da analise das
amostras de aguas superficiais do Rio Cascavel, localizado na cidade de cidade de

Cascavel-PR.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Farmacos como contaminantes emergentes

Contaminantes emergentes sdo compostos de origem natural ou sintética que
estdo presentes em produtos consumidos pela populacdo e que chegam aos
ecossistemas por efluentes tratados ou ndo. Embora sejam alvo de estudos recentes,
a presencga desses compostos no ambiente é antiga (SOUSA; VASCONCELOS, 2005;
BARREIRO, 2013).

Segundo Costa Junior e colaboradores (2014), poluentes emergentes sao
compostos quimicos presentes em uma variedade de produtos comerciais e podem
ser encontrados em matrizes ambientais e biologicas. Eles n&o possuem
regulamentacdo legal quanto ao descarte e a presenca no ambiente, contudo,
apresentam risco potencial a salde humana e ao meio ambiente.

Estudos de compostos que manifestam persisténcia no meio ambiente como
0s pesticidas, vem sendo realizados e apontam indmeros contaminantes
considerados emergentes em amostras ambientais. Entre o0s contaminantes
destacam-se os compostos farmacolégicos, como os usados para consumo humano:
analgésicos, anti-inflamatorios e antibiéticos (AMERICO et al., 2013).

Dentre os contaminantes emergentes, os farmacos representam uma classe
gue vem sendo estudada por pesquisadores devido ao crescente consumo de
medicamentos e as consequéncias para 0 meio ambiente que podem causar
(PETRIELLO et al., 2014).

Jin e Ming (2013) destacam que os produtos farmacéuticos e de higiene
pessoal tém recebido grande atencdo devido a ameaca que representam para o
ambiente aquatico e para saude humana.

Devido ao fato de suas moléculas serem biologicamente ativas, os farmacos
sdo considerados contaminantes ambientais, e também a maioria dos farmacos
apresentam caracteristicas lipofilicas e baixa biodegradabilidade, o que propiciam
elevado potencial para bioacumulacéo e persisténcia no ambiente (AMERICO et al.,
2012).

Segundo Araujo e colaboradores (2010), tais compostos farmacéuticos que

chegam ao ambiente sdo considerados elementos que apresentam danos a saude



humana e animal porque podem desencadear consequéncias como problemas
genéticos e mutacoes.

Os farmacos possuem comportamento fisico-quimico semelhante aos
xenobidticos que se acumulam e podem levar a inducéo de efeitos negativos tanto em
organismos aquaticos quanto terrestres (SIRTORI, 2010).

A insercao destas substancias no ambiente advém do uso para o tratamento
de doencas em humanos e animais, liberadas pela excrecéo, a partir do langcamento
por efluentes nos corpos hidricos receptores das aguas destinadas ao abastecimento
(AMERICO et al., 2013).

Para Bila e Dezotti (2003), a principal rota de entrada de residuos de farmacos
no ambiente é o lancamento de esgotos em cursos de agua, mas também devem ser
considerados efluentes de industrias farmacéuticas, efluentes hospitalares, efluentes

rurais e a destinacdo incorreta e farmacos apés prazo de validade (Figura 1).
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Figura 1 Rotas dos farmacos no meio ambiente. Adaptado de: Bila e Dezoti (2003)




Costa e Costa (2011) ressaltam que as principais causas da contaminagao
ambiental estdo ligadas a pratica de que as pessoas néo se dao conta de que produtos
farmacéuticos séo perigosos para o ambiente, por isso, usam os farmacos de forma
inadequada, como a automedicacdo. O Brasil também se enquadra entre os dez
maiores consumidores mundiais de medicamentos, com a tendéncia de aumento do
CONSUMO NoS proximos anos. Assim, tem-se a ideia de que 0 cONSUMO excessivo e as
variadas formas de eliminacdo de medicamentos fazem com que estes compostos
cheguem ao meio ambiente.

Os primeiros estudos sobre o tema foram publicados na década de 70, como
0s estudos realizados por Garrison e colaboradores (1976) e Hignite e Azarnoff
(1977), os quais verificaram a presenca de acido cloridrico: metabdlito dos farmacos
antilipémicos clofibrato e etofibrato, em efluentes de estacdes de tratamento de esgoto
(ETE) nos Estados Unidos (BILA e DEZOTTI, 2003).

Segundo Costa e Costa (2011), dentre os medicamentos mais comumente
encontrados no meio ambiente, pode-se destacar o atenolol (usado principalmente
em doencas cardiovasculares), ibuprofeno (um farmaco do grupo dos anti-
inflamatorios, também analgésico e antipirético, utilizado para o alivio sintoméatica da
dor de cabeca, dor muscular, febre, etc.), o paracetamol (apresenta propriedades
analgésicas, mas baixa propriedade anti-inflamatoria), a dipirona (analgésico e
antitérmico), a sinvastatina (usada no tratamento da dislipidemia, para reducédo dos
niveis de colesterol e lipidios no sangue), fluoxetina (antidepressivo indicado para uso
em depressdo moderada a grave) e 0s anticoncepcionais (usados para inibir a
fertilidade normal da mulher).

Santos e colaboradores (2013) relataram a presenca de paracetamol na
concentragdo de 0,025 pg.L! em efluente hospitalar em Portugal. lbanez e
colaboradores (2013) obtiveram 10,6 pg.L* de ibuprofeno, 2,73 ug.L* de naproxeno,
1,78 pg.L! de paracetamol em afluentes na Espanha. Yu e Wu (2011) encontraram
77 ug.L 1 de paracetamol em amostras de efluente de ETE nos Estados Unidos.

Filippe e colaboradores (2016), em estudo sobre contaminantes emergentes
no Rio Barigui localizado em Curitiba-PR, detectaram cafeina como o composto mais
presente nas amostras com concentracdo, cuja variacdo foi de 0,09 a 1,59 pg.L*. O
acido acetilsalicilico foi detectado em concentra¢cées entre 0,11 e 0,38 pug.L* e o

estradiol foi o hormonio detectado com concentracéo até 0,74 ug.L™.



Segundo Torres e colaboradores (2012), o grande aumento da presenca de
tais compostos no ambiente representa uma das probleméaticas mundiais do
comprometimento da qualidade das aguas para consumo humano e do impacto
causador nos ambientes aquaticos. Destacam ainda que existem poucos estudos no
Brasil que abordam a ocorréncia de farmacos no ambiente e seus efeitos, cuja maioria
é realizada nos paises desenvolvidos.

Pesquisas preliminares tém mostrado que alguns desses farmacos ndo séo
completamente removidos, uma vez que sdo desenvolvidos para serem persistentes,
portanto, mantém suas propriedades quimicas o bastante para servir a um proposito
terapéutico. Assim, tais compostos podem nao ser eliminados durante o processo
convencional de tratamento dos esgotos, pois as estacbes sao equipadas com
unidades focadas na remocéo de contaminantes convencionais em niveis de mg.L™.
Farmacos, por sua vez, requerem tecnologias capazes de alcancar teores de pg.L* a
ng.L e, como resultado, séo encontrados em aguas superficiais e subterraneas, bem
como nos sedimentos (COSTA JUNIOR et al., 2014).

Melhorias na area de tratamento de efluentes e a busca por novos métodos
para tratamento de aguas residuais vém sendo realizadas. Exemplos sdo a
0zonizacao e a osmose, cujo objetivo € a remoc¢ado dos contaminantes organicos de
forma mais eficaz (PISARENKO et al., 2012; SHEN et al., 2014; DANG et al., 2014).

No entanto, devido ao alto custo, a maioria das estacdes de tratamento de
efluentes ndo possuem estes processos na sua rotina e, por consequéncia, 0s
residuos destas moléculas organicas nocivas podem ser encontrados em agua
potavel (PEDROUZO et al., 2011).

3.2 Anti-inflamatérios ndo esteroides

Segundo Rang e colaboradores (2001), os agentes anti-inflamatérios nao
esteroides (AINES) sdo os agentes terapéuticos mais amplamente utilizados e séo
frequentemente prescritos para relatos de dores musculoesqueléticas e tomados sem
prescricdo para dores menores.

A denominacdo AINES é devido ao fato de constituirem um grupo de
compostos denominados acidos organicos (BECKER, 2012). As suas acoes

farmacoldgicas podem ser definidas como trés: efeitos anti-inflamatérios que



modificam a reacdo inflamatdria; efeito analgésico em certos tipos de dores e efeito
antipirético, a fim de que se reduza a elevacao da temperatura. Nem todos manifestam
os trés tipos de acdes na mesma intensidade, todavia, normalmente, todos séo
analgésicos e antipiréticos, com certa variacdo no que tange ao grau de atividade anti-
inflamatoéria (RANG et al., 2001).

