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RESUMO

A descoberta dos medicamentos antidepressivos no final dos anos 50, tornou a
depressao um problema médico passivel de tratamento. Assim sendo, nas ultimas
décadas, a psicofarmacologia da depressao evoluiu muito rapidamente, surgindo novos
farmacos antidepressivos, retratando-se num aumento de 240% no consumo destes.

Contudo, apesar da eficdcia antidepressiva e da semelhante gama de indicagdes,
cada antidepressivo possui propriedades individuais, ndo sé farmacodinamicas como
também farmacocinéticas, resultando num perfil de indicagdes clinicas diferente, assim
como efeitos adversos e inclusivamente interacdes medicamentosas. Além disso, a sua
possivel aquisicdo de forma ilegal, contribui para os problemas de automedicacdo e
aumento do risco de suicidio por parte dos individuos.

Assim sendo, e face aos efeitos colaterais causados por estes medicamentos,
torna-se crucial o desenvolvimento de metodologias analiticas que possibilitem a
identificacdo e quantificacdo destes farmacos em matrizes bioldgicas de uma forma
rapida, simples e econdmica. Neste sentido, surge o presente estudo cujo objetivo
prende-se com a determinacdo de dois antidepressivos de classes diferentes,
nomeadamente a fluoxetina, a clomipramina e os respetivos metabolitos ativos
norfluoxetina e desmetilclomipramina, em amostras de urina. Foram utilizadas duas
técnicas de preparacdo de amostra distintas, a microextra¢do por sorvente empacotado
(MEPS) e o QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), seguidas de analise
por cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detetor de fotodiodos (UHPLC-PDA).

Foram avaliados neste trabalho os fatores que influenciam o desempenho da
MEPS (tipo de sorvente, nimero de ciclos de extracdo, volume de amostra, pH da
amostra, sistema de solventes e volume de elui¢cdo) e do QUEChERS (volume de amostra,
solvente de extracdo, efeito salting out, etapa do clean up). As melhores condi¢es de
extragao por MEPS foram obtidas usando um sorvente Cig como fase estacionaria e 500
puL como volume de amostra de urina com 5 ciclos de extracdo. As andlises dos extratos
obtidos foram efetuadas com recurso a um sistema UHPLC-PDA, utilizando uma coluna
analitica de fase reversa Acquity UPLC® HSS T3. A fase moével utilizada consistiu numa
mistura de acetonitrilo e uma solu¢do aquosa de acido formico a 0,1%, num gradiente de
concentracdo ao longo da separagcdao cromatografica e com um fluxo constante de 250
pL/min. Relativamente a extracdo por QUEChERS as melhores condi¢des foram adquiridas
com 2 mL de amostra de urina e usando acetato de etilo como solvente de extracao. Os
extratos foram igualmente analisados utilizando o mesmo método cromatografico
descrito anteriormente.

A validacdo dos métodos analiticos incluiu o estudo de varios parametros como a
seletividade, linearidade, limiares analiticos, eficiéncia de extracdo, precisao e exatidao.
Os métodos demonstraram ser seletivos para os compostos em estudo, uma vez que nao
foram detetados interferentes apds a analise de amostras brancas de urina, com um
desempenho aceitdvel em termos de linearidade, registando-se coeficientes de
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correlagdo (R?) acima de 0,996. Relativamente aos limites de detecdo, estes mostraram-
se igualmente satisfatérios com valores entre os 0,068 e 0,087 pug/mL para a MEPS, e entre
0,060 e 0,092 ug/mL para o QUEChERS. Quanto aos limites inferiores de quantificacado,
estes corresponderam a concentragdo mais baixa da curva de calibragdo (0,1 pg/mL). A
extracao evidenciou ser eficiente, tendo sido obtidas recuperagdes entre 99,4% e 107,1%
para a MEPS e entre 93,7% e 102,2% para o QUEChERS.

Por ultimo, para avaliar a aplicabilidade dos métodos propostos, foram analisadas
12 amostras provenientes de pacientes em tratamento com os antidepressivos em
estudo. As concentracdes determinadas variaram entre 0,14 e 1,73 pg/mL para a MEPS e
entre 0,13 e 1,58 pug/mL para o QUEChERS, permitindo assim evidenciar a capacidade dos
dois métodos para identificar e quantificar este tipo de substancias.

Os métodos analiticos apresentados demonstraram ser eficientes,
particularmente ao nivel do tempo de andlise, e suficientemente sensiveis para a detecao,
identificagao e quantificagao da fluoxetina, clomipramina e respetivos metabolitos ativos
em amostras de urina. De realcar, também, que a simplicidade das metodologias
propostas torna-as compativeis com a rotina analitica de um laboratério de toxicologia.

