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1. RESUMEN

Los antiinflamatorios, antihipertensivos, anticonvulsivos y estimulantes son los
farmacos comdnmente mas utilizados por la poblacion. Luego del consumo, una
fraccion de los productos farmacéuticos se excreta en forma original o como
metabolitos en la orina o las heces. Las plantas de tratamiento de efluentes cloacales,
cuando existen, suelen ser ineficientes en la remocion de gran parte de estos
compuestos, permitiendo de esta forma el ingreso de los mismos a los cuerpos de agua
superficiales, pudiendo afectar a los organismos no blanco como los peces. En
Argentina, existe evidencia sobre la presencia de firmacos humanos en los cuerpos de
agua receptores de efluentes cloacales (concentraciones en el rango de ng/L o pg/L).
Ademas, existen evidencias a nivel internacional de que estos contaminantes

pseudopersistentes se acamulan en los tejidos de los peces.

En base a los antecedentes, el objetivo de este estudio se basé en adaptar una
metodologia analitica, acorde a la medida de las posibilidades, para estudiar los niveles
de concentraciéon de atenolol, cafeina, carbamazepina, enalapril, metformina,
paracetamol (acetaminofén) y sildenafil en el musculo de las especies sabalo
(Prochilodus lineatus), dorado (Salminus brasiliensis), boga (Leporinus obtusidens) y
bagre amarillo (Pimelodus maculatus) recolectadas en el Rio Uruguay (Villa
Paranacito), por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas en tandem (HPLC-MS/MS).

Para ello, como instancia principal fue necesario el desarrollo del método instrumental
para determinar los compuestos por HPLC-ESI (+)-MS/MS y la optimizacién de la
metodologia de extraccién para la determinacion de las concentraciones de los
farmacos seleccionados, para la cual se estudiaron las mezclas de extraccion: acido
acético-metanol, acetonitrilo-metanol, acetato de etilo-metanol, acetato de etilo-
acetona y acetona-metanol. Como etapa final del trabajo se procedié6 en la
determinacidén de los niveles de concentracién de los farmacos humanos estudiados con

la mezcla de extraccién que resulté mas eficiente.

La mezcla acetato de etilo-acetona arrojé los mejores resultados y a partir de ello,
considerando todas las especies, se reportaron valores medios de concentracion para
atenolol, cafeina, carbamazepina, metformina y sildenafil de 191,6, 15,5, 56,0, 27,8 y
24,4 pg/Kg, respectivamente. Enalapril no fue detectado y paracetamol no pudo ser
medido. La mayor cantidad de farmacos detectables en relacion a las especies respeté
el orden: bagre amarillo>sabalo> dorado> boga. Para metformina y sildenafil serian
los primeros reportes de niveles cuantificables de estos farmacos a nivel internacional,
resaltando la importancia de este estudio, que permitié detectar los primeros
resultados de concentraciones de estos compuestos en muisculos de peces de

importancia pesquera y para el consumo en el Rio Uruguay.
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2. INTRODUCCION

2.1.Contaminantes Emergentes y su relevancia ambiental

Un "contaminante emergente" es una sustancia quimica natural o sintética o
microorganismo que no ha sido histéricamente considerado en la legislacién y/o planes
de monitoreo ambiental pero que es capaz de ingresar al ambiente y representa una
amenaza potencial o real para la salud humana o el medio ambiente. En algunos casos,
su presencia en el ambiente puede haber ocurrido durante un largo tiempo, pero puede
haber no sido reconocida hasta que se desarrollaron nuevos métodos de deteccion. En
otros, puede tratarse de sintesis de nuevas sustancias o cambios de uso o disposicién
final de sustancias preexistentes que generan nuevas fuentes o vias de ingreso al
ambiente y/o exposicién para los seres humanos, o se ha desarrollado un nuevo método
para su deteccion (EPA 2012). El estudio de este tipo de compuestos se encuentra entre
las lineas de investigaciéon prioritarias de los principales organismos dedicados a la
proteccion de la salud pablica y medioambiental, tales como la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA), o la
Comisiéon Europea (CE).

En muchos casos se tiene escasa informacion acerca de la presencia e impacto de estos
compuestos en diversos compartimentos ambientales, debido a escasa o nula
disponibilidad de métodos para su analisis y en consecuencia no han sido atn
regulados. Otra particularidad de estos compuestos, es que debido a su elevada
produccién, consumo y a la introduccion continua de los mismos en el medio ambiente,
pueden ocasionar efectos adversos en los organismo no blanco, sin la necesidad de ser

persistentes (Petrovic et al., 2003).

2.2.Los compuestos farmacéuticos como contaminantes emergentes

Dentro de los contaminantes emergentes, los que probablemente han originado mayor
preocupacion y estudio en los ultimos afios son los farmacos. Los productos
farmacéuticos, son sustancias quimicas sintéticas o naturales que se pueden encontrar
en medicamentos recetados o de venta libre y de uso veterinarios. Forman parte de los
contaminantes emergentes y pueden alcanzar los cuerpos de agua superficial a través
de aguas residuales que transportan excretas de personas que los hayan utilizado; ya
sea por eliminacién inapropiada de medicamentos o por medio de residuos liquidos

agricolas, incluido el estiércol del ganado (Boxall et al., 2012).

Luego del consumo, una fracciéon de los productos farmacéuticos se excreta en forma
original o como metabolitos en la orina o las heces. Las plantas de tratamiento de
liquidos cloacales, cuando existen, suelen ser ineficientes en la remocién de gran parte

de los compuestos farmacéuticos. De esta forma, estos compuestos alcanzan
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finalmente los cuerpos de agua superficiales. Aunque suelen excretarse en pequeiias
cantidades, lo hacen de forma continua, lo cual a ha llevado a considerarlos como
contaminantes pseudopersistentes. Las concentraciones de los mismos en los efluentes
de las plantas depuradoras han sido identificados en las aguas superficiales e incluso

también fueron detectados en el agua potable (Boxall et al., 2012).

Las primeras evidencias de la presencia de farmacos en el medio acuatico se produjeron
en los afios 70 con la identificacién en aguas residuales en USA del acido clofibrico,
que es el metabolito activo de varios reguladores de lipidos en sangre (clofibrato,
etofilin clofibrato, y etofibrato). Sin embargo, no ha sido hasta principios de la década
de los 90 que el tema de los farmacos en el medio ambiente ha surgido con fuerza, como
demuestran los numerosos articulos publicados desde entonces, los cuales han

despertado un gran interés cientifico y social (Boxall et al., 2012).

En Argentina uno los primeros estudios realizados en efluentes cloacales de ciudades
con distintos grados de urbanizacién han encontrado concentraciones por encima de
13 v 9 pg/L para la cafeina e ibuprofeno y entre 0,7 y 0,5 pug/L para el caso de
carbamazepina, atenolol y diclofenac (Elorriaga et al., 2013a). Las concentraciones
que se han encontrado en aguas superficiales (como consecuencia de una eliminacién
incompleta en las plantas de depuracién de aguas) o en aguas subterraneas (debido a
la escasa atenuacién que experimentan algunos compuestos durante la filtracion a

través de suelos) se sitian normalmente en el rango de ng/L o pg/L (Elorriaga et al.,

2013b).

En general se admite que las sustancias con coeficiente de particién octanol-agua (log
Kow) superiores a o igual a 3, tienen el potencial para bioacumularse en tejidos
biolégicos. Sin embargo, al considerar la bioacumulacién de productos farmacéuticos
en los organismos acuaticos, hay que tener otros factores en consideraciéon, como las
diferentes tasas de metabolismo en diversos organismos, el comportamiento de
acumulacién de los metabolitos, la cinética de captacion y depuracién y el grado de
ionizacion que depende del pH, entre otras cosas. En tal sentido cabe resaltar que son
sustancias pH dependientes y que tienen una estrecha relacién con transportadores

para atravesar las membranas celulares (Zenker et al., 2014).

La falta de conocimiento sobre la biodegradacién y biotransformaciéon de productos
farmacéuticos en organismos no-blanco es un tema crucial y necesita una mayor

exploracion (Huerta et al., 2012).

2.3.El Rio Uruguay y sus recursos pesqueros

La cuenca del Rio Uruguay se localiza en el sector noreste del pais abarcando las
provincias de Entre Rios, Corrientes y Misiones. Se trata de una cuenca compartida

con Uruguay y Brasil que forma parte de la Hoya Hidrografica del Plata. Abarca
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339.000 Km? de superficie, teniendo su rio principal, el Uruguay, un 32%
aproximadamente en territorio brasilero, un 38% en el limite entre Argentina y Brasil
y un 30% entre Argentina y Uruguay. Este cuerpo de agua de 1800 km de longitud,
posee sus nacientes en el estado de Santa Catarina (Brasil), cerca de la localidad de
Florianépolis en la Sierra Del Mar. Luego de atravesar gran parte del sur de Brasil
pasa a ser limite de este pais y Argentina (en las provincias de Misiones y Corrientes)
corriendo en su tramo final como limite entre Argentina (Provincia de Entre Rios) y

la Republica Oriental del Uruguay (http://www.hidricosargentina.gov.ar/).

El terreno de la cuenca posee un relieve muy variado con numerosos valles y un
sistema fluvial muy ramificado formado por cursos de agua de corto recorrido y de

acentuada pendiente.

Desde el punto de vista ictiogeografico, este rio, donde habitan mas de 150 especies de
peces, se considera incluido en la Regién Guayano-Brasilica y dentro de ella, en la
provincia Parano-Platense, cuyo limite sur es el Rio de la Plata. Existe una gran
afinidad entre la ictiofauna del rio Uruguay y la del sistema del Parana, cuyos
elementos predominantes pertenecen a los 6rdenes characiformes y siluriformes, que,
por otra parte, son los que han experimentado la mas importante radiacién adaptativa
en los sistemas fluviales de Sudamérica y ocupan actualmente los mas diversos

ambientes y nichos ecolégicos.

Las caracteristicas mas sencillas que permiten reconocer los peces que pertenecen al
orden characiformes son: presencia de escamas, aleta adiposa generalmente presente
(se ubica en la regién dorsal y posterior del cuerpo) y las aletas pélvicas, que se ubican
detras de las aletas pectorales (las aletas pectorales y pélvicas son aletas pares,
ubicadas cerca de la regiéon ventral). Entre ellos se encuentran especies carnivoras,
fitéfagas, iliéfagas y omnivoras, con tamanos que van desde mojarras de pocos
centimetros, hasta dorados de mas de un metro de longitud. Este grupo esta

compuesto ademas, por los dientudos, las piranas, las tarariras, las bogas y los sabalos.