Os referidos efeitos estéo relacionados a sua agédo primaria que € a inibicdo da
araquidonato ciclooxigenase (COX) e assim, inibicdo da producgéo de prostaglandinas
e tromboxanos, conforme ilustra a Figura 2. H& dois tipos de COX: COX-1 e COX-2.
A COX-1 é expressa na maior parte dos tecidos e esta envolvida na sinalizacéao entre
células e na homeostasia tecidual. A COX-2 € induzida nas células inflamatorias
quando sédo ativadas e é responsavel pela producdo de mediadores prostanoides da
inflamacéo (RANG et al., 2001).
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Figura 2 Mecanismo de acéo dos AINEs. Fonte: Bécker (2012)

Em relacdo a farmacocinética, os AINEs s&do absorvidos rapida e
completamente a partir do trato gastrintestinal, com pico eNTRE 1 a 4 horas. A
absorcdo pode ser retardada pela presenca de alimentos, mas ndo afeta a
concentracéo do pico. Os AINEs sdo muito ligados as proteinas e sofrem metabolismo
hepético e excrecdo renal (BRUNTON et al., 2006).

Os efeitos indesejaveis mais comuns sao gastrointestinais, incluindo dispepsia,
diarreia, ndusea e vomito. Reacdes cutaneas séo relatadas como o segundo efeito
indesejavel mais comum, além de serem observadas erupcles leves, urticaria e

reacoes de fotossensibilidade até doencgas mais graves e individuos mais susceptiveis



podem apresentar reagbes renais. O consumo cronico de AINES pode causar
nefropatia por analgésicos, evidenciada por nefrite crénica e necrose papilar renal
(RANG et al., 2001). Segundo Brunton e colaboradores (2006), também podem ser
citados efeitos no sistema nervoso central, como cefaleia, vertigem, tonturas,
confusdo, efeito em plaquetas, que causam a inibicdo da ativacdo plaquetaria,
propenséo a equimoses e maior risco de hemorragias, reagdes de hipersensibilidade
como rinite vasomotora, asma, urticaria, rubor, hipotensdo e choque. Os efeitos
manifestam-se nas primeiras semanas de tratamento, enquanto o sangramento e as
ulceracdes tém inicio mais demorado.

As interagbes medicamentosas relatadas abordam o uso concomitante de
AINES com acido acetilsalicilico e podem aumentar a probabilidade de eventos
adversos gastrintestinais em comparacao ao uso isolado de AINES. A combinacéo de
AINES com inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) pode provocar
bradicardia que resulte em sincope, principalmente em idosos. Podem também causar
aumento de ulceracdo gastrintestinal se combinados com corticosteroides e risco de
sangramento em pacientes que usem varfarina (BRUNTON et al., 2006). Alguns
exemplos de AINES séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Exemplos de AINES, suas classes e observacdes. Fonte: Brunton et.al (2006)

Farmaco Classe Observacfes

) Inibe permanentemente
Acido acetilsalicilico Salicilatos a COX-1 plaquetaria
devido ao grupo acetil

Paracetamol Derivado do Efeitos analgésicos e
paraminofenol antipiréticos, menor
efeito anti-inflamatério

Diclofenaco Derivado do acido Maior poténcia se
aceético comparado ao acido
acetilsalicilico

Ibuprofeno Derivado do &cido 10-15% dos pacientes
propidénico interrompem seu uso
pelos efeitos adversos

30% desenvolvem
Cetoprofeno Derivado do acido efeitos colaterais
propiénico gastrintestinais leves




3.3 Caracteristicas do Diclofenaco so6dico

3.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Possui formula molecular C14H11CI2NOz2, pka 4, logKow 4,51, levemente &cido,
ponto de fusdo 283-285°C; é levemente soluvel em agua, faciimente soluvel em
metanol, solivel em etanol, ligeiramente sollvel em &cido acético, pouco solivel em
acetona, insolGvel em éter, cloroférmio e tolueno (BECKER, 2012 e RODRIGUES,

2012). A estrutura quimica do diclofenaco sédico esta representada na Figura 3.
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Figura 3 Estrutura quimica do diclofenaco soédico

O diclofenaco sédico possui acédo analgésica, antipirética e anti-inflamatéria. E
de rapida absorcdo, ampla ligacédo as proteinas e o tempo de meia vida do composto
€ curto. Ha grande efeito de primeira passagem e sua disponibilidade sistémica é de
apenas cerca de 50%. Acumula-se no liquido sinovial apds administragcdo oral, por
causa disso ha a explicacdo para o efeito terapéutico mais longo que a meia-vida
plasmatica. E metabolizado no figado por um membro da subfamilia CYP2C em 4-
hidroxidiclofenaco, principalmente, e apdés glicuronidacdo e sulfuracdo seus
metabalitos sdo excretados em torno de 65% pela urina e 35% na bile. Cerca de 20%
dos pacientes sofrem com os efeitos adversos gastrointestinais (BRUNTON et al.,
2006).

3.3.2 Caracteristicas gerais de consumo

O diclofenaco é o AINE mais utilizado na Europa e aprovado nos Estados
Unidos para tratamento sintomatico a longo prazo da artrite reumatdide e osteoartrite,
em dose habitual de 100 a 200 mg, fracionada em varias tomadas. Também se faz

atil a curto prazo para tratamento de dor musculoesquelética aguda e dismenorreia
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(BRUNTON et al., 2006).

E dificil calcular o consumo global exato de diclofenaco por varias razoes.
Algumas delas séo o uso de diferentes nomes comerciais, uso para fins humanos e
veterinarios ndo acompanhados e a facilidade de acesso pela populacao, pois a droga
€ consumida sem receita médica. No entanto, ha uma estimativa de que cerca de 940
toneladas de diclofenaco sdo consumidas anualmente em todo o Planeta, em dados
baseados do Intercontinental Marketing Services (IMS) (LONAPPAN et al., 2016).

3.3.3 Presenca no ambiente aquético e legislacao

Atualmente, as principais normativas referentes a qualidade das aguas néo
estabelecem limites para ocorréncia de farmacos no ambiente aquatico. As
normativas referem-se ao padrao microbiol6gico, aos contaminantes organicos e
inorganicos, as substancias como metais, aos derivados de petréleo, agrotoxicos,
desinfetantes, dentre outros compostos.

No Brasil, dentre as legislacbes existentes para controle da qualidade das
aguas destacam-se as seguintes leis: CONAMA n°357/2005, que classifica os corpos
de 4gua, CONAMA n° 430/2011, que dispbe sobre condi¢cdes para lancamentos de
efluentes e a Portaria n® 2914/2011, que trata sobre os procedimentos de controle e
de qualidade da 4gua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade.

Em 2006, a European Medicines Agency (EMA) elaborou um guia denominado
Guideline on the Environmental Risk Assessment of Medical Products for Human Use,
em que ha descricdo dos riscos ambientais de produtos utilizados na medicina
humana, e as bases para avaliagdo O guia esta embasado na Diretiva 2001/83/EC
(European Commission). Nele, os riscos sao avaliados em duas fases: a primeira é
constituida da estimativa de exposicdo do composto no ambiente e a segunda
compreende a obtencao e avaliacdo que abrangem o destino e os efeitos do composto
(BECKER, 2012).

Em relag&o a ocorréncia de farmacos no ambiente aquético, especificamente o
diclofenaco sédico, Lonappan e colaboradores (2016) relatam que, nas aguas
superficiais, a contaminacéo por diclofenaco ocorre em rios, estuarios (zona alagada,
na qual as aguas doces de um rio e as aguas salgadas do mar se misturam) e lagos.

E além disso, existem alguns relatos de deteccdo em aguas subterrdneas e agua
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potavel. A maioria desta deteccdo é proveniente de paises da Unido Europeia.
Quando comparado com a Europa, o consumo de diclofenaco nas Américas do Norte
e do Sul é menor, mas existem relatos de deteccao de diclofenaco no meio ambiente.

A Tabela 2 apresenta alguns estudos realizados nos ultimos anos, 0s quais

constataram a presenca de diclofenaco no ambiente.