Palavras-chave: Antidepressivos, Metabolitos, Urina, MEPS, QUEChERS, UHPLC-PDA.



ABSTRACT

The discovery of antidepressant drugs in the late 50s has rendered depression as
a treatable medical problem. Therefore, in recent decades, psychopharmacology of
depression has evolved very quickly, emerging new antidepressant drugs, reflected in a
240% increase in their consumption.

However, despite of antidepressant effectiveness and similar range of indications,
each antidepressant has particular properties, not only pharmacodynamics but also
pharmacokinetic, resulting in a different clinical indications profile as well as adverse
effects and drug interactions. Furthermore, the illegal acquisition contributes to self-
medication problems and increased risk of suicide among individuals.

Therefore, and considering the side effects caused by these pharmaceutical drugs,
it is essential to develop analytical methodologies that enable the identification and
guantification of these drugs in biological matrices in a quick, simple and economical way.
In this sense, this study aims the determination of two antidepressants from different
classes, namely fluoxetine, clomipramine and their active metabolites, norfluoxetine and
desmethylclomipramine, in urine samples. Two sample preparation techniques were
used, the microextraction by packed sorbents (MEPS) and QUEChERS (quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe) followed by ultra high performance liquid chromatography
with photodiode array detector (UHPLC-PDA) analysis.

Factors that influence the performance of MEPS (type of sorbent material, number
of extraction cycles, sample volume, sample pH, the solvent system and elution volume)
and QUEChERS (sample volume, extraction solvent, salting out effect and clean up step)
were evaluated in this work. The best extraction conditions for MEPS were obtained by
using a Cis sorbent as stationary phase and 500 plL as urine sample volume with five
extraction cycles. The analyses of the obtained extracts were performed by UHPLC-PDA
system, using an Acquity UPLC® HSS T3 reverse-phase analytical column. The mobile
phase contained acetonitrile and formic acid 0.1% in a gradient of concentration along the
chromatographic separation, with a constant flow of 250 pL/min. Regarding to the
QUEChERS extraction, the best conditions were acquired with 2 mL of urine sample and
using ethyl acetate as extraction solvent. The extracts were also analyzed with the same
chromatographic method previously described.

Validation of the analytical methods included the study of selectivity, linearity,
analytical thresholds, precision, accuracy and extraction efficiency. The methods proved
to be selective for the studied compounds, since no interferences were detected after
analysis of blank urine samples, with an acceptable performance in terms of linearity, with
determination coefficients (R?) higher than 0.996. Concerning to the detection limits,
these were equally satisfactory with values ranging between 0.068 and 0.087 ug/mL for
MEPS and between 0.060 and 0.092 ug/mL for QUEChERS. As to the lower quantification
limit this corresponded to the lowest concentration of the standard curve (0.1 pug/mL).



Recoveries obtained were between 99.4% and 107.1% for MEPS and between 93.7% and
102.2% for QUEChERS.

Finally, to evaluate the applicability of the proposed methods, 12 samples from
patients under treatment with these antidepressants were analyzed. The determined
concentrations varied between 0.14 and 1.73 pg/mL for MEPS and between 0.13 and 1.58
ug/mL for QUEChERS, which allowed demonstrate the ability of the method to identify
and quantify this type of substances.

The validated methods described in this work proved to be efficient, rapid and
sensitive in the detection, identification and quantification of fluoxetine, clomipramine
and their active metabolites in urine samples. The simplicity of this assay makes it suitable
for the analytical routine in a toxicology laboratory.

Keywords: Antidepressants, Metabolites, Urine, MEPS, QUEChERS, UHPLC-PDA.
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INTRODUCTION

 Depression is one of the most prevalent psychiatric disorders in our society and epidemiological evidences exist suggesting a substantial incidence increase of the disease in
recent years. Over the last decade, the consumption of drugs used to treat depression has exponentially increased in worldwide. Social disadvantages, economic crisis period
and adverse changes in sacioeconomic status are factors that can propitiate the increase of psychiatric illness cases and consequent increase in the antidepressants drugs

consumption
= Due to the wide variety of antidepressants currently available, this drug class has rapidly gained importance in both clinical and forensic fields. In fact, therapeutic drug

monitaring {TOM) for antidepressant agents is important for quality assurance in preparations and for oblaining optimum therapeutic concentrations, while minimizing the
risk of overdose and adverse effects. On the other hand, the potential abuse of these drugs by the population has contributed to the increase in suicide cases, which has
particular interest in forensic toxicology.