Los siluriformes en general son peces benténicos, con cuerpo alargado, carentes de
escamas o recubiertos por placas, presentan tentaculos o barbillas que se extienden a
cada lado de la mandibula superior y en algunas especies, también de la mandibula
inferior. Las aletas dorsales y pectorales tienen espinas puntiagudas. Las viejas de
agua constituyen el grupo mas numeroso del orden, junto con los bagres y armados.
Otros siluriformes importantes son el surubi y el pati, peces ictiéfagos de gran

importancia pesquera.

Las especies con comportamiento migratorio, como el dorado, la boga, el sabalo, el

surubi o el pati, son en general las de tamafio mas grande y de mayor interés pesquero

(CARU, 1998).
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El Rio Uruguay constituye un importante recurso hidrico cuyo potencial de desarrollo
estd ain en una etapa incipiente. Las aguas de este rio y sus afluentes son utilizadas
con una diversidad de fines: consumo humano, navegacién, generaciéon de energia,
industrias, irrigacion y pesca entre las mas importantes. El mantenimiento del mismo
en condiciones tales que pueda servir a las generaciones actuales y futuras es un deber

que han asumido las partes que comparten este tramo del rio.

2.4.La problematica de los compuestos farmacéuticos en el Rio Uruguay

Los antiinflamatorios, antihipertensivos, anticonvulsivos y estimulantes son los
farmacos comidnmente mas utilizados por la poblacién, siendo entre ellos
representativos el ibuprofeno, diclofenac, atenolol, carbamazepina y cafeina. Estudios
recientes muestran que estos compuestos se encuentran en los cuerpos de agua
superficiales de nuestro pais (Elorriaga et al., 2013b). Esta presencia puede explicarse
por el uso generalizado y su permanente descarga en los cuerpos de agua superficial
que excede el tiempo de degradacion de dichos farmacos. Se desconoce atin el potencial

riesgo que ello representa para el funcionamiento de los ecosistemas.

Existen evidencias que estos contaminantes pseudopersistentes pueden acumularse en
los tejidos de los peces (Brooks et al., 2005; Ramirez et al., 2009). Debido a que los
farmacos estan disenados particularmente para actuar en rutas metabdlicas y
moleculares especificas en humanos y animales, una de las principales preocupaciones
en relacion con su presencia en el ambiente, se debe a la alta probabilidad de que estos
(en su forma original o en forma de metabolitos) sean biolégicamente activos en los

organismos acuaticos, pudiendo generar alteraciones no intencionales en especies no

blanco (Huerta et al., 2012).

En particular, los peces poseen un papel importante en los ecosistemas acuaticos,
conducen energia activamente a través de la cadena tréfica, constituyen una forma de
almacenamiento de energia dentro del ecosistema y son agentes de regulacién
energética. Debido a estas caracteristicas y a su gran movilidad a través de los cuerpos
de agua, son considerados los organismos mas susceptibles a la bioacumulacién de

farmacos (Corcoran et al., 2010).

El Rio Uruguay es receptor de los efluentes cloacales sin previo tratamiento de un gran
numero de ciudades de un tamafo poblacional considerable que se encuentran sobre
sus orillas tanto de la margen argentina como uruguaya. De esta manera los
compuestos farmacéuticos estarian ingresando al ambiente acuatico y en consecuencia
los peces podrian estar bioacumulando este tipo de contaminantes, lo que podria tener
influencia no sélo sobre la salud de los peces sino también para la actividad pesquera,
por el potencial colapso de las pesquerias y/o calidad del producto por la presencia de

residuos de tales contaminantes, que es de gran importancia para Argentina y los
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paises limitrofes como Uruguay, con el que comparten una Zona Comun de Pesca en

este sitio (Observatorio de Politicas Publicas, SAGPyA, www.sgp.gov.ar).

La Comisién Administradora del Rio Uruguay (CARU) desde su creacién en 1978,
realiza periédicamente trabajos de relevamiento de recursos icticos con el propésito de

evaluar y conservar la biota (Peces del Rio Uruguay, CARU, www.caru.org.uy). Este

organismo ha venido estudiando residuos de contaminantes tradicionales (PCBs,
pesticidas organoclorados, metales) en especies de peces de interés comercial en la
regién, pero no dispone de informacién sobre concentraciones de contaminantes

emergentes como los farmacos.

2.5.Anélisis de residuos de compuestos farmacéuticos en tejido de peces.

La cromatografia liquida en tandem con deteccién espectrofotométrica, tales como la
deteccion por red de diodos, deteccion de absorbancia UV y fluorescencia, son
metodologias de analisis que han sido tradicionalmente utilizadas para la deteccién de
algunos farmacos en organismos acuaticos. Sin embargo, en los tdltimos afios la
mayoria de los métodos de analisis para la identificacion y determinacién de farmacos
en biota se basan en cromatografia liquida (LC) o cromatografia gaseosa en
combinacién con espectrometria de masas (MS). La cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas simple (LC- MS) o en tandem (LC -MS/MS) ha ganado gran
popularidad en la dltima década debido a su compatibilidad con compuestos polares
y no volatiles. En particular, la cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC) ha
ido creciendo sobre la de alta eficiencia (HPLC) dado que proporciona picos estrechos
y mejora las separaciones cromatograficas, acortando el tiempo de analisis. Las
interfaces mas comunes que permiten acoplar la cromatografia liquida a la
espectrometria de masas son la ionizacién por electroespray (ESI) y la ionizacién
quimica a presiéon atmosférica (APCI). Sin embargo la ESI ha sido utilizada
preferentemente debido a que solamente unos pocos farmacos pueden ser ionizados
eficientemente por APCI. La espectrometria de masas MS/MS proporciona una
elevada selectividad, especificidad y sensibilidad requerida para este tipo de estudios.
En los dltimos afios, la espectrometria de masas simple en tandem (LC -MS/MS) se ha
vuelto el método de deteccion por excelencia debido a su confiabilidad en la
identificacion de los farmacos a niveles de hasta partes por trillon (Huerta et al., 2012).
En cuanto a los métodos de pretratamiento de muestras que se han utilizado para la
extraccion de farmacos de los musculos de los peces se encuentran: la extracciéon por
ultrasonido (USO), la extraccién asistida por microondas, la extraccién por
QuEChERS, la extraccién liquida a presiéon (PLE) y el método del extractor rotatorio
(Ramirez et al., 2007). La extraccién ultrasénica adaptada por (Schultz et al., 2010),
consiste en la utilizacién de una mezcla acuosa de acido acético-metanol como solvente
de extraccion. La extraccién incluye ciclos de ultrasonicacion, el sobrenadante se
recoge después de cada ciclo y se centrifuga. La segunda metodologia es la de

QuEChERS (de las siglas en inglés: rapido, sencillo, barato, efectivo, robusto y
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seguro), que implican la extraccién y purificacién a micro- escala del extracto
mediante extracciéon en fase sélida de dispersion (D-SPE). La extraccion liquida
presurizada (PLE) es un método desarrollado para la extraccion de muestra sélidas o
semisélidas que emplea solventes liquidos a temperaturas y presiones elevadas para
preparar muestras para el analisis ya sea por cromatografia liquida o gaseosa. Es
similar a una extraccién Soxhlet, excepto que durante el proceso de extraccion la
condicion de disolvente dentro de la célula PLE se aproxima a la regién supercritica
que se traduce en extracciones mas eficientes. La temperatura elevada permite que la
muestra sea mas soluble y en consecuencia logre una velocidad de difusion mas alta
mientras que la presion elevada mantiene el disolvente por debajo de su punto de
ebullicion. En elevadas presiones y temperaturas los disolventes pueden penetrar
muestras s6lidas de manera mas eficiente reduciendo el uso de solventes (Carabias-
Martinez et al., 2005). La ultrasonicacién y la extraccién liquida a presién (PLE), han
sido las técnicas mas utilizadas para la extraccion de farmacos en organismos
acuaticos, tales como: crustaceos, mejillones, algas y peces (Chu and Metcalfe, 2007a,
b; Subedi et al., 2011; Huerta et al., 2013).

Dado que las muestras de tejido suelen contener una gran cantidad de proteinas, el
procedimiento de extraccién requiere una alta eficiencia. Aun asi, en ciertos casos es
necesaria una nueva etapa de purificacion (“clean-up”) posterior del extracto. Entre
los métodos mas utilizados se encuentran la extraccién liquido-liquido con hexano
para eliminar los lipidos y la extraccién en fase sélida (SPE) con cartuchos Oasis-HLB,
alimina o con florisil (Huerta et al., 2013).

En particular, el método del extractor rotatorio de Ramirez et al. (2007) consiste en la
homogenizacién de la muestra empleando una mezcla de solventes de extraccion, su
posterior agitacién en un extractor rotatorio y finalmente su centrifugaciéon a alta
velocidad. El sobrenadante es analizado luego por HPLC-MS. En su versién original,
el método no incluye “clean-up”, lo que lo hace muy sencillo y ha demostrado

recuperaciones mayores al 90% para la carbamazepina y el ibuprofeno.

2.6.Antecedentes sobre niveles de fArmacos en tejido de peces

Uno de los primeros estudios que confirmaron la presencia de productos farmacéuticos
en peces de agua dulce fueron publicadas por Brooks et al. (2005), que informé sobre
concentraciones maximas de hasta 30 ng/g de fluoxetina sertralina y sus metabolitos
en tejido cerebral de tres especies recolectadas en un arroyo receptor de efluentes
cloacales situado en Texas (USA). Luego, Ramirez et al. (2007) extendieron este
estudio para una lista mas larga de los productos farmacéuticos, e informaron sobre la
acumulacién de difenhidramina, el diltiazem y la carbamazepina en los peces recogidos
del mismo arroyo. Como resultado, un estudio piloto a nivel nacional fue llevado a
cabo por la Oficina de Ciencia y Tecnologia de la USEPA en conjunto con la empresa
Tetra Tech y la Universidad de Baylor para el analisis de los peces de cinco rios en
varias partes de USA (Ramirez et al., 2009). Casi simultaneamente, un método de

analisis desarrollado por Chu and Metcalfe (2007a) se aplic6 con éxito para el analisis
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de algunos medicamentos psiquidtricos en muestras de peces recogidos de puerto de
Hamilton, que es una ensenada de urbanizacion e industrializaciéon del lago Ontario
(Canada). Las concentraciones maximas de paroxetina, fluoxetina y norfluoxetina
detectadas fueron alrededor de 1 ng/g de peso himedo. Otro estudio reciente confirmé
la presencia de 170-etinilestradiol, un estrégeno sintético prescrito como
anticonceptivo, a una concentraciéon de 1-2 ng/g en peces silvestres recogidos cerca de

una planta de tratamiento de aguas residuales en el rio del St. Clair, Canada (Al-Ansari

et al., 2010).