Tabela 2 Ocorréncia de Diclofenaco s6dico em amostras de agua. Adaptado de Lonappan et al (2016)

Tipos de amostra  Concentracéao Paises Referéncias
(hg.L™)
Rio 0,0062 Alemanha Weigel et al. (2002)
Rio 1,030 Alemanha Heberer (2002a)
Agua de torneira 0,010 Alemanha Heberer (2002b)
Rio 0,018 — 0,050 Canada Metcalfe et al. (2003)
Rio 0,002 - 0,003 Finlandia Lindgvist et al. (2005)
Rio 0,026 — 0,072 Espanha Hernando et al. (2006)
Agua potéavel 0,012 Estados Unidos Benotti et al. (2008)
Rio 0,1-0,2 Alemanha Letzel et al. (2009)
Rio 0,0078 — 0,0648 China Dai et al. (2015)
Nascente 0,0031 Espanha Lopez-Serna et al.
) (2013)
Agua de torneira 0,018 Espanha Carmona et al. (2014)
Rio 0,049 Espanha Carmona et al. (2014)
Rio 0,034 -0,145 Argentina Valdés et al. (2014)
Rio 0,22 Brasil Lopes et al. (2016)
Rio 0,051 Franca Ellis (2016)

Os contaminantes emergentes, contudo, ainda ndo se encontram em listas
regulatorias obrigatérias de poluentes ambientais devido ao fato de que os efeitos que
causam ao meio ambiente ainda ndo est&o totalmente esclarecidos (KUSTER, LOPEZ
DE ALDA; BARCELO, 2005). Assim, sdo necessarios conhecimentos sobre os efeitos
e toxicidade de tais poluentes para o estabelecimento definitivo de legislac&o e limites
de farmacos expostos no ambiente. Esta area tem o crescente interesse dos

pesquisadores de todo o planeta (SIRTORI, 2010), haja vista interferir em toda cadeia
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bioldgica.

3.4 Anélise de farmacos no meio ambiente por cromatografia

Basicamente, a andlise de farmacos compreende as etapas de extracao e pré-
concentracdo do analito, eliminacdo de interferentes, separacéo, deteccdo e sua
quantificacdo. As técnicas analiticas mais utilizadas para quantificacdo de farmacos
em amostras ambientais estdo fundamentadas em técnica cromatogréafica. Dentre
elas destacam-se a cromatografia gasosa com detector de massas (GC-MS),
cromatografia gasosa com espectrObmetro de massa em série (CG-MS?),
cromatografia gasosa com espectrometria de massas de alta resolugdo, cromatografia
liquida com deteccdo ultravioleta (LC-UV), cromatografia liquida com detector por
arranjo de diodos (LC-DAD) e cromatografia liquida com espectrometria de massas
(LC-MS) (SOUZA:; FALQUETO, 2015).

A selecdo da técnica cromatografica é feita com base nas propriedades do
poluente de interesse, e foco na volatilidade, polaridade, hidro e lipossolubilidade.
Técnicas baseadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia também se mostram
adequadas para uma variedade de compostos organicos que apresentam polaridade
mais alta e volatilidade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica (SOUZA,
FALQUETO, 2015).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) faz uso de colunas de tamanho reduzido e
recheadas com materiais especificos, e uma fase movel eluida sob altas pressoes.
Este tipo de técnica cromatografica realiza separagbes e andlises quantitativas de
uma gama de compostos em diversos tipos de amostras, em poucos minutos, e obtém
alta resolucéao, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS, BRAGA & BONATO, 2006).

A Figura 4 ilustra os componentes de um equipamento de CLAE. Basicamente,
o solvente (chamado de eluente ou fase mével) é armazenado em frasco apropriado,
e é impulsionado por uma bomba de alta pressao para a coluna. A amostra é entéo
introduzida na fase movel, através de uma valvula de injecdo e é arrastada para a
coluna, onde ocorre a separacdo. O efluente da coluna € direcionado para um
detector, que sinaliza a presenca dos analitos eluidos da mesma. O sinal gerado pelo

detector é captado por um software, tratado no computador, e aasim é gerado um
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cromatograma que demostra a variagcdo do sinal do detector em funcao do tempo de
andlise (LANCAS, 2009).

Detector

™ @ —Solventes

FAAER

=

Figura 4 Componentes de um cromatografo liquido. Fonte: Lancgas (2009)
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Em CLAE, o uso de detectores como indice de refracdo, ultravioleta,
espalhamento de luz, fluorescéncia e outros, aliados a softwares dedicados, permitem
a analise quantitativa dos compostos em concentracdes extremamente baixas. Apesar
de tais caracteristicas, a utilidade desta técnica de identificacéo ser bastante limitada.
Mesmo com grandes esfor¢os, como o uso de colunas de diferentes polaridades, a
analise qualitativa € sujeita a muitos erros devido ao uso dos tempos de retencéo para
a identificacdo dos analitos. Apesar do tempo de retencéo ser caracteristico de um
composto, ele ndo é unico, porém, outros compostos podem ter o0 mesmo tempo de
retencdo nas condi¢cdes cromatograficas empregadas. A maneira encontrada para
solucionar este problema foi utilizar um detector fotométrico que opera nas regioes
ultravioleta e visivel (UV-VIS) do espectro. O desenvolvimento dos detectores UV-VIS
de comprimento de onda variavel, baseados nos espectrofotbmetros ao invés dos
fotbmetros, permitiu a obtencdo dos espectros completos de um pico cromatogréafico

na regido espectral caracteristica de cada composto (LANCAS, 2009).

3.5 Extracédo em fase solida

7

Uma etapa da andlise de farmacos muito importante € a preparagdo das
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amostras. O desafio consiste na conversdo de uma amostra real em uma amostra
adequada para ser aplicada na técnica analitica. Isto é alcancado pela remocéo de
interferentes, aumento da concentracdo do analito de interesse, pela conversédo do
analito em uma forma mais adequada para separacdo ou deteccdo, a fim de se
alcancar um método o mais reprodutivel possivel (SMITH, 2003). A Figura 5 ilustra a
etapa inicial de filtracdo da amostra e eliminacao de interferentes (sujidades). Nesta

etapa, faz-se uso de filtros em niveis de porosidade de 0,45 um, em sistemas a vacuo.

Figura 5 Filtrac&o inicial das amostras para eliminacdo de interferentes. Fonte: Autor (2018)

ApOs o preparo da amostra, em matrizes ambientais aguosas, ha que se
superar também o desafio de complexidade da matriz e das baixas concentracdes dos
compostos de interesse. Um dos procedimentos mais utilizados para este tipo de
matriz é a extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction), devido as
seguintes carateristicas: baixo consumo de solvente organico, grande capacidade de
concentracéo e disponibilidade de diversos adsorventes o que favorece a aplicacédo
em muitos compostos variados (BISCEGLIA, 2010). O sistema de extracdo SPE é

representado na Figura 6.
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Figura 6 Sistema de extracdo em fase sélida (SPE). Fonte: Autor (2018)

Na extracdo em fase solida, conforme ilustrado na Figura 7, é realizada a
escolha da fase polimérica ideal, a qual passa o cartucho pela etapa (1) de
condicionamento desta fase. O solvente é conduzido através dos grupos funcionais
presentes na fase estacionaria para assegurar a interacdo com a amostra. O solvente
de condicionamento deve apresentar as caracteristicas de polaridade semelhante a
amostra para retencdo do analito desejado. Apds, a amostra € percolada pelo
cartucho de SPE (2) para reten¢cdo do analito. Na etapa seguinte (3), é realizada a
lavagem dos interferentes da amostra e eluicdo do analito (4) com um solvente que
possua interagdo com o mesmo para posterior analise (BAKER e KASPRZYK-
HORDERN, 2011).
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¢ ’,\ (1) Condicionamento;
m—3 o S (2) Percolaciao da amostra:
(3) Lavagem de interferentes;
(4) Eluicao do analito.
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Figura 7 Extrac@o de amostras por SPE. Fonte: Latorre e colaboradores (2013)

Estudos realizados por Bila e Dezotti (2003) e Almeida e Weber (2005) sobre a
deteccdo de baixas concentracdes em diferentes grupos de farmacos no ambiente
aguatico mostraram que a extracdo em fase soélida € o melhor meio para analise.