= In this work, a novel sensitive, fast and accurate method based on microextraction by packed sorbent {MEPS) combined with an ultra-high performance liquid

chromatography (UHPLC) coupled to a photodiode array detector (PDA} is proposed for simultaneous determination of fluoxetine and clomipramine and their active
i i in human urine. Important factors affecting the performance of MEPS such as the type of sorbent

and i
material, number of extraction cycles and sample volume were studied.

EXPERIMENTAL

MEPS Analytical Procedure UHPLC-PDA Conditions

Column: ACQUITY UPLCK HSS T3
(100 x 2,1 mm; 1,8 um), particle size)

Column temperature: 30 °C

Flow rate: 250 uL min'

UV detection wavelength: 271 nm; 227 nm; 252 nm
Infection volume: 2 uL

Mobile phase: (A) g0z H,0 {0.1% formic acid);
(B)10% Acetonitrile

550001 el irine sarple

, Qo L= T

]

71

44 'P’\

250l 4O {02 formic acld) -

B HOMEOK

Ve i)

RESULTS

)

“nEER AR rEap acts

i

A o ]

&

Soant

o 3710m, 2370 08 590 o seerbencs dstecin,

CLUSIONS ’

Eleven sorbents wwers tested to investigate the best MEPS performance. Accorcing to the obtaind results, (18 sorbent showed to be ) inusnce of rurbe-of e8] Thee prase

t metabolices.
sed using 5 » 5¢0 L of human urine sample at pH 5.4 and 2 x 100 L ot a methanol and acetonitrile

sohvnt syt used o exvatethe efec o et saberss or 225 perfarmance

iefepr fluoxeting ond o 25 Ui ac

s well a5 the analysis of ol

= E como comunicacdo oral, "Simultaneous determination of antidepressants
and its metabolites in human urine samples: A comparison of MEPS and
QUEChERS methods” apresentada no CQM Annual Meeting na Madeira que
se realizou a 30-31 Janeiro de 2015.




O presente trabalho encontra-se em processo de analise apds submissao para

publicacdo na revista Journal of Chromatography A:

“An improved analytical strategy combining microextraction by packed sorbent combined
with ultra high pressure liquid chromatography for the determination of fluoxetine,
clomipramine and their active metabolites in human urine”.

Vera Alves; Jodo Gongalves; Carlota Fernandes; Helena Teixeira; José S. Camara
Abstract

A powerful and sensitive method, based on a miniaturized extraction technique, the
microextraction by packed sorbent (MEPS), followed by ultra-high performance liquid
chromatography (UHPLC) separation combined with a photodiode array (PDA) detection,
has been developed and validated for the simultaneous determination of fluoxetine and
clomipramine, and their active metabolites in human urine samples. The MEPS variables,
such as sample volume, pH, number of extraction cycles (draw—eject), and desorption
conditions (solvent and solvent volume of elution) that influenced the MEPS performance,
were optimized. The extraction conditions were carried out using a C18 sorbent and small
sample volumes (500 pL) in five extraction cycles and in a short time period (5 min for the
entire sample preparation step).

The spiked urine samples were eluted by 2 x 500 pL of the mixture 80% methanol and
20% acetonitrile, and the separation was carried out on a HSS T3 analytical column (100
mm x 2.1 mm, 1.8 um particle size) using a binary mobile phase composed of aqueous
0.1% formic acid (eluent A) and acetonitrile (eluent B) in the gradient elution mode (10
min of total analysis).

Good linearity was obtained for all antidepressants with the correlation coefficients (R?)
above 0.996. The limits of detection (LOD) for all antidepressants ranged from 0.068 to
0.087 pg mL?! in urine. The recoveries were from 93% to 98%, with relative standard
deviations less than 6%.

On the basis of analytical validation, it is shown that the MEPS/UHPLC—PDA methodology
proves to be an improved, reliable, and ultra-fast approach for antidepressants analysis.