En Europa, la mayoria de los datos sobre la presencia de los productos farmacéuticos,
principalmente antibiéticos, en los organismos acuaticos han surgido de estudios de
acuicultura y control de los alimentos, estrechamente relacionados con el consumo y
la regulacién de la demanda humana. En tales estudios fueron hallados hasta 87 ng/g
de eritromicina y 152,2 ng/g de tetraciclinas en musculos de peces provenientes de
Espana por Berrada et al. (2008) y Chafer-Pericas et al. (2010), respectivamente,
mientras que en otros estudios no se encontraron residuos farmacéuticos en los peces.
En un estudio mas reciente dirigido especificamente al estudio de los niveles de
farmacos en peces silvestres, Huerta et al. (2013) detectaron una gran variedad de
compuestos farmacéuticos (diclofenac, citalopran, carbamazepina, venlafaxina,
clopidogrel, carazolol, propanolol, sotalol y salbutamol) en rios de Espafa que
desaguan al Mediterraneo con concentraciones de carbamazepina de hasta 17,9 ng/g.
Otro estudio realizado en Alemania analiz6 15 compuestos, encontrando
difenhidramina y n-desmetilsertralina (metabolito de la sertralina) a concentraciones

de hasta 0,07 y 3,28 ng/g, respectivamente (Subedi et al., 2012).

Pese a la creciente evidencia a nivel internacional sobre la acumulacién de los
compuestos farmacéuticos en peces que viven en ambientes influenciados por
descargas cloacales, no existen casi trabajos que informen sobre este aspecto para

Latinoamérica o Argentina.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes enunciados a la introduccién respecto a la
recuencia u arga, su comportami uimi a idad regiona

frecuencia de uso y desc , su comportamiento co v la necesidad regional de
generar informacion respecto a los niveles de concentraciéon de farmacos en musculo

de peces, se plantea la siguiente hipétesis y objetivos de estudio.

3.1.Hipotesis

Es factible adaptar metodologias analiticas acorde a las capacidades analiticas disponibles
para la determinacion de residuos de compuestos farmacéuticos en miisculo de peces vy su
utilizacion para realizar las primeras determinaciones en especies de importancia pesquera

a nivel de la Cuenca del Plata.

3.2.0bjetivo General

Adaptar una metodologia analitica acorde a la medida de las posibilidades para
estudiar los niveles de concentracién de compuestos farmacéuticos en misculo de peces
por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas en
tandem (HPLC-MS/MS) y realizar una primera exploracién en especies de relevancia

pesquera a nivel regional.

3.3.0bjetivos Especificos

1. Adaptar metodologias previamente desarrolladas por otros autores a las
capacidades analiticas disponibles para el pre-tratamiento y analisis de compuestos
farmacéuticos de relevancia regional en musculo de peces por cromatografia liquida de

alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS).

2. Aplicar dichos métodos para estudiar por primera vez los valores de concentraciéon
de estos analitos en especies de peces de relevancia pesquera en la Cuenca del Plata
(sabalo, dorado, boga, bagre amarillo, etc.) obtenidas de muestreos realizados en el

Rio Uruguay.
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4. MATERIALES Y METODOS

En la presente seccién se presentan los criterios, metodologias, equipos, materiales y

reactivos utilizados para alcanzar los objetivos propuestos.

4.1. Criterio de Seleccion y obtencion de los compuestos farmacéuticos
estudiados

Los compuestos farmacéuticos utilizados en la presente tesina fueron definidos en base
a: 1) su poblada presencia en muestras de efluentes cloacales y/o aguas superficiales de
nuestra region o su amplia prescripcién en nuestra region, y ii) la posibilidad de ser
analizados por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) mediante una fuente de ionizacion a

presién atmostérica de tipo electro espray en modo positivo (ESI-Pos).

Por el tiempo disponible para el desarrollo de la tesina sélo se trabajé con compuestos

que ionicen en el mismo modo, en este caso en modo positivo.

En funcién de lo antes mencionado, los compuestos farmacéuticos seleccionados han
sido: atenolol, cafeina, carbamazepina, enalapril, metformina, paracetamol
(acetaminofén) y sildenafil. La estructura molecular y las principales propiedades

fisicoquimicas se muestran en la Tabla 3.1.

4.2.Criterio de seleccion de las especies y obtencion de las muestras de
musculo de peces

En funcién de la factibilidad de su captura, la relevancia pesquera y la importancia
para el consumo, las especies seleccionadas fueron: sabalo (Prochilodus lineatus),
dorado (Salminus brasiliensis), boga (Leporinus obtusidens) y bagre Amarillo
(Pimelodus maculatus).

Las muestras de musculo para la puesta a punto de la metodologia analitica y
determinacion de concentraciones de compuestos farmacéuticos fueron obtenidas de
peces en el Rio Uruguay a la altura de Villa Paranacito (Figura 3.1.). Esta es una zona
relativamente poco influenciada por descargas cloacales dado que no hay grandes

ciudades sobre ese tramo del rio.
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Tabla 3.1. Principales propiedades de los farmacos seleccionados

Aecid Peso
ror cc)wtrf Molecular
erapentiea Compuesto Estructura Log Kow pKa (g/mol)

Analgésico
Paracetamol SYCH“% 0,34 9.4 151,2
IO
HOY
Anticonvulsivo
Carbamazepina -
N 2,45 13,9 236,3
OA\NH':
Antihipertensivo
Atenolol OH H pKai:9,6
wo\/k/” 0,00  pKaxl4,0 266,3
HN CHy pKas:15,9
Antihipertensivo R,
$
Enalapril
- 2,45 Kai:2,7 3764
" rJ pKal'S 3
HiCa_ On A ot A pKaz5,
TYT L
ey 9
Antidiabético
Metformina (|3H3 H
_N N NH,
H,C -1,40 12,4 129,2
NH NH
Disfuncién eréctil
Slldenafll o] CHg
HN
O\\S,/O - 2,75 pKai:6,0 474.,6
(\N/ pKa2:10,9
PﬁC’N\V/J 0 ™CH,  CHs
Estimulante
Cafeina
0,13 14,0 194,2

OH .
oA N
O
o

Fuente: Huerta et al., 2013; Ramirez et al., 2007; Ramirez et al., 2009; USEPA, 2015
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Fig. 3.1. Sitio de muestreo en el Bajo Uruguay proximo a la localidad de Villa Paranacito.

Los muestreos fueron realizados en el marco de las campafias realizadas en el
“Programa de Relevamiento de Ictiofauna” de la Comisién Administradora del Rio
Uruguay. En tal programa las capturas se realizan sistematicamente utilizando
distintos artes de pesca (Iigura 3.2) tales como redes, agalleras, espineles y trampas
de tipo garlito que se tienden a dltima hora de la tarde y se recogen a primera hora de
la mafana siguiente. Ademas se realizaron barridos con red de arrastre. En esta
oportunidad los muestreos se realizaron durante los dias 29 y 30 del mes de Marzo de

2015.

Figura 3.2. Artes de pesca utilizadas. De izquierda a derecha, espinel, trampas, agalleras y arrastre.

Los peces capturados se llevaron inmediatamente a la costa y los misculos de la parte

dorsal de ambos flancos se disectaron con instrumental de acero inoxidable, se

Trabajo Final- Macarena Gisele Rojo Pag. 17



envolvieron separadamente en papel aluminio y se rotularon respectivamente (Figura
3.3.). Luego, se colocaron en bolsas tipo Ziploc® y se conservaron en hielo hasta su
traslado al laboratorio donde se mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento

(USEPA, 2000).

Figura 3.3. Diseccion de los peces en el campo

4.3.Adaptacion de la metodologia analitica

Durante esta etapa se trabajé en el desarrollo del método instrumental y en la
optimizacion de la metodologia de extraccién para la determinacién de las

concentraciones de los fairmacos seleccionados utilizando HPLC-ESI (+)-MS/MS.

En funcién de los objetivos, los tiempos de trabajo y las capacidades analiticas
disponibles, se ha procedido de la siguiente manera: i) Desarrollo del método
instrumental para determinar los compuestos por HPLC-ESI(+)-MS/MS. ii)

Optimizacién del método de extraccién propuesto por Ramirez et al. (2007).

4.3.1. Fundamento y desarrollo del método instrumental

Fundamentos

Como se mencionara previamente, la cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada
a espectrometria de masas (HPLC-MS) se ha transformado en la técnica analitica de
eleccion para la determinacién de compuestos farmacéuticos en matrices biolégicas

dada su alta selectividad, especificidad y sensibilidad (Huerta et al., 2012).

En particular la cromatografia liquida de alta eficiencia es un método adecuado para
la separacion de compuestos polares no volatiles como la mayoria de los compuestos
farmacéuticos. El principio de la cromatografia liquida reside en separacién mediante
la afinidad diferencial de los analitos entre una fase mévil, liquida, y otra estacionaria,

solida. En particular, en la cromatografia liquida de alta eficiencia un flujo
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relativamente pequeiio de la fase mévil se bombea a una presién relativamente
elevada a través de una columna en la que se encuentra empaquetada la fase
estacionaria. La naturaleza de la fase mévil y estacionaria difiere segin los analitos a
separar. En el caso de los farmacos, suele utilizarse mas comunmente la cromatografia
liquida en fase reversa, en la que la fase estacionaria es apolar, la mévil de polaridad
moderada y el reparto de los analitos es diferencial en funcion de interacciones de tipo
hidrofébica. En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria suele consistir en
pequeiias particulas de silice revestidas con C18 (CisHs7) o C8 (CgHiz), o diferentes
variantes de esta. Por otro lado, las mezclas de agua y acetonitrilo y/o metanol suelen
ser las fases moviles tipicas. En general el pH de la fase mévil suele estar regulado
mediante modificadores como el acido férmico y el acetato de amonio que luego
también contribuyen en la ionizacién de tipo electroespray. En este tipo de
cromatografia los compuestos mas polares poseen tiempos de retencién menores que

los compuestos menos polares (Ardrey, 2003).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite la identificacién de
la cantidad y el tipo de sustancias quimicas presentes en una muestra mediante la
medicién de la relacion carga masa y la abundancia de iones en fase gaseosa. Un
espectrometro de masa consta de tres componentes basicos, la fuente de iones, el

analizador de masas y el detector (Ardrey, 2003).

La cromatografia liquida ha podido ser acoplada a espectrometria de masas gracias al
desarrollo de fuentes de ionizacién a presién atmosférica (de su sigla en inglés: API).
Las mas comunmente utilizadas son la de ionizacién quimica (de su sigla en inglés:
APCI) y las de electro espray (de su sigla en inglés: ESI). En la primera un electrodo
produce una descarga corona sobre un espray del solvente que transporta los analitos
que es calentado y puesto en contacto con el gas de nebulizacion para inducir la
formacion de iones primarios. En modo positivo suelen protonar al analito formando
el i6n molecular, mientras que en modo negativo pueden tanto substraer un protén
como formar aductos. En el segundo caso, bajo alto voltaje el cono de Taylor emite un
chorro de pequefias gotas del solvente transportando al analito que progresivamente
se van evaporando concentrando las cargas hasta exceder el limite de Rayleigh dénde
las gotas se disocian de forma explosiva (fision Culémbica) liberando una corriente de
iones cargados. En ambos casos los iones formados son enviados por diferencia de

potencial y a través de un capilar al analizador de masas (Ardrey, 2003).