Existe urgéncia por resultados e avancos cientificos nos procedimentos de
monitoramento ambiental, em especial no desenvolvimento de competéncias
analiticas, equipamentos e métodos com a sensibilidade necessaria a investigacédo
nos diferentes focos de contaminacdo. Técnicas analiticas tornam possivel a
determinacdo dessas substancias em matrizes ambientais e/ou biolégicas em
concentracfes cada vez mais reduzidas. Com isso, a otimizacdo e a proposicao de
novas técnicas sao imprescindiveis antes de quaisquer outras acdes. Um diagnostico
preciso e confiavel deve ser a base para procedimentos posteriores (COSTA JUNIOR
et al., 2014).

3.6 Parametros de validagcéao

Segundo o documento orientativo do Inmetro DOQ-CGCRE n°008 de 2016 e a
Resolucédo da Anvisa n°166, de 24 de julho de 2017, com o objetivo de confirmar que
0s métodos sdo apropriados para o uso pretendido, deve-se realizar a analise de

alguns parametros, tais como linearidade, sensibilidade, limite de deteccao, limite de
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quantificacdo, precisédo e tendéncia/recuperacgao.
3.6.1 Linearidade

Grande parte dos equipamentos de medicdo estabelece a sua faixa dinamica
linear, entretanto, € necessario verificar até que ponto a faixa de concentracdo do
analito coincide com a referida faixa dinamica linear, visando assegurar que nenhum
outro fendbmeno tenha impacto indesejavel na resposta. A linearidade é obtida por
padronizacao interna ou externa e formulada como expressdo matematica usada para
o célculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real, cuja equacao

da reta é expressa da seguinte maneira:

y=a + bx

Em que:

y=resposta medida (como exemplos - absorbancia, altura ou area do pico);

X=concentracao;

a=interse¢do com o eixo y, quando x = 0;

b=inclinacdo da curva analitica = sensibilidade.

Determina-se que um método € mais sensivel quando pequenas variacdes de
concentragdo resultam em maior variagcdo na resposta, isto é, maior inclinacdo (b). A
linearidade pode ser observada a partir de um gréafico dos resultados dos ensaios em

funcdo da concentragao do analito e verificada a partir da equacao da reta.

3.6.2 Seletividade

E a capacidade que o método possui para medir um composto em presenca de
outros componentes como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz. Em analise cromatografica, devem-se tomar as precauc¢des necessarias para
garantir a pureza dos picos cromatograficos. A seletividade refere-se ao sinal analitico
isento de interferéncias, sua comprovacdo, conhecendo 0s componentes da
formulacdo. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a

precisao poderao ficar comprometidas.
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3.6.3 Limite de deteccgéao

O Limite de Detecgéao (LD) se aplica quando se realiza alguma medida em
amostra com baixo nivel do analito ou em andlise de tracos. E importante para se
conhecer qual o menor valor de concentracdo do analito que pode ser detectado pelo
meétodo. Existem diversas formas de se calcular o limite de deteccéo, dentre elas: a
relacdo sinal/ruido de 3:1; a partir do método baseado em dados da curva analitica,
onde faz-se a relagdo entre a estimativa do desvio padréo de analises de brancos pelo
coeficiente angular da curva analitica, multiplicando-se por 3,3; e pelo método visual,
gue é utilizado para determinar o limite de deteccéo através de solucdes padrbes do
analito em concentracdes menores que o primeiro ponto da curva de calibracéo,
observando-se a primeira concentracdo a ser detectada visivelmente (RIBANI et al,
2004).

3.6.4 Limite de quantificacéao

Os mesmos critérios de LD podem ser utilizados para se determinar o Limite
de Quantificacdo (LQ), e entdo sao utilizados os métodos de relacdo sinal/ruido de
10:1; com base nos dados da curva, multiplicando-se por 10; pelo método visual, ou
ainda quando se adota o valor do padrédo da curva de calibracdo de menor

concentracéo, excluindo-se o branco (RIBANI et al, 2004).

3.6.5 Precisao

As formas mais comuns de se expressar a precisdo sao por repetitividade,
precisao intermediaria e da reprodutibilidade, as quais sédo, em geral, expressas pelo
desvio padréo e coeficiente de variagcdo. O coeficiente de variagéo (CV, expresso em
%), também conhecido como desvio padréo relativo (DPR), é calculado da seguinte

forma;

DP
CV % = DPR =——= X100
o CMD

Onde:
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DP=desvio-padrao
CMD=concentracao média determinada.

A Repetitividade deve seguir as seguintes condi¢des: mesmo procedimento de
medicdo, mesmo observador, mesmo instrumento usado sob mesmas condicdes,
mesmo local, e repeticdes no menor espaco de tempo possivel.

A Preciséao intermediaria refere-se a precisao avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando-se 0 mesmo método, no mesmo laboratorio,
mas definindo-se exatamente quais as condi¢cdes a variar (uma ou mais), tais como:
diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes tempos. Representa a

variabilidade dos resultados em um laboratorio.

3.6.6 Tendéncia/Recuperacao

Os processos nhormalmente utilizados para avaliar a tendéncia de um método
sdo, entre outros: o uso de materiais de referéncia certificados (MRC), a participacéo
em comparacles interlaboratoriais e a realizacdo de ensaios de recuperacdo. A
tendéncia, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica em uma
combinacdo de componentes de erros aleatérios e sistematicos. A determinacao da
tendéncia com relacdo aos valores de referéncia apropriados € importante no
estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos. Pode ser expressa

como recuperacao analitica, definida como:

N . Valor observado
% Recuperacao analitica = Valor esperado x 100

3.7 Area de estudo: Rio Cascavel

O Rio Cascavel (24°32'e 25°17'S; 53°05' e 53°50'W) possui uma vazéo total de
973 m3 hi, e desses, 345 m3 h'! sdo captados pela Companhia de Saneamento do
Parand (SANEPAR) para o abastecimento do municipio, em cerca de 70% das

residéncias tanto da area urbana quanto rural (AQUINO et al., 2014).
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O primeiro sistema publico de abastecimento da cidade foi implantado em
1963, quando dois pocos artesianos foram perfurados, com a instalagéo de redes de
distribuicdo e de reservatorio. No ano de 1972, a SANEPAR iniciou os servi¢cos de
tratamento da agua e esgoto (SANEPAR, 2017).

O tratamento e a distribuicdo da agua séo realizados pelo método convencional
e abrangem as seguintes etapas: coagulacado, floculagédo, decantacéo, filtracéo,
desinfeccdo e fluoretagdo. H4 duas estacdes de tratamento: a captacdo superficial
nos Rios Cascavel, Peroba e Saltinho e a captacdo subterrdnea em 16 pocos
(SANEPAR, 2017).

Um ponto préximo a estacdo de tratamento de agua no rio Cascavel foi
selecionado como area de estudo para avaliar a qualidade da agua disponibilizada
para tratamento para a populacdo de Cascavel. A Figura 8 ilustra a localizacéo do Rio
Cascavel e dentre os pontos apresentados, destaca-se o ponto P-2, regido onde as
coletas foram realizadas. Segundo Aquino e colaboradores (2014), neste trecho, o rio

apresenta caracteristicas de riacho, muitos seixos e profundidade reduzida.

BRASIL
PARANA
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ESCALA
CASCAVEL
|
- o 10 0 30 40 em
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Figura 8 Localizagao do Rio Cascavel, sendo P-1 a Nascente do rio Cascavel - trecho da regido
litoranea do Lago Municipal, P-2 a Area urbana, proximo a Universidade Estadual do Oeste do Parana
- UNIOESTE, e P-3 a Area rural, préximo a SANEPAR. Fonte: Aquino e colaboradores (2014).
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4. CAPITULO I: Ocorréncia de diclofenaco sédico em aguas superficiais da
cidade de Cascavel-PR (Artigo redigido segundo normas da revista - Analytical
and Bioanalytical Chemistry — Qualis A2)

Leilaine Elisa Romano®; Cristiane Lurdes Paloschi; Gabriela Zattera; Helder Lopes
Vasconcelos

*Universidade Estadual do Oeste do Parana-UNIOESTE, Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas
Rua Universitaria, 2069 - Cascavel, Parand, Brasil. E-mail: leilaine.romano@unioeste.br

Resumo

Contaminantes emergentes vém se destacando em pesquisas devido ao impacto que
podem causar ao meio ambiente e a saude humana. Dentre os contaminantes
emergentes estdo os farmacos, que possuem caracteristicas que proporcionam
acumulacédo no ambiente. As principais fontes de contaminacéo sdo por liberacao de
excrecdes humanas e animais e por descarte de efluentes e medicamentos em corpos
hidricos. Assim, o presente estudo teve como objetivos desevolver um método
analitico para determinar diclofenaco sédico, validar a metodologia e quantificar o
composto em amostras de &gua superficial da cidade de Cascavel-PR. Foram
coletadas amostras de dgua no Rio Cascavel, no periodo de agosto a novembro de
2017. As amostras passaram por ajuste no pH, filtracdo e extracéo em fase soélida com
cartuchos SPE. ApoOs a eluicdo, os analitos foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, com detector UV-VIS e coluna C18. O método passou por
estudo de validacéao, cujo coeficiente de correlacéo foi de 0,9993, limite de deteccao
e quantificacdo de 0,04 e 0,1 mg.L* respectivamente, 5,03% para a Repetibilidade,
5,31% para a Precisdo intermediaria e 82,28% de recuperacdo analitica. As
concentragcdes encontradas nas amostras reais coletadas no Rio Cascavel variaram
entre 0,70 a 1,06 pg.Lt. Contudo, o presente trabalho demostrou a otimizacdo de um
método para determinacéo de diclofenaco soddico em amostras ambientais, € mostrou
a presenca do composto nas amostras coletadas na localidade do Rio Cascavel.