Keywords: Antidepressants; Microextraction by packed sorbent (MEPS), Ultra High
Performance Liquid Chromatography (UHPLC), Human urine samples.
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Introducdo

CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1. DEPRESSAO

Desde a antiguidade que se registam casos de pessoas com alteragdes emocionais
gue se revelaram como transtornos psiquicos. Durante a Grécia antiga, Hipdcrates,
apelidado de "pai da medicina", popularizou a crenga de que a depressao, assim como
todas as outras doencas, era causada por um desequilibrio nos "humores" ou quatro
fluidos corporais (sangue, bilis negra, bilis amarela e fleuma), substancias produzidas pelo
corpo e que acreditavam regular todas as fungdes corporais 1. Atualmente, a depressdo
é ainda considerada como uma das principais formas de manifestacdo do sofrimento
psiquico, uma vez que afeta cerca de 350 milhdes de pessoas a nivel mundial? 3.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a depressdo ou transtorno
depressivo pode ser definido como um transtorno mental comum, caracterizado por
tristeza, perda de interesse ou prazer, diminuicdo da energia, oscilacbes entre
sentimentos de culpa e baixa autoestima, além de distirbios do sono ou do apetite.
Sintomas de ansiedade, sensacdo de cansaco e falta de concentracdo sao, também, muito
comuns num paciente depressivo e ndo sendo tratado pode levar ao aumento da taxa de
morbilidade e mortalidade, devido a eventuais tendéncias suicidas 3.

A depressao manifesta-se de forma diferente de pessoa para pessoa, e em alguns
casos 0s sintomas emocionais sdo mais evidentes, enquanto noutros a doenca se
manifesta mais fisicamente [®l. Esta possui maior incidéncia nas mulheres do que nos
homens, prevendo-se que em 2020, tendo em conta todos os géneros e idades, seja a
segunda principal causa de incapacidade na taxa de doenca global 78,

Esta patologia constitui um importante problema de salde devido a sua
frequéncia, assim como repercussdo a nivel fisico, psicoldgico, social, laboral e até
econdmico (8,

Um paciente depressivo pode ter crises episddicas, recorrentes ou croénicas,
levando a diminuicdo da capacidade do individuo em assegurar, por vezes, as tarefas e
responsabilidades mais simples do dia-a-dia. Os sintomas tendem a persistir durante
longos periodos de tempo, dificultando, significativamente, tanto a nivel pessoal como a

nivel profissional %),
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Esta perturbagdo mental resulta da alteragdo ou disfungdo dos niveis de
neurotransmissores (NT) no hipotalamo, tais como a dopamina (DA), a serotonina (5-HT)
e a noradrenalina (NA). A doenca é apenas diagnosticada clinicamente por observagao
médica, uma vez que ndo existem exames laboratoriais ou imagioldgicos que possam
indiciar a mesma. O diagndstico pode passar despercebido durante muito tempo e evoluir
para estados muito graves e a falta de tratamento adequado pode levar a um nivel crénico
[9, 10].

O tratamento da depressao tem como objetivo eliminar ou reduzir os sintomas, de
modo a minimizar os efeitos adversos. Apds a adesdo ao regime terapéutico ha mais
facilidade em retornar a um nivel de funcionamento pré-morbilidade, evitando assim
episddios adicionais da doenca 1,

Normalmente, este tratamento depressivo é realizado através de medicamentos,
de intervengdes psicoterapéuticas, ou ent3o utilizando a conjugacdo de ambas 2. A
psicoterapia é particularmente atil quando o caso depressivo é mais ligeiro e reativo as
adversidades da vida, podendo ser associada com a administracdo dos medicamentos nos
casos moderados a graves U1,

Os medicamentos usados no tratamento das depressdes sao os antidepressivos
(ADs). Estes medicamentos tém demonstrado eficacia no controlo sintomatico de
determinadas perturbacbes mentais, apresentando-se como um grupo terapéutico
excecionalmente importante no tratamento de transtornos depressivos, de ansiedade, de
panico, obsessivo-compulsivo, alimentares, entre outros 3l Efetivamente, com a
evolucdo da ciéncia e da farmacologia, os ADs sdo cada vez mais eficazes no controlo e
tratamento da depressdo, como resultado, encontram-se entre as classes de

medicamentos mais frequentemente prescritas [& 91,

1.2. HISTORIA E EVOLUGCAO DOS ANTIDEPRESSIVOS

Os ADs sdo farmacos que se encontram inseridos no grupo das substancias
psicotrépicas. Os psicofarmacos ou agentes psicotrépicos sdo substancias quimicas cujo
desenvolvimento, a partir da década de 50, marcou uma das revolugdes terapéuticas na
area da saude mental Bl. Antes de 1950, o tratamento somatico da depress3o consistia

em diferentes terapias. Inicialmente os opidceos e as anfetaminas eram comumente
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usados como ADs devido ao aumento de energia e de atividade, porém, revelaram-se
ineficazes no tratamento da depressao, sendo o seu uso banido mais tarde, devido a sua
natureza viciante e respetivos efeitos colaterais 1% 3. No final dos anos 30, a
eletroconvulsoterapia surgiu como outra opgao ao tratamento depressivo, e apesar de
eficaz, este tipo de terapia era visto na altura como um tratamento perigoso e assustador
(15]