Los analizadores de masas separan los iones de acuerdo a su relacién carga/masa (m/z).
Existen diferentes tipos entre los mas comuinmente utilizados son los de tiempo de
vuelo (de las siglas en inglés: TOF), los cuadrupolos, y las trampas de iones. En el
primero los iones son acelerados en un campo eléctrico de igual potencial y se mide el
tiempo que les toma llegar al detector. En este caso los iones se separan en funcién de
sus masas, alcanzando primero al detector los mas livianos. En el caso de los

cuadrupolos, utilizan campos eléctricos oscilantes para estabilizar selectivamente (o
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desestabilizar) las trayectorias de los iones que pasan a través de un campo de
radiofrecuencia (RF) creado por 4 varillas metalicas paralelas. Solo los iones en un
cierto rango de relacién carga/masa pasan a través del sistema en cualquier momento,
pero los cambios en los potenciales sobre las varillas permiten una amplia gama de
valores de m/z que pueden ser barridos rapidamente, de forma continua o en una
sucesion de saltos discretos. La trampa de iones trabaja en los mismos principios fisicos
que el cuadrupolo pero aqui los iones que llegan no son los que atraviesan el sistema
sino los que quedan atrapados en la trampa y luego son expulsados secuencialmente.
Los iones son atrapados en un campo de radiofrecuencia fijo en un espacio definido
por un electrodo de anillo (por lo general conectado al potencial de radiofrecuencia
principal) ubicado entre dos electrodos de remate (tipicamente conectado a potenciales

auxiliares) con corriente constante (Ardrey, 2003).

En los tdltimos anos se han desarrollado analizadores en tandem que combinan los
distintos tipos de analizadores mencionados previamente. Los mas comunes pueden
ser dobles cuadrupolos, un cuadrupolo seguido de un TOF o de una trampa. En la
actualidad también se combinan diferentes tipos de trampas en un mismo sistema. En
todos los casos se interpone entre los analizadores una celda de colision en la que los
iones se hacen colisionar con un gas que permite fragmentar un determinado ion

parental en iones hijos especificos mejorando asi la selectividad, especificidad y

sensibilidad.

El elemento final del espectréometro de masas es el detector. El mismo registra ya sea
la carga inducida o la corriente que se produce cuando los iones pasan o golpean una

superficie.

Equipo utilizado

En el presente trabajo, para la identificacién y cuantificacion de los farmacos
estudiados, se utiliz6 un cromatégrafo liquido de alta eficiencia acoplado a un
espectrometro de masas cuadrupolo-trampa iénica en tandem. El equipo fue un HPLC
Finnigan Surveyor con dispensador automatico de muestras acoplado a un
espectrometro de masas modelo LTQ XL mediante una fuente ESI. El programa
informatico de control del equipo fue el HPLC-MS/MS Finnigan Surveyor MS pump
plus, version 1.01.3300, con Autosampler Plus, version 2.01. La adquisicién de datos

se realizé mediante el programa Xcalibur, versién 2.0.7.
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Materiales y reactivos

Se utiliz6 material de vidrio borosilicato (matraces, vasos de precipitado, pipetas),
pipetas automaticas de P20, P200 y P1000 y jeringas de vidrio Hamiton® de 50, 100
y 200 pl.

Los principios activos de los farmacos seleccionados fueron Parafarm®, adquiridos en

Drogueria Saporiti.

Los solventes y sales utilizados para el analisis por HPLC-MS/MS fueron: acido
formico 88% pro-analisis (Cicarelli Laboratorios), agua MiliQQ, metanol LC-MS (Carlo
Erba), acetonitrilo HPLC-Gold-Ultragradient (Carlo Erba), formiato de amonio
pureza 99% (Aldrich Chemestry)

Soluciones de trabajo

1. Soluciones patrén de los farmacos individuales (atenolol, cafeina,
carbamazepina, enalapril, metformina, paracetamol y sildenafil)
concentracién 1000 mg/L en metanol.

2. Solucién patrén de la mezcla de farmacos (atenolol, cafeina, carbamazepina,
enalapril, metformina y sildenafil) 100 mg/L. Se preparé en un matraz de 5ml
agregando 500 pl de la solucién patrén de 1000 mg/L de cada uno de los
farmacos y llevando a volumen con metanol.

3. Soluciones de trabajo de 10, 100, y 1000 ng/L de la mezcla de farmacos. A partir
de una solucion patrén de la mezcla se realizé una solucién intermedia de 10
mg/L y luego las de trabajo mediante sucesiva diluciones 1/10 en metanol.

4. Fase moévil organica: se prepar6 agregando iguales volimenes de acetonitrilo y
metanol (50:50) y un 0,1% v/v de acido férmico. Fase movil acuosa: se preparé

con agua MiliQ, 0,1% v/v de acido férmico y 5mM de formiato de amonio.
Condiciones separativas

El método separativo empleado fue basado en el desarrollado por Elorriaga et al 2013b
con las adaptaciones a los requerimientos de flujo y gradiente del equipo mencionado.
Se empleé una columna de fase reversa X-Select CSH (Charged Surface Hybrid,
Waters®) C-18, 75 mm x 4,6 mm x 3,5 pm a una temperatura de 35 °C. Se ensayaron
distintos gradientes y flujos de un fase mévil ternaria conformada por una mezcla
50:50 de acetonitrilo-metanol con distintas proporciones de agua miliQ a lo largo de la
corrida modificada con formiato de amonio 5mmolar y acidificada al 0,1% con acido
formico. Las condiciones separativas se ensayaron utilizando soluciones patrén
individuales (solucion 1) para determinar los tiempos de retencién de los 6 compuestos

estudiados y soluciones patrén de la mezcla de farmacos (solucién 3).
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Condiciones de espectrometria de masas en tandem

Dado el tiempo disponible se trabajé tnicamente con la fuente de ionizacién en
electroespray en modo de ionizacién positiva (ESI+). La caracterizacion de los
espectros de masa de cada farmaco para determinar el pico base y la optimizacion de
los parametros para maximizar la intensidad sefial y la energia de colision para obtener
los iones hijos se realizé por infusién directa. Se utiliz6 la optimizacién automatica del
programa y luego se realizaron ajustes manuales de los parametros mas sensibles (ej.
flujos de nitrégeno (nebulizacién y auxiliar), temperatura de la fuente, voltaje del

capilar)

4.3.2. Extraccion de los farmacos de las muestras de muasculo
Fundamento

El fundamento del método propuesto por Ramirez et al. (2007) es muy simple, se basa
en una extraccion solido-liquido en la que el tejido se homogeniza en contacto con el
solvente y luego ambos se mezclan en un extractor rotatorio para favorecer la difusién
de los analitos desde la fase sélida a la liquida y disminuir el tiempo en que el reparto
entre ambas fases alcanza el equilibrio. La constante de reparto sélido-liquido
determinara la afinidad diferencial del analito entre el solvente y el tejido, por lo tanto
la eficiencia de la mezcla de solventes para la extraccién. Dado que los farmacos son
relativamente polares y tienen un K,y relativamente bajo, los solventes utilizados en
la mezcla suelen ser bastante polares. Ello tiene ademas la ventaja de extraer poco a
los lipidos presentes en los tejidos pero suele extraer mayor proporciéon de aminoacidos

y péptidos.
Estrategia experimental

En funcion de los antecedentes y el principio de la técnica de extraccién a emplear, se
procedié a ensayar diferentes mezclas de extraccion para evaluar la eficiencia de
extraccién de cada una utilizando muestras de musculo de sabalo. En tal sentido se
probaron dos mezclas utilizadas en el trabajo de Ramirez et al. (2007): acido acético-
metanol y acetonitrilo-metanol, y otras no utilizadas en dicho trabajo: acetato de

etilo-metanol, acetato de etilo-acetona y acetona-metanol.
Equipamiento

Las muestras se homogenizaron con un homogenizador Pro-Scientific® 200, las
muestras se centrifugaron en una centrifuga refrigerada Sigma® 3-16K, la

concentracion se realiz6 en un colector Supelco® Visiprep DL conectado a una bomba
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de vacio, la evaporacién se realiz6 con un generador de nitrégeno tipo NF-2400

conectado a un compresor odontolégico libre de aceite.
Materiales y reactivos

Se utilizé material de vidrio borosilicato (matraces, vasos de precipitado, pipetas). Se
utilizaron tubos cénicos de 15 ml de polipropileno, filtros Cameo de jeringa de Nylon,
0,45um (tamafno de poro) 25mm (didmetro) (Micron Separation Inc.), jeringas

hipodérmicas descartables sin aguja (Neojet).

Los principios activos de los farmacos seleccionados fueron Parafarm®, adquiridos en
Drogueria Saporiti. Los solventes empleados para la optimizacién del método de
extraccion fueron los siguientes: metanol HPLC (J.T. Baker), acetona A.C.S (Cicarelli
Laboratorios), acetato de etilo HPLC (J.T. Baker), acido acético glacial 99.5% Pro-
analisis (Cicarelli Laboratorios), acetonitrilo HPLC (J.T. Baker).

Soluctiones de trabajo

1. Soluciones patrén de los farmacos individuales 1000 mg/L, solucién patrén de
la mezcla de farmacos 100 mg/L y soluciones de trabajo de 10, 100, y 1000 ng/L
preparadas como se describié en el punto anterior.

2. Mezclas de extraccién (1:1): se prepararon mezclas de acido acético-metanol

(pH: 4), acetonitrilo-metanol y acetato de etilo-acetona
Procedimiento

Preparacién de las muestras

A las muestras de misculo se les saco la piel y se las corté en pequefios cubos de
aproximadamente 1 cm de lado. Luego las muestras se combinaron formando tres
muestras compuestas y se homogeneizaron a 12.500 rpm en un recipiente de acero
inoxidable. Finalmente fueron subdividas en tres submuestras de 100 g cada una

denominadas fraccion A, B y C (Figura 3.4.).

Figura 3.4. A la izquierda muestras de musculo trozada en cubos. A la derecha muestras

homogeneizadas, se corresponden con las fracciones A, B y C de 100 g cada una.
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La fortificacion de las muestras previo a la extracciéon se preparé como sigue: a la
fraccion A (control), se le agregaron 1000 pul de metanol. A la fraccion B y C se le
adicionaron 100 pl y 1000 pl de la solucién patrén de mezcla de estandares de
concentraciéon 100 mg/L para obtener una concentracién final de 100 y 1000 pg/Kg

(ng/g), respectivamente. A la fraccion B se le agregaron ademas 900 ul de metanol.