Palavras-chave: contaminantes emergentes; amostras ambientais, cromatografia
liquida, validag&o analitica.

DICLOFENAC SODIUM OCCURRENCE IN SURFACE WATER OF CASCAVEL-PR
CITY

Abstract

Emerging contaminants have been highlighted in several researches due to their
impact on the environment and human health. Drugs are among the emerging
contaminants whose features are to provide accumulation in the environment. The
main sources of contamination come from human and animal excretions that are
released and by effluents and drugs disposal into water resources. Thus, this study
aimed at developping an analytical method to determine diclofenac sodium, at
validating the methodology and quantifying the compound in surface water samples
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from Cascavel city in Parana. Water samples were collected in the Cascavel river from
august to november 2017. Samples were pH adjusted, filtrated and solid phase
extracted with SPE cartridges. After elution, the analytes were analyzed by High
Performance Liquid Chromatography, with UV-VIS detector and C18 column. The
method underwent a validation study, whose correlation coefficient was 0.9999, its
limits of detection and quantification were 0.04 and 0.1 mg.L?, respectively,
Repeatability was 5.03%, intermediate accuracy was 5.31% and analytical recovery
was 82.28%. The concentrations obtained in the actual samples collected in Cascavel
river ranged from 0.70 to 1.06 ug.L. However, this study has shown this method
optimization to determine diclofenac sodium in environmental samples, and recorded
the presence of this compound in samples collected in Cascavel river.

Keywords: emerging contaminants; environmental samples, liquid chromatography,
analytical validation.

Introducéo

Contaminantes emergentes sao definidos como compostos de origem natural
ou sintética, presentes em produtos consumidos pela populacdo e que chegam aos
ecossistemas por meio de efluentes tratados ou ndo. Embora sejam alvo de estudos
recentes, a presenca destes compostos no ambiente vem de longa data [1,2]. Além
dos estudos que abrangem compostos persistentes no meio ambiente como 0s
pesticidas, destacam-se os compostos farmacoldgicos, considerados contaminantes
emergentes em amostras ambientais [3].

Os farmacos sao considerados contaminantes ambientais, pois suas moléculas
sao biologicamente ativas e grande parte deles apresentam caracteristicas lipofilicas
e baixa biodegradabilidade, ou seja, apresentam elevado potencial para
bioacumulacdo e persisténcia no ambiente [4]. A insercdo destas substancias no
ambiente advém do seu uso no tratamento de doengcas em humanos e animais,
liberadas pela excrecdo, a partir do langamento por efluentes nos corpos hidricos
receptores das aguas destinadas ao abastecimento [3].

Os agentes anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) sdo os agentes
terapéuticos mais amplamente utilizados. Séo frequentemente prescritos para relatos
de dores musculoesqueléticas e tomados sem prescricdo para dores menores. Como
exemplos de farmacos desta classe estdo o acido acetilsalicilico, paracetamol,
diclofenaco, ibuprofeno e cetoprofeno [5].

O diclofenaco sédico € um medicamento anti-inflamatério muito utilizado

mundialmente, e nas ultimas décadas, vem sendo estudado em diversos tipos de
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amostras ambientais, uma vez que sua ocorréncia no meio ambiente e possivel
toxicidade em relacdo a varios organismos, como peixe e mexilhdes, o fazem um
contaminante ambiental emergente. A principal remocéao do diclofenaco sédico ocorre
pelo sistema de tratamento convencional de agua - cerca de 30-70%. Contudo, uma
vez no ambiente, pode interagir com outros contaminantes inorganicos,
particularmente nas plantas de tratamento de &guas residuais, como metais,
contaminantes organicos e até mesmo com 0s proprios metabdlitos [6].

Estudos mostram que tais compostos podem ser detectados em amostras
ambientais a partir da técnica cromatografica e pode ser utilizada a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Dentre as etapas analiticas, a fase de extracdo € um ponto
relevante. O método de extracdo em fase sélida (SPE) tem sido amplamente utilizado
devido as caracteristicas favoraveis como baixo consumo de solvente e grande
capacidade de concentracdo do analito de interesse [7,8].

Contudo, o monitoramento destes contaminantes torna-se relevante, uma vez
gue ainda ndo fazem parte de legislacdes referentes ao controle de qualidade das
aguas. Portanto, o presente estudo busca desenvolver e validar um método para
determinar o diclofenaco sodico, bem como a presenca do composto em amostras de
aguas superficial, e assim contribuir com o levantamento de indicadores sobre a
qualidade da 4gua destinada ao tratamento para consumo da populacao da cidade de

Cascavel-PR.

Material e métodos

Area de estudo

O Rio Cascavel (24°32'e 25°17'S; 53°05' e ou 53°50'W) esta localizado na
cidade de Cascavel-PR, possui vazédo total de 973 m3.h'1, porém, 345 m3.h! deste
total sédo captados pela Companhia de Saneamento do Parana (SANEPAR) para o
abastecimento em cerca de 70% das residéncias tanto da area urbana quanto rural

do municipio [9].
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Coleta e Preparacdo das amostras

Foram coletados 2 L de amostra, em um ponto a montante da Estacdo de
Tratamento de Agua, localizado na zona sul da cidade, durante os meses de agosto
a novembro de 2017. ApOs a coleta das amostras, ajustou-se o pH das mesmas para
3,0 com adicéo de HCI 6 mol.L! e realizou-se filtracdo através de membrana de nitrato
de celulose de 0,45 um (Sartorius Stedim®) em sistema de vacuo para remocao de
material particulado em suspenséo. As amostras filtradas foram armazenadas em

frasco de vidro ambar e mantidas sob refrigeracao (4°C) para posterior analise.

Extracdo e quantificagdo dos analitos

As amostras passaram por um processo de extracdo em fase sélida utilizando-
se cartuchos SPE em polipropileno Chromabond® C18 (6 mL/500 mg) e equipamento
Manifold a vacuo. Para o condicionamento dos cartuchos, foram utilizados 5 mL de
metanol seguidos de 5 mL de agua ultrapurificada. Em seguida, cada amostra foi
percolada através dos cartuchos com fluxo ajustado para 6 mL.mint. Apés percolar
toda a amostra, os cartuchos foram secos em temperatura ambiente por 24 horas.
Apoés a secagem, os analitos foram eluidos com 5 mL de metanol, concentrados em
equipamento rotaevaporador e transferidos para frascos vials para posterior analise
cromatografica.

Para a determinacdo das concentracfes de diclofenaco sédico nas amostras
de &guas, foi desenvolvido um método cromatografico utilizando solucdes padrdes
conhecidas do composto diclofenaco sodico (Diclofenac sodium salt -USP, PHR1144-
1G - Sigma Aldrich®) nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg.L. As
solucdes padrbes foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), utilizando-se um equipamento da marca Shimadzu® com detector UV-VIS
(SPD-20A) e coluna C18 (Akzo Nobel®, Kromasil®, 4,6 mm x 150 mm x 5 pm). Foram

testadas cinco condi¢des analiticas, conforme demostra a Tabela 1.
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Tabela 1 CondicBes analiticas testadas para o método de determinacéo de diclofenaco em
amostras de aguas superficiais.