No final da década de 50, surgem entdo os primeiros farmacos ADs, a imipramina
e a iproniazida, de familias farmacoldgicas distintas: os antidepressivos triciclicos (TCA) e
os inibidores da monoamina-oxidase (IMAOQ), respetivamente 16 171 A sua descoberta
acidental, no decurso de estudos de outras patologias como a tuberculose ou a
esquizofrenia, e a utilizacdo na pratica clinica foram um passo determinante no
tratamento depressivo, uma vez que comegou a ser possivel tratar os doentes e o
transtorno mental passou a ser encarado como uma patologia tratavel (18],

Nos anos seguintes a descoberta inicial, despoletou-se um grande interesse no
desenvolvimento da terapia farmacoldgica, consistindo a investigacdo clinica no elucidar
de algumas anomalias bioldgicas da depressdo, em encontrar outras aplicacdes dos ADs,
nomeadamente no tratamento de outros transtornos e no desenvolvimento de outros
ADs com estrutura quimica semelhante a da imipramina e da iproniazida [ %1,

Contudo, e apesar da eficacia e dos grandes avangos no tratamento de doentes
depressivos, estes farmacos apresentavam efeitos colaterais indesejaveis causados pela
inespecificidade da sua acdo farmacolégica, sendo potencialmente letais em casos de
sobredosagem [® 19 Posto isto, no inicio dos anos 80, fatores como os efeitos
secundarios, as interacdes medicamentosas e a toxicidade dos mesmos, associados a um
grande avanco no conhecimento do sistema nervoso central, conduziram a grande
revolucdo na sintese e formulagdo de novos farmacos ADs.

Os novos ADs surgem, entdo, nas ultimas décadas (Figura 1) apresentando novas
classes de ADs, aparentemente mais seguras e com melhor tolerancia. A classificacdo dos
ADs, assim como os diferentes tipos de mecanismos de acdo, serdo abordados mais a

frente neste trabalho.
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- Criagdo do termo - Desenvolvimento das fenotiazinas. - Sintese e uso clinico de ADs
“Psicofarmacologia”. - Descoberta dos efeitos de dupla agdo (NA e 5-HT)

- Utilizagdo de anfetaminas e antidepressivos da iproniazida em com menos efeitos colaterais,
opiadceos no tratamento pacientes tuberculosos. os ISRSN.

depressivo. - - Sintese de outros' IMAO. . - Investigacgo das

-Usoda terap|-a ) - Sintese e uso da |m|p|:am|naede propriedades analgésicas.
electroconvulsiva na depressao. outros TCA na depressdo.

1900 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2005
- Ampliagdo do uso clinico de TCA, como a - Desenvolvimento e uso clinico dos ISRS,
amitriptilina. como a fluoxetina, sertralina e citalopram.
- Hipétese da catecolamina na depressdo - Aplicagdo dos ADs noutros distdrbios,
(discuss3o e investigacdo). como os transtornos de ansiedade.

- Aumento da prescricdo de ADs como

- Grandes avangos no conhecimento e nas técnicas R
tratamento de primeira linha.

utilizadas para o estudo do sistema nervoso.

Abreviaturas: ADs — antidepressivos; IMAQO — inibidor da monoamina-oxidase; NA — noradrenalina; 5-HT— serotonina;
ISRSN —inibidor da recaptagdo de serotonina e noradrenalina; ISRS — inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina; TCA —
antidepressivo triciclico.
Figura 1. Visdo geral sobre o desenvolvimento e evolugdo dos ADs durante o século XX. (Adaptado
de [28)),

As novas classes de ADs apresentam diferentes estruturas quimicas, assim como
mecanismos de acao distintos, contudo, todas tém como finalidade influenciar a
concentracdo dos NT na fenda sinaptica 29,

Assim sendo, diversos tipos de ADs foram surgindo desde os finais dos anos 80,
com menores efeitos secunddrios, maior seguranca no caso de sobredosagem e maior
tolerabilidade. Porém, importa referir que tanto do ponto de vista tedrico como pratico a
eficidcia dos tratamentos disponiveis ainda é relativamente baixa. Embora os resultados
da busca por uma terapia antidepressiva eficaz e rdpida ainda ndo sejam totalmente
satisfatorios, a investigacdo neste dominio contribuiu imensamente para o
desenvolvimento da neurociéncia, devido as varias tentativas em formular as diversas

teorias sobre a ac3o do farmaco antidepressivo 21,
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1.3. CONSUMO DE ANTIDEPRESSIVOS EM PORTUGAL