Cada fraccion se volvié a homogenizar para distribuir homogéneamente los farmacos
en todo el tejido y luego se fracciono en porciones de 3 g (Figura 3.5.). Se las envolvio

en papel aluminio y se las almaceno a -80°C en bolsas Ziploc®.

Figura 3.5. Homogenatos de 100 g subdivididos en porciones de 3 g

Extraccién de las muestras

Para la comparacion de la eficiencia de extracciéon entre las diferentes mezclas de
extraccién se ensayaron las mezclas de extraccion: i) acetato de etilo-metanol, ii)
acetato de etilo-acetona, iii) acetona-metanol, iv) acetonitrilo-metanol, v) acido

acético-metanol.

Para ello, una de las porciones almacenadas de cada grupo (A, B, y C) se descongelé y
se subdividio en 3 porciones de 1 g (triplicados) cada una y se las coloco en un vaso de
precipitado de 20 ml. A cada vaso se le agregaron 8 ml de la mezcla de extracciéon
correspondiente. Con la ayuda de una varilla de vidrio se desmenuzaron las muestras

y luego se homogenizaron a 30.000 rpm. Luego se agitaron vigorosamente por 5 min.

(Figura 3.6.).
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Figura 3.6. Aspecto de los homogenatos de 1 g de tejido disgregados en los solventes de extraccion por

triplicado.

Posteriormente, el extracto se trasvas6 a un tubo cénico de centrifuga de polipropileno
de 15 ml y el vaso se enjuagd con 3 contactos de 1 ml de solvente de extraccion. Luego
se centrifugd a 4.000 rpm durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se trasvaso a otro
tubo conico de centrifuga de 15 ml limpio y al sedimentado se le adicionaron 2 ml de
la mezcla de extraccion, se colocé en vortex y se volvié a centrifugar a 4.000 rpm
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se trasvaso al tubo donde se
encontraba el sobrenadante de la primera centrifugacion (Figura 3.7.). Luego para las
mezclas se concentraron hasta 0,5 ml pro vacio en un colector de 40psi. Las muestras
se trasvasaron posteriormente a un eppendorf de 2 ml y se llevaron a -20°C por 24 h.
Luego se centrifugaron a 20.000 g durante 30 min, el sobrenadante se trasvasé a otro
eppendorf y los extractos se llevaron a sequedad con corriente de Na. Seguido, se
resuspendieron en 500 pl de fase organica, se los filtr6 a través de un cameo de 0,45 pm
y se los recogié en un vial para cromatografia de 2ml. Asi se conservaron -20°C hasta
el momento de su andlisis, cuando se tomaron 200 ul del extracto en fase organica y se

mezclaron 200 pl de la fase acuosa.

Figura 3.7. Extractos luego de la centrifugacion a 4.000rpm durante 30 min a 4°C y sobrenadantes

trasvasados.
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Evaluacién del efecto matriz

Para la fortificacion de extractos utilizados para el efecto matriz, los extractos control
de sabalo, obtenidos como se describié previamente, fueron sobreagregados con la
solucién de trabajo de mezcla de farmacos. Para ello, a 90 ul del extracto reconstituido
en fase movil se le agregaron 10 pl de la solucién de trabajo de mezcla de farmacos de
1000, 100 y 10 pg/L, para obtener fortificaciones de 100, 10 y 1 pg/L.

4.4.Determinacion de los compuestos farmacéuticos seleccionados en tejido
de peces.

La concentracion de los compuestos farmacéuticos estudiados en las muestras de
musculo de las especies de peces seleccionadas se realizé utilizando las mezclas de
extraccién que resultaron mas eficientes aplicando los procedimientos mencionados en

las secciones anteriores.

4.5.0btencion y analisis de datos

Los espectros de masa de cada farmaco y de sus patrones de fragmentacién para
determinar los iones precursores e hijos se realizé por adquisicién “on line” utilizando
el programa Xcalibur, versién 2.0.7. Este mismo programa fue utilizado para la
adquisicién de las intensidades ionicas y los tiempos de retencion de cada uno de los
m/z de cuantificacién empleados para cada farmaco presente en las diferentes muestras

analizadas.

La identificacion los farmacos se realiz6 en base al ion de cuantificacion y los tiempos
de retencion obtenidos para cada uno. La cuantificacién se realizé en base a los valores

de cuentas de area bajo los picos cromatograficos de cada farmaco.

Las curvas de calibracion para el método instrumental se construyeron mediante
regresion lineal entre los valores de concentracién y las areas respectivas de patrones
de 1, 10, 100 y 1000 pg/L preparados en metanol luego de substraer el area de los
blancos. En cada caso se obtuvo la pendiente (forzando el origen a cero) y el coeficiente
de correlacién (r?) utilizando el programa Excel. La linealidad se determiné a partir
del mejor coeficiente de correlacién obtenido incluyendo o excluyendo el patrén de
1000 pg/L. del analisis. Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC)
instrumentales se calcularon como 3 y 10 veces la desviacién estandar del patrén mas

baja que dio un area reproducible (ICH, 2005).

La reproducibilidad del método instrumental se expresé6 como el coeficiente de

variacién promedio obtenido de los coeficientes de variacion de cada una de las cuatro
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concentraciones patron mencionadas medidas en los diferentes dia que llevé el estudio.
Cada dia se realizaron al menos tres curvas de calibracién y todas las determinaciones
se realizaron en cuatro dias de equipo. La reproducibilidad de las extracciones y los
analisis de efecto matriz se expresaron como el coeficiente de variacion entre tres

réplicas de un mismo tratamiento.

La eficiencia del método de extraccién se estimé como el porcentaje de recuperacion
calculado a partir del cociente entre el area obtenida en el extracto de una muestra de
musculo fortificada a un nivel de concentracién dado previo a su extracciéon y el area

del patrén correspondiente en metanol.

El efecto matriz sobre la ionizacién de los compuestos estudiados, se estimé como el
cociente entre el area del extracto fortificado a un nivel de concentracion dado y el

area del patrén correspondiente en metanol.

La cuantificacion de las muestras se realiz6 por el método de fortificacién. Para ello,
el extracto de musculo de cada especie obtenido a partir de las mezclas de extraccién
seleccionadas se fortificé como se describié anteriormente y se construyeron las curvas
de calibracién en funcién de la concentracién de fortificacién (1, 10 y 100 pg/L) y el
area obtenida, restando el area obtenida en el mismo extracto sin fortificar. En este
caso se obtuvieron tanto la pendiente como la ordenada al origen y el coeficiente de
correlacion utilizando el programa KExcel. Los limites de deteccion (LDM) y
cuantificacién (LCM) del método se calcularon como 3 y 10 veces la desviacién
estandar del extracto fortificado a la concentracién mas baja que arrojé un area

reproducible.

Los datos de concentracion se expresan como png/Kg (ng/g) de peso humedo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente seccién se resumen los resultados obtenidos del desarrollo del método
instrumental, la optimizacién del método de extraccion y los valores de concentraciéon
de los farmacos estudiados en la muestras de tejido muscular de las especies de peces

seleccionadas y capturadas en el Rio Uruguay.

5.1.M¢étodo instrumental para el andlisis de los farmacos estudiados por
HPLC-MS/MS

En un compromiso entre simetria, ancho de pico y tiempo de corrida, se desarroll6 un
método de elucién en gradiente con un tiempo total de corrida de 10 min, partiendo de
50 % de fase organica (ACN/MeOH) hasta alanzar el 100% a los 8 minutos y luego
volviendo al estado inicial, manteniéndolo asi hasta estabilizar la presién antes de la
inyeccién de la proxima muestra. Las etapas del gradiente y el flujo se muestran en la

tabla Tabla 4.1. La temperatura del horno de la columna se mantuvo a 35°C.

Tabla 4.1. Programa de elucion en gradiente

Tiempo Fase acuosa  Fase organica Flujo
(min) (%) (%) (ml/min)
0 50 50 0,2
1 50 50 0,2
6 100 0,2
8 100 0,2
9 50 50 0,2
10 50 50 0,2

Los principales parametros optimizados de la fuente de ionizacién fueron: el flujo de
gas de nebulizacion a 15 ml/s, el flujo de gas auxiliar a 2 ml/s, el voltaje de ionizacién:
4.9 Kvm, la temperatura del capilar 290°C y el voltaje de la lente del tubo a 55V. Los
iones precursores, los iones hijos, el tiempo de retencion y la energia de colision de cada

uno de los compuestos farmacéuticos estudiados se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Iones parentales, iones de fragmentacion, tiempos de retencion y Energia de colision de los

compuestos estudiados

Compuesto Ion Precursor Energia de Iones hijo  Tiempo de retencion

Colision (min)

(eV)

Atenolol 267 [M+H]* -27 225-190 2,98
Cafeina 195 [M+H]* -29 138 3,91
Carbamazepina 237 [M+H]* -27 194 7,61
Enalapril 377 [M+H]* -22 311-377 5,64
Metformina 130 [M+H]* -24 60-85 2,92
Paracetamol 152 [M+H]* -27 110 3,20
Sildenafil 475 [M+H]* -40 303-234 5,78
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En la Figura 4.1 se muestra, a modo de ejemplo, un cromatograma de un estandar de
100 pg/L de cada uno de los compuestos farmacéuticos estudiados. En el mismo puede
observarse que si bien alguno de los compuestos no se resuelven completamente, los
mismos pueden ser analizados perfectamente debido a que son analizados por canales
diferentes. Los tiempos de retencion obtenidos estan comprendidos entre los 3 a los 8
minutos y el orden de elucion ha sido metformina, paracetamol, cafeina, atenolol,
enalapril, sildenafil y carbamazepina. Los compuestos que generaron mayor
intensidad de iones son el atenolol y la carbamazepina, mientras que el paracetamol y

la cafeina mostraron las peores intensidades y relaciones senal ruido.
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Figura 4.1. Cromatograma representativo de una mezcla de estandares de 100 pg/L. A: Cuenta total de

iones (TIC); B: metformina (m/z 130 —85;); C: paracetamol (m/z 152 — 110;); D: cafeina (m/z 195 —

138; D); E: atenolol (m/z 267 — 225;); F: sildenafil (m/z 475 — 377); G: enalapril (m/z 377 — 303); H:
carbamazepina (m/z 237 — 194;).

En la Tabla 4.3 se muestran los datos de area promedio y desvios estandares obtenidos

para los patrones de diferente concentracién utilizados para la construcciéon de las
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curvas de calibracion. También se muestran la precisiéon expresada como el coeficiente
de variacién, el rango lineal, el coeficiente de correlacion, los limites de deteccion y

cuantificacién obtenidos.