Parametros Método 1  Método 2 Método 3 Método 4 Método 5
Fase movel Metanol: Metanol: Metanol Agua Metanol:
Agua Agua acidificada Agua
acidificada acidificada 0,1% com acidificada
0,1% com 0,1% com acido 0,1% com
acido acido formico acido
férmico férmico férmico
(75:25 viv)  (75:25 viv) (50:50 viv)
Temperatura 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Fluxo 1 mL.mint 1mLmint 1mLmin? 1mLmin? 1 mL.min?
Volume de injecéo 20 L 20 uL 20 L 20 pL 20 pL
Comprimento de onda 280 nm 300 nm 280 nm 280 nm 280 nm

Apbs otimizacao das condi¢cdes cromatograficas, foi realizada a validacdo do

método a partir dos parametros de linearidade, seletividade, limite de deteccao e
qguantificacdo, precisdo e recuperacdo, os quais foram encaminhados para os vials
para andlise de quantificacdo dos compostos de interesse nas amostras de agua

coletadas.

Resultados

Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

As condicdes cromatogréaficas que apresentaram os melhores resultados para
a quantificacao e validacdo do método de determinacao do diclofenaco sodico foram
as do método 1: Fase movel composta de metanol:agua acidificada a 0,1% com acido
férmico (75:25), isocratica, temperatura de acondicionamento de 25 °C, fluxo de

1 mL.min", volume de injecédo 20 pL, com tempo de retengéo de 10 minutos.

Validagdo do método

Segundo o documento orientativo do Inmetro DOQ-CGCRE n°008/2016 [10] e
a Resolucdo da ANVISA n° 166/2017 [11], com o objetivo de confirmar que os métodos

sao apropriados para o uso pretendido, deve-se realizar andlise de alguns parametros,



26

tais como linearidade, sensibilidade, limite de detecc¢éo, limite de quantificacao,
precisao e tendéncia/recuperacao.

Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método levou em consideragcédo as regressoes
lineares quadradas das retas das curvas analiticas em solvente, considerando-se a
area dos picos e as respectivas concentragdes das solucdes padrdes de Diclofenaco
s6dico (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg.L1). Com auxilio do software Excel®, a equacéo
de regresséao linear encontrada foi y = 46524x + 817,13, a qual apresentou coeficiente
de determinacéo (R?) igual a 0,9993, e coeficiente de correlagéo (r) de 0,9997 (Fig.1).

50000 -
£ 40000 e
2 30000 ey =46524x + 81713
:—‘.;'; EUDUD .ﬂ-‘_.l.-"-' R' = 0.9993
210000 e
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1,2
Concentragdo de Diclofenaco sodico (mg L)
Fig. 1 Curva analitica do composto diclofenaco sédico
Seletividade

A seletividade foi realizada pela comparagdo de uma matriz com adi¢cdo do
analito e uma matriz sem a adicdo do analito em estudo, conforme metodologia
determinada. O resultado destas medicOes foi avaliado considerando-se 0s tempos
caracteristicos de retencao dos picos. Assim, observou-se que néo houve sinal analito
na matriz sem adicdo do composto Diclofenaco sddico, uma vez que o composto de

interesse do estudo apresenta tempo de retencao de aproximadamente 6,189 minutos
(Fig.2).
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Fig. 2 Cromatograma do tempo de retencéo do composto diclofenaco sédico
Limite de deteccao e Limite de Quantificacéo

O método visual foi utilizado para o limite de deteccdo, e testadas
concentragdes que variaram de 0,001 a 0,05 mg.Lt. Em seguida, foram verificadas
as respostas da area de pico referente ao Diclofenaco soddico. Observou-se que a
menor concentracdo detectada nas condicbes do método para o diclofenaco sodico
foi 0,04 mg.Lt, uma vez que em concentracdo abaixo dessa ndo houve resposta do
sinal de pico cromatogréafico. O primeiro ponto da curva analitica foi considerado para

o limite de quantificagcdo, excluindo-se o ponto zero, o qual foi 0,1 mg.L™.
Preciséo

A precisdo foi determinada com relacdo a repetibilidade e a precisédo
intermediaria da solugdo padrdo de diclofenaco sédico na concentracédo de 0,1mg.L™2.
A repetibilidade foi avaliada pelo mesmo analista e no mesmo dia, e a preciséo
intermediaria foi obtida a partir da analise da solu¢do padrédo em dias diferentes e por
um analista diferente. No presente estudo, encontrou-se uma variagcao de 5,03% para

a repetibilidade e 5,31% para a precisao intermediaria.

Recuperacéo

O ensaio de recuperacéo foi realizado pela comparacdo entre os resultados
analiticos da solucdo padrdo de diclofenaco sédico de menor concentracdo da curva

analitica, submetidas ao processo de extracdo em fase soélida e os resultados obtidos
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com as mesmas solu¢cbes padrdo ndo extraidas. Foram encontrados 82,28% de
recuperacdo analitica para o composto diclofenaco sédico nas condi¢cdes do método

proposto.

Tabela 2 Ocorréncia do diclofenaco sodico nas amostras de aguas superificiais do rio Cascavel.

Tempo de )
Coletas retengcdo medio Area Média Resultados
(min.) (nV) (Mg.L™)
1 6,23 19.634,5 1,01 + 0,025
2 6,18 50.041 1,06 £ 0,012
3 6,23 33.608 0,70 + 0,005

Analise das amostras de aguas superficiais

Os resultados encontrados para as amostras analisadas de aguas superficiais
do Rio Cascavel bem como o tempo de retencédo, a area do pico cromatogréafico e os
dados estatisticos estao apresentados na Tabela 2.

Discussao

Linearidade

Segundo a Resolucdo n° 166/2017 [11], a linearidade de um método deve ser
demonstrada por sua capacidade em obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdao de um analito em uma amostra e que o coeficiente de
correlacdo deve estar acima de 0,990 e o coeficiente angular deve ser
significativamente diferente de zero. Para a linearidade, os resultados foram
considerados satisfatorios, pois atenderam a legislacdo citada, uma vez que o

coeficiente de correlagdo encontrado foi de 0,999 e o coeficiente angular de 46.524.

Seletividade
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A seletividade € a capacidade que o método tem para medir um composto em
presenca de outros componentes como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz [10]. Na analise cromatografica, devem-se tomar as
precaucdes necessarias para que se garanta a pureza dos picos cromatograficos. A
seletividade refere-se ao sinal analitico isento de interferéncias, sua comprovacao,
conhecendo os componentes da formulacdo [11]. Para a seletividade, a média do
tempo de retencdo da amostra com adicdo da solucdo padréo de diclofenaco sodico
foi de 6,189 minutos e néo foi identificado pico cromatografico na amostra sem a
adicao do analito, e foi mantida a linha de base. Isto demonstra que nas condi¢des do
método proposto, o composto de interesse € identificado em amostra conhecida em

seu tempo de retencgao caracteristico.

Limite de Deteccéo e Quantificacéo

O Limite de Deteccédo (LD) se aplica quando se realiza alguma medida em
amostra com baixo nivel do analito ou em andlise de tracos. E importante para se
conhecer qual o menor valor de concentragao do analito ou da propriedade que pode
ser detectado pelo método. Existem diversas formas de se calcular o limite de
deteccdo, que é em geral avaliado pela razédo sinal/ruido com valor 3 ou testando-se
solucbes padrdes do analito em concentragcdes menores que o primeiro ponto da
curva de calibracdo, observando-se a primeira concentracao a ser detectado (método
visual). Ja o Limite de Quantificacdo (LQ) trata normalmente do padréo da curva de
calibracdo de menor concentragéo, excluindo-se o branco, o qual pode ser calculado
também pela razéo sinal/ruido com valor 10, e pelo método visual [10,11,12].

Observou-se que a menor concentracdo detectada nas condicbes do método
para o diclofenaco sédico foi 0,04 mg.Lt, uma vez que em concentracao inferior a
citada ndo houve resposta do sinal de pico cromatografico, e considerou-se, para o
limite de quantificacdo, o primeiro ponto da curva analitica, no valor de 0,1 mg.L1.0Os
limites de deteccao e de quantificacdo sdo essenciais para o estabelecimento da
capacidade analitica na determinacéo de tracos de substancias quimicas, e que para
a validacdo destes parametros certo numero de amostras fortificadas com os

compostos de interesse deve ser analisado proximo ao nivel de concentragédo
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desejado (geralmente proximo ao menor ponto da curva de calibracdo) em que sera
possivel detectar e/ou quantificar os analitos [13].