Segundo a Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P.
(INFARMED) e outras organizagdes internacionais, o consumo de ADs em Portugal tem
vindo a aumentar de forma exponencial [& 22,

Na Figura 2, podemos verificar a evolugdo da utilizacdo de psicofarmacos em
Portugal entre 2000 e 2012 em todos os subgrupos, sendo mais evidente nos ADs e
antipsicéticos, expressa através da dose diaria definida (DDD) por 1000 habitantes/dia. A
DDD corresponde a dose média diaria de manutencdo do fdrmaco, em adultos, para a sua
indicagao principal, por uma determinada via de administragao e expressa em quantidade

de principio ativo 123,

Evolucao dos Medicamentos Psicofarmacos entre 2000 e 2012

—@— Ansioliticos/sedativos e Hipnoticos —@— Antidepressivos —@— Antipsicoticos
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Figura 2. Evolucdo dos Medicamentos Psicofarmacos (DDD por 1000 habitantes dia), por
subgrupo Terapéutico entre 2000 e 2012 (adaptado de [%%)).

O aumento dos niveis de utilizacdo dos ADs em Portugal pode dever-se a uma
utilizacdo mais prolongada, muitas vezes para além do indicado, a novos utilizadores
devido a maior acessibilidade aos medicamentos, ou ainda a introducdo de novas
indica¢®es terapéuticas para as quais estes farmacos n3o s3o os mais aconselhados (23,

Se as tendéncias da transicdo demografica e epidemioldgica se mantiverem,

prevé-se que a carga da depressdao representard, em 2020, 5,7% da carga total de

doencas, tornando-se a segunda maior causa de anos de vida perdidos por incapacidade

[8, 23] .
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1.4. CLASSIFICAGAO DOS ANTIDEPRESSIVOS

A descoberta dos ADs no final dos anos 50 e a sua utilizagdo na pratica clinica,
permitiu um avango no tratamento e na compreensao dos mecanismos subjacentes aos
transtornos depressivos 4 251, A depressdo tornou-se, assim, um problema médico
passivel de tratamento, semelhante a outras doencas, como a diabetes e a hipertensao
arterial (18],

Assim, tornou-se fundamental criar um sistema de classificacdao que facilitasse a
pratica clinica na escolha do antidepressivo mais adequado, havendo, atualmente, pelo
menos 35 ADs diferentes disponiveis em todo o mundo, apesar da sua disponibilidade nos
mercados variar de pais para pais 261,

Os ADs podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica ou as suas
propriedades farmacoldgicas. Relativamente a estrutura, temos os ADs heterociclicos
(triciclicos e tetraciclicos), os quais possuem uma estrutura ciclica derivada do anel
benzénico e os ADs cuja estrutura possui um grupo amina secunddria ou terciaria.
Contudo, devido a grande variedade de novos ADs, e uma vez que estes ndo compartilham
estruturas comuns, a classificacdo baseada na estrutura tem sido cada vez menos
utilizada, sendo preferencialmente classificados em funcdo da acdo farmacoldgica,
tornando-se mais Util na pratica clinica [*8],

Assim, apresenta-se uma classificacdo que divide este tipo de psicofarmacos em
trés categorias principais, baseando-se no mecanismo de acdao mais provavel: inibidores
da recaptacdo dos NT pela membrana sinaptica, inibidores do metabolismo enzimatico
dos NT e antagonistas dos recetores das aminas biogénicas. Dentro de cada categoria, os

ADs s3o ainda subdivididos de acordo com o seu grau de seletividade (Figura 3.) (27 28],
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ISRS Ex. Fluoxgtlna e
sertralina
Ex. Desipramina e
LEN Maprotilina
Inibidores da recaptacgdo de Seletivos
aminas Ex. Venlafaxina
ISRSN
Nao Seletivos
Ex. Clomipramina e
Imipramina
Seletivos
ISRND
Ex. Bupropiona
IMAO? Ex. F.er'1elzma'\ e
. ) Tranilcipromina
Inibidores do metabolismo |
enzimatico \
IMAOP Ex. Moclobemida
N3ao Seletivos Ex.
SR Trazodona
Antagonistas de recetores H 5-HT,,, ISRS LELERL RS
Nefazodona
Nao Seletivos Ex.
>HTan 5-HT20 Mirtazapina

Abreviaturas: IMAO? — inibidores da monoamina-oxidase irreversiveis e ndo seletivos; IMAOP — inibidores da monoamina-
oxidase reversiveis e seletivos; ISRS — inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina; ISRN — inibidores seletivos da
recaptacdo de noradrenalina; ISRSN — inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina e noradrenalina; ISRND — inibidores
seletivos da recaptagdo de noradrenalina e dopamina; 5-HT,x — Antagonista do recetor 5-HT,a; 5-HT2a, ISRS — Antagonista do
recetor 5-HT>, e inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina; 5-HT,a, 5-HT,, oz — Antagonista combinado dos recetores 5-
HTZA, 5-HT2C, ;.