Tabla 4.3. Curvas de calibracion de estandares y parametros descriptores del método
instrumental.(ppb=pg/L; pendiente=abundancia relativa.L/ pg)

Atenolol
Estandar (ppb) Area + o
1 812 + 2.056 CV: 15% LD (ppb): 1,1
10 58.099 =+ 18.023  Linealidad (ppb):  0-1000  LC (ppb): 3.8
100 494.000 = 139.326  rx 0,999
1000 2.377.346 = 401.879  Pendiente: 2636,8

Cafeina
Estandar (ppb) Area! * o
1 ND CV: 6% LD (ppb): 2,7
10 4.113 = 1.871  Linealidad (ppb):  0-1000  LC (ppb): 8.8
100 22.126 =+ 2.804 r% 0,998
1000 164.020 + 41.439  Pendiente: 113.1

Carbamazepina
Estandar (ppb) Area * o
1 1.913 + 1.215  CV: 14% LD (ppb): 0,4
10 69.013 =+ 19.304  Linealidad (ppb):  0-1000  LC (ppb): 1,2
100 534.125 =+ 64.432 12 0,999
1000 5.995.585 * 1.332.701  Pendiente: 5989.,2

Enalapril
Estandar (ppb) Area * o
1 ND CV: 22% LD (ppb): 0,5
10 13.333 £ 2.960  Linealidad (ppb):  0-1000  LC (ppb): 1,7
100 131.525 + 34.244 1% 0,999
1000 890.070 = 179.681  Pendiente: 603.,9

Metformina
Estandar (ppb) Area + o
1 ND CV: 20% LD (ppb): 2,3
10 18.680 =+ 4.591  Linealidad (ppb): 0-100  LC (ppb): 7.8
100 164.809 + 28.023 1% 0,999
1000 882.140 = 125.363  Pendiente: 1304.,7

Paracetamol
Estandar (ppb) Area + o
1 ND CV: 11% LD (ppb): 3.5
10 4414 = 5.869  Linealidad (ppb):  0-1000  LC (ppb): 11,7
100 11.201 2980 rx 0,998
1000 95.386 =+ 12.552 Pendiente: 85,8

Sildenafil
Estéandar (ppb) Area + o
1 ND CV: 12% LD (ppb): 0,5
10 2.249 = 790  Linealidad (ppb):  0-1000  LC (ppb): 1,7
100 8.389 =+ 2.825 % 0,999
1000 75.933 =+ 23.765 Pendiente: 260,6

y
1 Area promedio inter-dias (para areas individuales y graficos de curvas de calibracién ver Anexos
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De la tabla anterior se observa que el intervalo lineal obtenido estuvo comprendido
entre 0 y 1000 pg/L para todos los compuestos con un coeficiente de correlacion mayor
al coeficiente de correlacion critico de r=0,950, para un N=4 y a=0,05, excepto para
metformina que saturé la senal mas alla de 100 pg/L. Los coeficientes de variacién
inter-diarios estuvieron comprendidos entre 6 y 22% mostrando una precision
aceptable. Los limites de detecciéon (LD) y cuantificacién (LC) se hallaron entre 0,4 -
3,5 pg/L (ng/g) v 1,2 — 11,7 pg/L (ng/g), respectivamente

La comparaciéon del método cromatografico con otros hallados en la bibliografia
resulta complejo debido a las diferentes columnas, solventes, modificadores vy
gradientes utilizados, pero para el orden de elucién del atenolol, cafeina y
carbamazepina, se encuentra una concordancia con el trabajo de Ramirez et al. (2007)
et al 2007 exceptuando el atenolol y la cafeina que eluyen invertidos. Por otro lado, el
orden de elucién para paracetamol, cafeina, atenolol y carbamazepina es el mismo que

el reportado por Barron et al. (2008).

En cuanto a los iones parentales y los productos de fragmentacion de los compuestos
estudiados, se observa que los iones de fragmentacion son en general coincidentes con
los documentados en la bibliografia, a excepcién del ion hijo del parental del atenolol
(m/z 267) que no coinciden con el reportado por Ramirez et al. (2007), en el cual se
identific6 el m/z 145 en lugar del m/z 225 como en el presente trabajo. En este sentido
es sabido que las diferentes geometrias de las celdas y diferencias en las energias de

colisién pueden brindar fragmentos diferentes de un equipo a otro.

Los limites de detecciéon instrumentales suelen no ser publicados. Afortunadamente,
en el trabajo de Ramirez et al. (2007) fueron reportados tanto los limites
instrumentales de deteccion como el de cuantificacién, siendo respectivamente: 0,48 y
1,42 para el paracetamol, 0,34 y 1.15 para la cafeina y 0,03 y 0,54 para la
carbamazepina. Tales limites estuvieron en el mismo orden que los hallados en el
presente trabajo, a excepcion de los de la carbamazepina que fueron casi un orden mas
bajo. Sin embargo podemos considerar los limites instrumentales obtenidos como

satisfactorios.

5.2.Eficiencia de las mezclas de extraccion

Los resultados obtenidos de los ensayos de recuperacién para las mezclas de extracciéon
estudiadas se muestran en la Tabla 4.4. Como puede observarse, las mezclas de
extracciéon correspondientes a acetonitrilo-metanol y acetato de etilo-acetona
presentaron los porcentajes de recuperaciéon mas elevados respecto a las otras mezclas

de extraccion, principalmente en lo que refiere a la cafeina, carbamazepina y enalapril.
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Tabla 4.4. Recuperaciones obtenidas a partir de las diferentes mezclas de extraccion (ppb=pg/Kg)

Atenolol Cafeina Carbamazepina Enalapril Metformina Paracetamol Sildenafil
Acetato de Etilo-Metanol
- Sobreagregado 100 ppb
Area promedio 18.477  23.256 2.326.999 363.738 0 0 1.923
CVv! 43% 68% 80% 60% --- --- 41%
Recuperacién_min 2.6% 55% 188% 160% 0% 0% 16%
Recuperacién_max 4,9% 155% 678% 393% 0% 0% 30%
- Sobreagregado 1000 ppb
Area promedio 10.376  20.144 1.851.328 267.829 0 4.142 1.375
CvV 11% 24% 55% 32% --- 39% 35%
Recuperacién_min 0,4% 9,3% 19% 23% 0% 3.1% 1,2%
Recuperacién_max 0,5% 13% 43% 37% 0% 5,6% 2,0%
Acetato de etilo-Acetona
- Sobreagregado 100 ppb
Area promedio 6.060 5.757 308.889  54.437 0 0 304
CvV 30% 13% 26% 3% --- --- 20%
Recuperacién_min 0,9% 22% 47% 40% 0% 0% 2.8%
Recuperacién_max 1,4% 29% 74% 42% 0% 0% 4,2%
- Sobreagregado 1000 pphb
Area promedio 57.190 45.662 3.589.373 525.295 56.759 8.024 1.500
CV 19% 9,1% 33% 15% 22% 3,4% 59%
Recuperacién_min 1,6% 22% 48% 52% 7,.3% 8.1% 0,9%
Recuperacién_max 2.5% 26% 87% 68% 4,9% 8.7% 2.7%
Acetona-Metanol
- Sobreagregado 100 ppb
Area promedio 0  4.577 355.024  29.529 0 208.224 502
CvV --- 46% 42% 89% --- 54% 52%
Recuperacién_min 0% 4,4% 43% 10% 0% 701% 2.4%
Recuperacién_max 0% 23% 82% 45% 0% 2652% 8.2%
- Sobreagregado 1000 ppb
Area promedio 15.871  21.069 2.901.128 405.086 0 6.189 5.401
CV 29% 30% 26% 21% --- 31% 61%
Recuperacién_min 0,5% 8,3% 39% 39% 0% 0,0% 3,6%
Recuperacién_max 0,8% 13% 57% 52% 0% 4,1% 9,2%
Acetonitrilo-Metanol
- Sobreagregado 100 ppb
Area promedio 9.531 9.331 843.965 114.911 0 0 2.174
CV 55% 64.% 26% 56% --- --- 82%
Recuperacién_min 0,8% 22% 123% 49% 0% 0% 11%
Recuperacién_max 2,9% 73% 180% 142% 0% 0% 49%
- Sobreagregado 1000 ppb
Area promedio 19.032 21.801 2.805.643 255.585 82.929 3.711 7.398
CV 30% 17% 46% 36% 27% 15% 3.0%
Recuperacién_min 0,8% 12% 34% 23% 7,1% 3,9% 8,3%
Recuperacién_max 1,1% 15% 7% 44% 12% 4,7% 8,7%
Acido acético-Metanol
- Sobreagregado 100 ppb
Area promedio 18.970 13.283 1.624.932 171.212 0 4.033 4.087
CV 10% 5% 11% % --- 58% 15%
Recuperacién_min 1% 10% -13% 23% 0% 19% 6,8%
Recuperacién_max 1% 15% 52% 42% 0% 59% 21%
- Sobreagregado 1000 ppb
Area promedio 24.946 11.078 1.344.790 122.198 0 0 3.173
CV 25% 13% 18% 23% --- --- 14%
Recuperacién_min 0,2% -0,3% -5% -2% 0% 0,0% -0,1%
Recuperacién_max 0,7% 1,0% 4% 4% 0% 0% 0,9%
! Coeficiente de variaciéon de la recuperacién calculado en base a 3 extractos diferentes
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En funcién de los coeficientes de variaciéon, la mezcla de acetato de etilo—acetona
presentd una mejor reproducibilidad con valores entre el 3 y el 33%. Para la mezcla
de acetonitrilo-metanol, la recuperacién promedio de la carbamazepina fue 103%,
para el enalapril 64,5%, para cafeina 30,5%, para sildenafil 19,25% vy 3,2 para
atenolol. En el caso de la mezcla de acetato de etilo-metanol, los mayores valores de
recuperacion los present6 la carbamazepina con un promedio del 64%, seguido del
enalapril con 50,5%, la cafeina con 24,75%, el sildenafil con 2,65% y finalmente el
atenolol con 1,6%. Para la metformina y el paracetamol se obtuvieron valores de
recuperacion sélo para los sobreagregados de 1000 pg/kg, siendo de 9,5% vy 4,3% para
la mezcla de acetonitrilo metanol y 6,1% y 8,4% para la de acetato de etilo - acetona,

respectivamente.

Los valores de recuperaciéon para la carbamazepina, paracetamol, atenolol y cafeina
publicados en el trabajo de Ramirez et al. (2007) estaban comprendidos entre 97 y
82% para las mezclas acetonitrilo-metanol y para acido acético-metanol. A excepcién
del valor obtenido para la carbamazepina, tales valores son sustancialmente mayores
que los obtenidos en el presente trabajo utilizando la mezcla de extraccién acetonitrilo-
metanol. Por otro lado la mezcla de acido acético-metanol arrojé valores muy por
debajo de los hallados por Ramirez et al. (2007). Tal diferencia podria deberse a que al
momento de concentrarse los extractos de 4acido acético-metanol formaban un
precipitado blanco abundante que debia ser filtrado y probablemente arrastrara los

farmacos con él. Tal inconveniente de la mezcla de extraccion no fue reportado por

Ramirez et al. (2007).