Precisao

Os resultados encontrados para o estudo de precisao foram 5,03 e 5,31%, para
repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente, 0s quais estdo em
conformidade com o preconizado pelas legislacdes citadas, que € de até 20%, e
demostram que a maior variacdo ocorreu devido a execucao da analise por diferentes

analistas e em dias diferentes.

Recuperacgéao

Os processos normalmente utilizados para avaliar a tendéncia de um método
sdo, dentre outros, a partir do uso de materiais de referéncia certificados (MRC),
participacdo em comparacdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de
recuperacdo. A tendéncia implica uma combinacdo de componentes de erros
aleatorios e sisteméaticos. A determinacdo da tendéncia com relacao aos valores de
referéncia apropriados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos
padrdes reconhecidos [10,11]. Foram encontrados 82,28% de recuperacao analitica
para o composto diclofenaco sédico. Vale também ressaltar que porcentagens de
recuperacdo do analito préximas a 100% sao desejaveis, porém, admitem-se valores
menores, assim, o valor obtido neste estudo foi considerado satisfatorio.

Andlise das amostras de aguas superficiais

Em relagéo aos resultados encontrados para as amostras analisadas, houve
uma variacdo de 0,70 a 1,06 pg.L*, com desvio padrdo de 0,16, ou seja, houve baixa
dispersao dos dados encontrados.

Estudos também relatam a presenca de farmacos como contaminantes em
amostras de rio, como em estudo realizado na Espanha em 2011 [14] cujo segundo
medicamento mais detectado em rio foi o diclofenaco, com concentragdo minima de

0,212 pg.Lt, e também na concentracdo de 0,5 pg.L™t em 2013 [15]. No ano de 2016,
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andlises com resultados de 0,22 pg.L* e 0,051 pg.L* foram constatadas [16,17]. Os
dados confirmam ndo somente a ocorréncia de farmacos como contaminantes nas
aguas receptoras urbanas, mas que este fato geralmente acompanha niveis de traco
e condicdes de baixo fluxo. Ja em 2017, foi detectado diclofenaco em cursos de agua,
na bacia Elba na Republica Tcheca na concentragéo de 1,08 pg.L* [18].

O tratamento e a distribuicdo da agua no municipio estudado sédo realizados
pelo método convencional, o qual abrange as etapas de coagulacao, floculagéo,
decantacdo, filtracdo, desinfeccdo e fluoretagdo. O sistema de tratamento
convencional, incluindo as plantas de tratamento de &guas residuais, demostram
eficiéncia de degradacdo considerada entre moderada e alta de diclofenaco, cuja
média varia entre 30 e 70% [6].

A presenca destes compostos no ambiente representa uma das problematicas
mundiais quanto ao comprometimento com a qualidade da 4gua e o impacto causador
nos ambientes aquaticos. Existem poucos estudos no Brasil que abordam a
ocorréncia de farmacos no ambiente e seus efeitos, e a maioria deles foi realizado em
paises desenvolvidos [19].

Melhorias na area de tratamento de aguas residuais e a busca por novos
métodos para tratamento vém sendo realizadas, tais como a ozoniza¢do e osmose, a
fim de se remover 0os contaminantes organicos de forma eficaz [20,21,22].

No entanto, devido ao alto custo, a maioria das estacfes de tratamento nao
possuem estes processos em sua rotina, e por consequéncia, podem ser encontrados

os residuos destas moléculas organicas nocivas [23].

Conclusodes

O método proposto para determinagdo de diclofenaco sodico foi validado e
atendeu as legislacdes citadas no trabalho para analises em niveis de tracos.

O processo SPE demostrou-se adequado para o composto em estudo e
apresentou taxa de recuperacao satisfatoria.

A andlise, segundo o método proposto, das amostras de aguas coletadas no

Rio Cascavel demonstrou a presenca do composto diclofenaco sédico.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foram realizados o desenvolvimento e a validacdo de uma
metodologia para quantificar o diclofenaco sédico, considerado como possivel
contaminante emergente em amostras ambientais.

O método proposto foi satisfatorio, passou por estudo de validagcdo, e
apresentou-se de acordo com as normativas citadas para fins de validacéo analitica.

O processo de extracdo SPE alcancou taxas de recuperacdo satisfatorias,
mostrando-se adequado para a extracdo do composto em estudo.

A andlise das amostras reais mostrou a ocorréncia de diclofenaco sédico nas
amostras coletadas no ponto de Rio Cascavel. Por conseguinte, estabeleceu a
presenca deste contaminante na area de estudo proposta, e ressaltou a preocupacao
em se conhecer os niveis de ocorréncia e possiveis efeitos que este composto pode

vir a causar para o ambiente e a saude humana.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho busca contribuir com o levantamento de dados indicadores
da qualidade da agua na cidade de Cascavel-PR, considerando-se o composto
farmacoldgico diclofenaco sédico como um possivel contaminante emergente.

Atualmente, farmacos como contaminantes representam um tema em destaque
entre as pesquisas devido ao impacto que podem vir a causar ao meio ambiente e a
saude humana, uma vez que sdo muito utilizados pela populagéo.

Estes compostos também ndo se encontram estabelecidos como parametro a
ser monitorado pelas legislacdes vigentes referentes a qualidade das aguas, e ndo
possuem limites estabelecidos para ocorréncia no meio ambiente.

Para isto, o conhecimento da ocorréncia de outros farmacos da classe
estudada e de outras classes farmacologicas utilizadas pela populacdo se faz
relevante bem como o estudo dos possiveis efeitos, ndo apenas no ambiente e seus
organismos, mas também na salde humana.

Assim, os estudos referentes ao tema podem ser prosseguidos com a
ampliacdo de uma gama de compostos e objetivando-se melhorias no nivel de
deteccdo e com a utilizacdo de técnicas de deteccdo mais sensiveis, como a

espectrometria de massas.
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7. ANEXOS

ANEXO | - Normas da revista cientifica: Analytical and Bioanalytical Chemistry
— Qualis A2

Os manuscritos devem ser redigidos em inglés. Somente serdo aceitos novos
resultados previamente ndo publicados, dados de forma concisa. Fatos conhecidos
s6 devem ser mencionados brevemente, com cita¢des de literatura apropriadas. Os
autores sao convidados a enviar cépias de qualquer documento relacionado
atualmente em consideracgao por outro jornal.

O manuscrito deve ser acompanhado de uma carta de apresentacéo. A Carta
de apresentacao deve ter de 400 a 600 palavras e conter 0s seguintes itens:

- Importancia do trabalho

- Novidade do trabalho

- Contribuicdo para o campo

Com a submisséo, os autores sé&o encorajados a sugerir potenciais revisores

pelo seu trabalho.

Submissdo de manuscrito

A apresentagcdo de um manuscrito implica: que o trabalho descrito n&o tenha
sido publicado anteriormente; que ndo estd em consideracdo para publicacdo em
qualquer outro lugar; que a sua publicacdo tenha sido aprovada por todos o0s co-
autores, se for o caso, bem como pelas autoridades responsaveis - tacitamente ou
explicitamente - no instituto onde o trabalho foi realizado. A editora ndo sera

legalmente responsavel se houver qualquer pedido de indenizacao.

Folha de rosto

A pagina de titulo deve incluir:

O (s) nome (s) do (s) autor (es)

Um titulo conciso e informativo

A (s) afiliacéo (s) e endereco (s) do (s) autor (es)

O endereco de e-mail e o (s) numero (s) de telefone do autor correspondente
Se disponivel, a ORCID de 16 digitos do (s) autor (es)
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Abstract
Fornega um resumo de 150 a 250 palavras. O resumo n&o deve conter

nenhuma abreviatura indefinida ou referéncias nao especificadas.

Palavras-chave

Forneca 4 a 6 palavras-chave que possam ser usadas para fins de indexacéo.

Texto

Formatacao de texto

Manuscritos devem ser enviados no Word.

O texto de um trabalho de pesquisa deve ser dividido em Introducdo, Materiais
e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Conflitos de Interesse e
Referéncias.

Materiais e Métodos devem incluir declaracdo dos Direitos Humanos e dos
Animais.

Use uma fonte normal e simples (por exemplo, Times Roman de 10 pontos)
para texto.

Use italico para dar énfase.

Use a funcao de numeracdo automatica de paginas para numerar as paginas.

N&o use func¢des de campo.

Use paradas de tabulacdo ou outros comandos para recuo, ndo a barra de
espaco.