Figura 3. Classificacdo dos ADs segundo 0 mecanismo de acdo mais provavel. (Adaptado de [?8)),

A vantagem desta classificacdo é que permite que as semelhancas e as diferencas
entre os diferentes ADs sejam realcadas e fornece uma estrutura organizada, facilitando

o trabalho do clinico e/ ou investigador na adi¢do de novas classes de ADs [28],
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1.4.1. Inibidores Seletivos da Recaptacao de Aminas

Nos inibidores da recaptagdo de aminas, incluem-se os ADs cuja agdo
farmacoldgica incide sobre NT especificos, como é o caso dos inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina (ISRS).

Os ISRS inibem, de forma potente e seletiva, a recaptacdo de 5-HT, resultando na
potencializacdo da neurotransmissdo serotoninérgica (8], Apesar de compartilharem o
mesmo mecanismo de a¢ao, os ISRS apresentam estruturas distintas, com diferencas
significativas nos perfis farmacodinamico e farmacocinético.

O poder inibitdrio da recaptagdo da 5-HT é variado; contudo, a afinidade para com
outras monoaminas, como a DA e a NA, é geralmente muito baixa [*8l. Assim sendo,
surgem outras classes de ADs na mesma categoria dos inibidores que possuem uma maior
afinidade para os outros NT, mais precisamente os inibidores seletivos da recaptacado de
noradrenalina (ISRN), os inibidores seletivos da recapta¢ao de serotonina e noradrenalina
(ISRSN) e os inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina e dopamina (ISRND).

Os ISRS estao indicados para o tratamento de diversos tipos de transtornos, tais
como depressivos, obsessivo-compulsivos, alimentares e transtorno do panico, mas
também sdo prescritos em casos de neuropatia diabética, dor de cabeca tensional crdnica,
entre outras patologias .. Quando comparados com os TCA (classificacdo baseada na
estrutura), os ISRS tém menos efeitos adversos e menos interacdes medicamentosas e
geralmente apresentam, para além disto, uma melhor tolerancia, com eficacia

antidepressiva aproximadamente equivalente 2%,

1.4.2. Inibidores da Monoamina-Oxidase

Na categoria dos inibidores do metabolismo enzimatico, encontram-se os IMAO.
Os IMAO promovem o aumento da disponibilidade de 5-HT através da inibicdo da enzima
monoamina oxidase (MAOQ). Esta é responsavel pela metabolizacdo da 5-HT e de outros
NT catecolaminérgicos, tais como, NA, DA e adrenalina. Havendo uma reducdo da
atividade da MAO, produz-se um aumento da concentracdo destes NT nos locais de
armazenamento no SNC e no sistema nervoso simpético (18 39,

Apesar de muito eficazes e de ainda serem utilizados no tratamento das sindromes

depressivas e fobia social, estes farmacos apresentam efeitos adversos indesejaveis
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causados pela inespecificidade da sua agao farmacoldgica, sendo potencialmente letais

em casos de sobredosagem ou de interacdo medicamentosa 3% 32],

1.4.3. Antagonistas dos Recetores Monoaminérgicos

Na terceira categoria estdo inseridos os ADs, cuja a¢ao farmacoldgica desencadeia
um efeito antagonista nos recetores monoaminérgicos.

Uma vez que este tipo de ADs ndo se carateriza como ISRS, como IMAO, nem
apresentam uma estrutura triciclica, sio denominados de antidepressivos atipicos ©!. Esta
classe de ADs tem como funcdo efetuar a ligacdo aos recetores neurolédgicos, sem os
ativar, impedindo assim os NT que o ativariam, de se ligar 3],

Alguns destes atipicos aumentam a transmissdo noradrenérgica, através do
antagonismo de recetores a; (pré-sindpticos) no SNC, ao mesmo tempo que modulam a
funcdo central da 5-HT, por interacdo com os recetores 5-HT2a e 5-HT2c, como é o caso da
Mirtazapina [l Esta classe de ADs estd indicada no tratamento da depressdo em adultos,
associada ou n3o a estados de ansiedade 3%, Contudo, apresentam diversos efeitos
adversos e interacdes medicamentosas, e apesar de eficientes para o tratamento dos
estados depressivos, demoram varios dias para fazer efeito e devem ser tomados por um

longo periodo de tempo [©l.