5.3.Efecto matriz, reproducibilidad y sensibilidad del método

Los resultados del analisis del efecto matriz, la reproducibilidad y la sensibilidad del

método se muestran en la Tabla 4.5.

Los valores de supresién ionica obtenidos han sido muy variables dependiendo del
compuesto. En promedio, la mezcla de extraccion de acetato de etilo—acetona indujo
un menor efecto matriz que la mezcla de acetonitrilo-metanol. En la primera, los
valores oscilaron entre el 18 y el 100%. Los compuestos que menos supresién iénica
presentaron fueron el enalapril (21,2 %), la cafeina (40,5) y la carbamazepina (50,5%),
mientras que el paracetamol fue el compuesto mas afectado con un 100% de supresion.
Estos resultados indicarian que los bajos valores de recuperacién no estarian ligados
tanto a la eficiencia de la extraccidn, sino que estarian explicados principalmente por

la supresion iénica.
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Tabla 4.5. Supresion ionica y limites de deteccion y cuantificacion del método.(a=abundancia
relativa.L/pg; b=abundancia reativa; ppb= pg/L)

. Area extracto . .
Mezcla Area ., Curva calibracién L.
sobreagregado  Supresién Limites

., onc. ,
extraccion estandar sobre extracto
(subst. ctrl.)

(ppb) ) B edio SD% (%) a B LD LC
Atenolol
A itrilo/ 1 6.541 9 26% 100,1% 15,1 8,0 0,998 10,0 334
e e
. . 1% 50 /0
Acetato de 1 6.541 0 ---  100,0% 47,3 22,7 0,999 9,6 32,0
etilo/ 10 28.991 598 25,4% 97,9%
acetona 100 284.331 4.740 17,6% 98,3%
Cafeina
Acetonitrilo/l 288 7 13,3% 97,7% 20,4 50,0 0,991 14,7 49,0
metanol 10 1.124 385 25,0% 65,7%
100 9.328 2.075 27,8% 77,8%
Acetatode 1 288 227 10,8% 21,3% 41,3 124.8 0,998 2,1 7,0
etilo/ 10 1.124 610 10,9% 45,7%
acetona 100 9.328 4.248 3.8% 54,5%
Carbamazepina
Acetonitri]o/l 414 65 22,7% 84,4% 430 1068,0 0,989 234 779
metanol 10 26.749 8.473 25,9% 68,3%
100 429.037 43.867 22,8% 89,8%
Acetatode 1 414 329 20,0% 20,7% 1047 217,5 0,999 0.9 2,9
etilo/ 10 26.749 11.960 26,6% 55,3%
acetona 100 429.037 104.813 22,1% 75,6%
Enalapril
Acetonitrilo/ 417 0 --- 100,0% 291 -976,0 0,992 234 779
metanol 10 4.313 90 40,1% 97,9%
100 57.187 28.251 14,0% 50,6%
Acetatode 1 417 22 20,0% 24,6% 471 -559.6 0,999 5,5 18,5
etilo/ 10 4.313 3.416 25,2% 20,8%
acetona 100 57.187 46.699 27.1% 18,3%
Metformina
A itrilo/ 4.449 283 33,3% 93,6% 36,2 195,0 0,993 6.4 21.2
m‘;i‘;‘;“” 10 10.216 716 84%  93.0%
100 130.723 3.798 17,7% 97,1%
Acetato de 1 4.449 185 11,5% 95,8% 67,3 64,4 0,999 3,2 10,5
etilo/ 10 10.216 750  9,4% 92,7%
acetona 100 130.723 6.790 22,3% 94.,8%
Paracetamol
Acetonitrilo/ ! T 0 = 100,0% o o o o o
metanol 10 1.725 0 --- 100,0%
100 7.755 0 --- 100,0%
Acetatode 1 744 0 ---100,0% --- --- --- --- ---
etilo/ 10 1.725 0 - 100,0%
acetona 100 7.755 0 ---100,0%
Sildenafil
Acetonitrilo/l 365 36 10,8% 90,1% 2,9 21,1 0,988 13,9 46,2
metanol 10 2.963 60 17,3% 98,0%
100 25.073 308 22,4% 98.,8%
Acetato de 1 365 50 20,0% 86,3% 7.6 17,2 0,997 3,2 10,5
etilo/ 10 2.963 85 21,0% 97.1%
acetona 100 25.073 778 19,9% 96,9%
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El efecto matriz observado en el presente estudio fue muy superior al reportado por
Ramirez et al. (2007) en el cual oscilaron entre -12% y +8%. La influencia de la matriz
sobre la ionizacion en fuentes de tipo electroespray es bien conocida y ha sido discutida
por varios autores (Huerta et al., 2012). Efectos marcados como los observados en el
presente estudio han sido descriptos en otros trabajos (Schliisener and Bester, 2005)
donde se proponen como alternativas la utilizacién de patrones internos, fortificado
de las muestras o dilucién isotépica. Es importante resaltar que estos métodos
compensan el efecto matriz pero no lo reducen y por consiguiente ello redunda en una

pérdida de sensibilidad con el consecuente aumento de los limites de deteccion.

Dado que los patrones internos suelen comportarse de forma diferente que los
compuesto analizados y que no se cuenta con patrones isotépicamente marcados de
todos los analitos estudiados, se ha optado por el método de fortificado. En la Figura
4.2 se muestra un cromatograma representativo de una muestra sobreagregada con un
patrén de 100 pg/L de cada farmaco. Si bien de esta manera se ha logrado cuantificar
los farmacos de manera confiable, en el futuro se requerira optimizar una técnica de
“clean up” del extracto y/o extender el tiempo de corrida cromatografica a fin de
reducir la co-elucion de varios compuestos y asi reducir los limites de deteccion.
Alternativamente se podra evaluar una metodologia de extraccién alternativa que

genere un extracto mas “limpio”.

En cuanto a la reproducibilidad del método fue aceptable con un valor promedio de
desviaciéon estandar de 20,1%. Los limites de detecciéon y cuantificacion del método
obtenidos mediante fortificacion indican que a partir de las extracciones con la mezcla
de acetato de etilo-acetona se obtienen limites mas bajos. Los valores oscilaron entre
0,9-9,6 v 2,9-32,0 pg/Kg (ng/g), siendo la carbamazepina y el atenolol el mas y menos
sensible, respectivamente. Para el paracetamol no se obtuvo un limite debido a la
completa supresion iénica observada para este compuesto. En comparacién con los
limites de deteccion del método presentado por Ramirez et al. (2007) para la
carbamazepina (0,54 ng/), el atenolol (1,48 ng/g), la cafeina (3,93 ng/g) se observa que
los valores se encuentran practicamente en el mismo orden. Estos limites son, sin
embargo, bastante mas elevados que los obtenidos mediante métodos mas sofisticados
que utilizan extraccion liquida presurizada (PLE) seguida de “clean-up” con alimina

y cromatografia de permeacién en gel (Huerta et al., 2013).
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Figura 4.2. Cromatograma representativo de un extracto de masculo de sabalo fortificado con 100 pg/L
de solucion compuesta de los patrones de los farmacos estudiados. El orden de los compuestos es el

mismo que el de la Figura 4.1.

5.4.Determinacion de atenolol, carbamazepina, cafeina, sildenafil, enalapril
y metformina en muestras ambientales

Las concentraciones de los farmacos estudiados en las muestras de misculo de las
especies de peces Parano-Platenses de interés comercial y para el consumo obtenidas
en el Bajo Uruguay se muestran en la Tabla 4.6. De la misma se desprende que los
limites de deteccion obtenidos con la mezcla de acetonitrilo-metanol no son lo
suficiente sensibles para detectar los farmacos estudiados en el musculo de las especies
seleccionadas arrojando valores de ocurrencia muy bajos (maxima 33%) y no
permitiendo en ningin caso cuantificar. Por otro lado, la sensibilidad obtenida con la
mezcla de acetato de etilo-acetona ha permitido un porcentaje mayor de detecciéon
(maxima 100%) y en varios casos cuantificar las concentraciones de los farmacos en el

musculo de las especies estudiadas.
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Atenolol fue el farmaco que mostré las concentraciones mas elevadas, con valores
mayores a 100 pg/Kg (ng/g) junto a una alta detectabilidad presentando al menos un
valor en cada especie. En el caso de la carbamazepina, se ha detectado en todas las
muestras pero los niveles fueron cuantificables s6lo en una especie, el dorado a niveles
de 56 ng/Kg (ng/g). La metformina es el fairmaco que sigue en niveles de concentraciéon
y detectabilidad, seguida por el sildenafil y la cafeina. Pese a no ser el farmaco con
mayores limites de deteccion, el enalapril ha sido el Gnico farmaco que no pudo ser

detectado a partir de ninguna de las mezclas de extraccién utilizadas.

Tabla 4.6. Concentraciones (ng/Kg) de los farmacos estudiados en los masculos de las especies de peces
Parano-Platenses de importancia pesquera y para el consumo seleccionados.

Acetonitrilo-Metanol Acetato de etilo-Acetona
Muestra compuesta Muestra compuesta
1 2 3  Media DS Det 1 2 3 Media DS Det