Use a funcao de tabela, ndo planilhas, para fazer tabelas.

Use o editor de equacbes ou MathType para equacoes.

Salve seu arquivo no formato docx (Word 2007 ou superior) ou no formato do
documento (versdes anteriores do Word).

Cabecalhos: Nao use mais do que trés niveis de titulos exibidos.

Abreviaturas: As abreviaturas devem ser definidas na primeira mencao e
usadas de forma consistente depois disso.

Notas de rodapé: As notas de rodapé podem ser usadas para fornecer
informacgdes adicionais, que podem incluir a citagdo de uma referéncia incluida na lista

de referéncia. Eles ndo devem consistir apenas em uma citacao de referéncia, e eles
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nunca devem incluir os detalhes bibliograficos de uma referéncia. Eles também né&o
devem conter figuras ou tabelas.

As notas de rodapé para o texto sdo numeradas consecutivamente; aqueles
para tabelas devem ser indicados por letras minasculas de inscricdo (ou asteriscos
para valores de significancia e outros dados estatisticos). Notas de rodapé para o titulo
ou os autores do artigo ndo séo dados simbolos de referéncia.

Use sempre notas de rodapé em vez de notas finais.

Agradecimentos e Informacdes de Financiamento

Reconhecimentos de pessoas, bolsas, fundos, etc. devem ser colocados em
uma secao separada na pagina de titulo. O nome das organizacfes de financiamento
deve ser escrito na integra. Além disso, forneca as informacdes de financiamento em

uma etapa separada do processo de submisséo no sistema de revisao pelos pares.

Estilo cientifico

Use sempre sinais e simbolos internacionalmente aceitos para unidades
(unidades SI).

Nomenclatura: na medida do possivel, os autores devem utilizar nomes
sisteméticos semelhantes aos utilizados pelo Chemical Abstract Service ou pela
IUPAC.

Os nomes de género e espécie devem estar em italico.

Os nomes genéricos de drogas e pesticidas sdo preferidos; Se os nomes
comerciais forem usados, o nome genérico deve ser dado na primeira mencao.

Use a notacdo matematica padréo para formulas, simbolos, etc.:

ItAlico para letras Unicas que denotam constantes matematicas, variaveis e
guantidades desconhecidas

Romano / vertical para numeros, operadores e pontuacdo, e funcdes ou
abreviaturas comumente definidas, por exemplo, cos, det, e ou exp, lim, log, max, min,
sin, tan, d (para derivada)

Negrito para vetores, tensores e matrizes

Referéncias
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Citacdo: As citacbes de referéncia no texto devem ser identificadas por
nameros entre colchetes. Alguns exemplos:

1. A pesquisa de negociacao abrange muitas disciplinas [3].

2. Este resultado foi posteriormente contraditado por Becker e Seligman [5].

3. Este efeito foi amplamente estudado [1-3, 7].

Lista de referéncia: A lista de referéncias deve incluir apenas obras citadas no

texto e que foram publicadas ou aceitas para publicacdo. Comunicacfes pessoais e
trabalhos nédo publicados devem ser mencionados apenas no texto. Nao use notas de
rodapé ou notas finais como um substituto de uma lista de referéncia.

As entradas na lista devem ser numeradas consecutivamente.

Exemplos:

Artigo de jornal: Smith JJ. O mundo das ciéncias. Am J Sci. 1999; 36: 234-5.

Artigo por DOI: Slifka MK, Whitton JL. Implicacfes clinicas da producédo de
citocinas desreguladas. J Mol Med. 2000; https://doi.org/10.1007/s001090000086

Livro: Blenkinsopp A, Paxton P. Sintomas na farmacia: um guia para o
tratamento de doencas comuns. 32 ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Capitulo de livro: Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. A morte celular: o significado
da apoptose. Em: Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editores. Reviséo internacional
de citologia. Londres: Académico; 1980. pp. 251-306.

Documento em linha: Doe J. Titulo do documento subordinado. Em: O
dicionario de substancias e seus efeitos. Royal Society of Chemistry. 1999.
http://www.rsc.org/doseftitle of subordinate document. Acessado em 15 de janeiro de
1999.

Use sempre a abreviatura padrdo do nome de um periddico de acordo com a
Lista ISSN das abreviaturas de palavras de titulo. Se vocé néo tiver certeza, use o
titulo completo do periddico.

Tabelas

Todas as tabelas devem ser numeradas usando algarismos arabicos.

As tabelas devem sempre ser citadas no texto em ordem numerica consecutiva.

Para cada tabela, forneca uma legenda de tabela (titulo) explicando os
componentes da tabela.
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Identifigue qualquer material publicado anteriormente, fornecendo a fonte
original sob a forma de uma referéncia no final da legenda da tabela.

As notas de rodapé para as tabelas devem ser indicadas por letras minusculas
do sobrescrito (ou asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos)

e incluidas abaixo do corpo da tabela.

Rotulacao de fiquras

Para adicionar letras, € melhor usar Helvetica ou Arial (fontes sem serif).

Mantenha as letras consistentemente dimensionadas ao longo de suas obras
de arte de tamanho final, geralmente cerca de 2-3 mm (8-12 pt).

A variancia do tamanho do tipo dentro de uma ilustracao deve ser minima, por
exemplo, ndo use o tipo 8-pt em um eixo e o tipo de 20 pts para a etiqueta do eixo.

Evite efeitos como o sombreamento, cartas de contorno, etc.

N&o inclua titulos ou legendas dentro de suas ilustracdes.

Numeracédo de figura

Todas as figuras devem ser numeradas usando algarismos arabicos.

Os numeros devem sempre ser citados no texto em ordem numérica
consecutiva.

As partes da figura devem ser denotadas por letras minasculas (a, b, c, etc.).

Se um apéndice aparecer no seu artigo e contiver um ou mais nameros,
continue a numeracgdo consecutiva do texto principal. Ndo numerar os nimeros do
apéndice, "Al, A2, A3, etc." Os nimeros nos apéndices on-line (Material Suplementar

Eletronico) devem, contudo, ser numerados separadamente.

Legendas da figura

Cada figura deve ter uma legenda concisa descrevendo com precisao o que a
figura retrata. Inclua as legendas no arquivo de texto do manuscrito, ndo no arquivo
figurativo.

As legendas das figuras comecam com o termo Fig. Em negrito, seguido do
namero da figura, também em negrito.

Nenhuma pontuacdo deve ser incluida apds o numero, nem qualquer

pontuacgao a ser colocada no final da legenda.
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Identifique todos os elementos encontrados na figura na legenda da figura; e
use caixas, circulos, etc., como pontos de coordenadas em gréficos.

Identifiqgue material previamente publicado fornecendo a fonte original sob a
forma de uma citacao de referéncia no final da legenda da figura.

Colocacdo da figura e tamanho: Os numeros devem ser apresentados
separadamente do texto, se possivel.

Ao preparar suas figuras, figuras de tamanho para caber na largura da coluna.

Para a maioria dos periddicos, as figuras devem ter 39 mm, 84 mm, 129 mm
ou 174 mm de largura e ndo superior a 234 mm.

Para livros e revistas de tamanho de livro, os numeros devem ter 80 mm ou

122 mm de largura e ndo maiores que 198 mm.

Permissodes

Se vocé incluir figuras que ja foram publicadas em outro lugar, vocé deve obter
permissao do proprietario dos direitos autorais para o formato impresso e on-line.
Lembre-se de que alguns editores ndo concedem direitos eletrénicos de graca e que
a Springer ndo podera reembolsar 0os custos que possam ter ocorrido para receber
essas permissoes. Nesses casos, o material de outras fontes deve ser usado.

Divulgacao de potenciais conflitos de interesse

Pesquisa envolvendo participantes humanos e / ou animais

Consentimento informado: Por favor, note que os padrbes podem variar
ligeiramente por diario dependente de suas politicas de revisédo pelos pares (ou seja,
revisdo de pares simples ou dupla cegos), bem como por disciplina de assunto de
jornal. Antes de enviar seu artigo, verifique as instru¢cdes seguindo esta se¢cdo com
atencao.

O autor correspondente deve estar preparado para coletar documentacao de
conformidade com padr@es éticos e enviar, se solicitado durante a reviséo pelos pares
ou apos a publicacéo.

Os Editores reservam-se o direito de rejeitar manuscritos que ndo cumprem as
diretrizes acima mencionadas. O autor sera responsavel por falsas declaracdes ou

por ndo cumprir as diretrizes acima mencionadas.
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