Atenolol 33% 191,6 44,0 83%

Bagre Amarillo DNC ND ND 206,2 160,3 DNC 183,3 324

Boga ND DNC ND --- --- ND ND 1349 1349

Dorado ND ND DNC --- --- 254,8 256,0 204,5 2384 29,4

Sabalo ND DNC ND --- --- 313,0 394 276,7 209,7 148.,6
Cafeina 8% 155 22  33%

Bagre Amarillo ND ND ND - --- 159 9.1 26,0 17,0 8,5

Boga ND ND ND --- --- ND ND 13,9 13,9

Dorado DNC ND ND ND ND ND

Sabalo ND ND ND -—- --- ND ND ND ---
Carbamazepina 17% 56,0 --- 100%

Bagre Amarillo ND ND ND DNC DNC DNC

Boga ND ND ND - --- DNC DNC DNC ---

Dorado ND ND ND - --- 6,0 151,9 10,2 56,0

Sabalo ND DNC DNC - --- DNC DNC DNC ---
Enalapril 0% 0%

Bagre Amarillo ND ND ND - e ND ND ND ---

Boga ND ND ND --- --- ND ND ND ---

Dorado ND ND ND --- --- ND ND ND ---

Sabalo ND ND ND --- --- ND ND ND ---
Metformina 0% 278 69 6%

Bagre Amarillo ND ND ND --- --- 17,9 40,0 44.8 34,3 14,3

Boga ND ND ND --- --- ND ND ND ---

Dorado ND ND ND --- --- ND DNC 28,76 28,8

Sébalo ND ND ND e e 221 23,6 156 205 4.3
Sildenafil 8% 24,4 -—- 42%

Bagre Amarillo ND ND ND DNC ND ND

Boga ND DNC ND --- - ND ND ND ---

Dorado ND ND ND DNC ND ND

Sabalo ND ND ND -—- --- 344 21,7 17,1 24.4 9,0

ND: no detectable, DNC: detectable no cuantificable, DS: desviacién estandar, Det: detectabilidad.
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En cuanto a las diferencias entre especies, no se observaron grandes variaciones en los
valores de concentraciéon presentados para un mismo farmaco. Una excepcion se
observé para la carbamazepina que pareciera presentar una acumulacién preferencial
en el dorado. Ello podria estar vinculado al nivel tréfico que ocupa esta especie, siendo
la dnica ictiéfaga entre las estudiadas. Por otro lado, el bagre amarillo (72%) vy el
sabalo (67%) presentaron la mayor cantidad de farmacos detectables. Luego les siguen
el dorado (50%) y finalmente la boga (28%) que resulté la especie mas “limpia”. En

la Figura 4.3, se muestra un cromatograma representativo de una muestra de bagre

amarillo.
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Figura 4.3. Cromatograma representativo de una muestra de masculos de bagre amarillo extraido con

acetato de etilo-acetona. El orden de los compuestos sigue el descrito en la figura 4.1.
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Para aquellos farmacos que han sido estudiados previamente por otros autores, como
atenolol, cafeina, carbamazepina y enalapril, las concentraciones de carbamazepina
encontradas en este trabajo han sido del mismo orden de magnitud que las halladas en
peces de Espana (Huerta et al., 2013) pero un orden mayor que los hallados en USA
(Ramirez et al., 2007; Ramirez et al., 2009; Wang and Gardinali, 2012), mientras que
este farmaco siempre estuvo por debajo de los limites de deteccion en peces colectados
en Alemania (Subedi et al., 2011; Subedi et al., 2012). Segan los trabajos previos, el

atenolol y cafeina no fueron detectados e ningin pez de Espana y USA.

Para metformina, enalapril y sildenafil no existen datos previos en la literatura. En el
caso de enalapril no se detecté en ninguna de las muestras. Por otro lado las
concentraciones de metformina y sildenafil serian el primer reporte que existe a nivel
internacional. Esta situaciéon resalta la importancia de este trabajo que permiti
detectar los primeros resultados de concentraciones de estos compuestos en musculos

de peces de importancia pesquera y para el consumo en el Rio Uruguay.
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6. CONCLUSIONES

En relacion a la hipétesis planteada en el presente trabajo final, se puede concluir:

e Ninguna de las mezclas de extraccién propuestas en la metodologia planteadas por
Ramirez et al., (2007) reprodujo los resultados presentados por dichos autores y la
mezcla de acetato de etilo-acetona aqui propuesta arrojo los mejores resultados.

e La complejidad de la matriz obtenida de los extractos indujo una elevada supresién
iénica que plantea, a fin de mejorar los limites de deteccion del método utilizado, la
necesidad de desarrollar un método de clean-up y/o un gradiente cromatografico
con tiempos de elucién mas extendidos que reduzcan la co-elucién de compuestos.

e Elmétodo de fortificacion resulté muy 1til para compensar el efecto matriz y lograr
resultados robustos en cuanto a la reproducibilidad y con limites de detecciéon
suficientemente bajos para detectar y cuantificar, a excepcion del paracetamol, la
mayoria de los farmacos estudiados en los musculos de las especies de peces
seleccionadas.

e Se reportan por primera vez valores de concentraciéon de atenolol, cafeina,
carbamazepina y metformina en muestras de musculos de las especies de peces
Parano-Platenses de interés pesquero y de consumo local capturadas en aguas del
Bajo Uruguay. Para el caso de la metformina y sildenafil serian los primeros

reportes de niveles cuantificables de estos farmacos a nivel internacional.
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8. ANEXOS
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8.1.Anexo 1. Valores de areas cromatograficas obtenidas para los estandares

Tabla 4.3. (anexo): Area promedio de los patrones en tres dias diferentes

Atenolol  Cafeina Carbamazepina Enalapril Metformina Paracetamol Sildenafil
Blanco
1 226  1.508 3.990 0 836 578 0
2 126 1.066 4.975 0 736 0 0
3 326  1.287 6.995 0 936 0 0
Standard_1lppb
1 6.767  1.575 5.100 315 6.188 837 340
2 5.767  1.675 3.942 515 4.867 937 415
3 7.767  1.475 4.170 422 4.200 1.037 340
Standard_10ppb
1 17.469  2.553 28.296 2.847 7.223 2.553 1.146
2 40.965  2.268 33.181 5.779 14.880 1.283 4.779
3 29.217 2411 30.739 4.313 11.052 1.918 2.963
Standard_100ppb
1 198.793  8.772 533.000 35.328 111.298 6.220 22.193
2 385.943  11.537 433.026 68.116 151.820 8.811 28.116
3 268.935 10.615 433.018 57.187 131.559 7.947 24.911
Standard_1000ppb
1 2.888.560 85.000 4.268.584 403.693 921.035 73.799 226.704
2 3.430.396 129.344 5.530.584 704.525 821.235 92.282 304.525
3 1.585.821 114.563 5.109.917 604.248 721.435 86.121 250.995
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8.2.Anexo II. Curvas de calibracion de los

estudiados en metanol.
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8.3.Anexo III. Valores de areas analisis de recuperacion.

Tabla 4.4. (Anexo) Areas muestras muasculo fortificadas para estimacion de recuperacion

Atenolol  Cafeina Carbamazepina Enalapril  Metformina Paracetamol Sildenafil
BL 1 12.233 9.946 1.521.709 123.191 0 0 2.916
% 2 14.988  10.463 1.479.732 127.239 0 0 3.104
g 3 15.400  10.983 1.502.916 132.217 0 0 2.851
\8 100 1 19.240 13.699 1.433.381 158.005 0 6.645 3.525
£ 2 16.982 12.595 1.777.939 172.443 0 2.078 4.024
:: 3 20.687 13.555 1.663.475 183.189 0 3.375 4.711
< 1000 1 31.255 12.299 1.224.403 107.171 0 0 2.861
5: 2 18.638 9.857 1.465.176 137.225 0 0 3.486
3 24.378 12.226 1.715.640 163.937 0 0 3.684
BL 1 0 0 54.750 447 0 0 214
2 0 0 35.624 628 0 0 52
= 3 879 0 16.248 215 0 0 34
2 100 1 4.586 6.131 852.727 186.937 0 0 4.235
g 2 4.055 4.890 690.085 164.724 0 0 1.990
8 3 9.951 6.973 997.845 93.073 0 0 1.298
< 1000 1 19.032  21.801 3.539.878 305.217 103.218 3.711 7.398
2 18.160  20.846 2.071.408 205.953 62.640 1.945 3.250
3 27.002  27.052 4.649.607 389.350 66.419 4.501 7.086
BL 1 0 1.836 19.960 250 0 2.757 0
2 0 2.388 18.262 408 0 4.957 0
g 3 0 937 25.938 322 0 5.082 0
% 100 1 0 6.851 250.504 14.770 0 301.285 201
Eﬁ 2 0 2.694 459.544 60.036 0 82.728 690
% 3 0 4.185 673.816 13.780 0 240.660 615
é 1000 1 16.615 16.540 2.366.211 345.696 0 4.300 3.067
2 12.583  25.598 3.436.044 464.476 0 8.163 7.735
3 19.159  21.069 2.901.128 405.086 0 6.103 5.401
BL 1 0 0 16.775 354 0 0 0
o 2 0 0 18.945 444 0 0 0
Q 3 0 0 13.596 746 0 0 0
E 100 1 24.050  34.379 3.635.676 517.136 0 0 2.480
% 2 18.477  23.256 2.326.999 363.738 0 0 1.923
§ 3 12903  12.133 1.018.322 210.340 0 0 1.365
% 1000 1 11.155 16.703 1.135.083 206.420 0 2.988 1.031
H 2 9.596  23.585 2.567.572 329.238 0 5.295 1.718
3 10.376  20.144 1.851.328 267.829 0 4.142 1.375
BL 1 210 0 1.725 0 0 0 0
g 2 304 0 9.314 444 0 0 0
% 3 152 0 6.552 0 0 0 13
ié 100 1 7.335 6.364 402.504 52.788 0 0 357
% 2 2.443 4.919 264.975 54.970 0 0 238
§ 3 4.785 5.987 259.189 55.552 0 0 317
= 1000 1 55.474  47.363 4.277.716 588.644 43.218 8.286 2.262
s 2 58.906  43.960 2.901.030 461.946 62.640 7.762 737
3 38.213  39.119 5.225.547 607.238 64.419 8.138 2.276
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8.4.Anexo IV. Valores de areas cromatograficas obtenidas para los analisis

de efecto matriz

Tabla 4.5 (Anexo) Areas corridas efecto matriz

Acetonitrilo-Metanol

Acetato de etilo-Acetona

1 2 3 1 2 3
Atenolol
0 ppb 145 172 133 0 0 0
1 ppb 100 150 172 0 0 0
10 ppb 362 400 300 445 600 748
100 ppb 2.119 1.184 1.700 4.346 5.700 4.173
Cafeina
0 ppb 15 20 10 30 50 40
1 ppb 19 21 25 248 321 252
10 ppb 311 515 410 660 610 705
100 ppb 1.504 2.665 2.100 4.288  4.402 4.173
Carbamazepina
0 ppb 14.661 16.417 12.904 1.172 991 1.352
1 ppb 12.961 12.627 18.587 1.800 1.500 1.200
10 ppb 20.682 29.971 18.748 16.163 13.926 9.306
100 ppb 71.054 44.529 60.000 90.514 94.526 132.912
Enalapril
0 ppb 0 0 0 28 30 25
1 ppb 0 0 0 50 43 61
10 ppb 75 115 122 3.010  4.445 2.886
100 ppb 31.048 25.454 28.251 45.429 59.993  34.758
Metformina
0 ppb 100 200 300 0 0 0
1 ppb 530 303 660 185 170 201
10 ppb 849 1.000 900 750 878 645
100 ppb 3.498 4.498 3.998 5.227 8.245 6.897
Paracetamol
0 ppb 0 0 99 0 0 302
1 ppb 0 20 51 46 9 123
10 ppb 0 0 48 0 49 0
100 ppb 55 0 0 0 53 0
Sildenafil
0 ppb 13 17 22 0 0 0
1 ppb 50 50 60 50 60 40
10 ppb 90 63 80 73 105 76
100 ppb 377 274 728 952 654
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8.5.Anexo V. Curvas realizadas por fortificacion de los extractos
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