1.5. ANTIDEPRESSIVOS SELECIONADOS PARA A REALIZAGAO DESTE TRABALHO

Para este trabalho, seleciondmos dois ADs para estudo, a fluoxetina e a
clomipramina e o0s respetivos metabolitos ativos, a norfluoxetina e a
desmetilclomipramina. Esta escolha teve em conta os diferentes mecanismos de acao de
cada um dos farmacos, assim como o facto de serem dois dos mais prescritos na Casa de
Saude S. Jodo de Deus do Funchal (ISID).

Serdo abordadas, de seguida, algumas propriedades a nivel fisico-quimico destes
ADs, assim como os mecanismos de acdo envolvidos nestes farmacos, as propriedades
farmacocinéticas e efeitos adversos causados pelos mesmos.

De modo a evitar problemas na quantificacdo, que podem estar relacionados com
reagdes secundarias, com impurezas ou degradagdes na sua estrutura durante a aplicagao

do método analitico, é importante conhecer as propriedades fisico-quimicas dos analitos
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em estudo 3. A maioria dos farmacos psicotrdpicos apresenta propriedades quimicas
semelhantes, como a hidrofobicidade, peso molecular relativo e a basicidade 31,

Por outro lado, dado que a dosagem e a resposta a um farmaco varia de individuo
para individuo, é igualmente importante conhecer algumas das suas propriedades

farmacodinamicas e farmacocinéticas e respetivos efeitos adversos 371,

1.5.1. Fluoxetina

A Fluoxetina (FLX) foi descrita cientificamente, pela primeira vez, em 1974, pela
empresa farmacéutica Eli Lilly, como um ISRS 138 3%, Popularmente conhecida pelo seu
nome comercial Prozac®, a FLX foi o segundo ISRS a ser descoberto, contrariamente ao
gue se pensava. Apesar de se encontrar comercializada hd mais de quatro décadas, é um
dos ADs mais prescritos em todo o mundo e é um dos poucos ADs aprovados para uso em
criancas e adolescentes 38 40411,

Atualmente, a FLX é usada, essencialmente, no tratamento de episddios
depressivos, na perturbacdo obsessivo-compulsiva, nos casos de bulimia nervosa, assim

como alguns disturbios alimentares e ataques de panico 4244,

1.5.1.1. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A FLX é administrada como uma mistura racémica dos enantiémeros R- e S- (Figura
4). Ambos os isomeros sado de atividade farmacoldgica equivalente e possuem um centro
quiral; no entanto, o enantiomero R- é eliminado mais rapidamente e é menos potente
na inibicdo da recaptacdo de 5-HT do que o enantidmero S-. Apesar disso, ndo foram
encontrados beneficios reais para a sua introducdo na terapéutica, como agente

antidepressivo [4% 461,

2o e L

R-fluoxetina S-fluoxetina

Figura 4. Estrutura quimica dos enantiémeros da FLX.
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Nos humanos a FLX é metabolizada no metabolito quiral e ativo, a norfluoxetina
(NORFLX), cujo efeito antidepressivo é principalmente exercido pelo enantiomero S-, tdo
potente quanto a FLX [47.48],

Relativamente a estrutura, ambas as moléculas apresentam dois anéis benzénicos,
separados por um grupo éter, e um grupo hidrocarboneto halogenado composto por trés
atomos de fluor. As diferencas entre elas decorrem da substituicdo no atomo de
hidrogénio, tendo a FLX um grupo amina secundaria, enquanto que a NORFLX possui um

grupo amina primaria (Figura 5).

FF
F
Antidepressivo R1 R2
(o]
FLX -CHs -H
NORFLX -H -H
~
Ri \RZ

Figura 5. Estrutura quimica da FLX e NORFLX.

Segue-se uma tabela que resume as principais caracteristicas fisico-quimicas da

FLX e NORFLX.

Tabela 1. Algumas Propriedades Fisico-Quimicas da FLX e NORFLX (49,

Propriedades Fisico-

.. FLX S-NORFLX
Quimicas
CAS* 54910-89-3 126924-38-7
N-metil-3-fenil-3-[4- 3-fenil-3-[4-
Nome IUPAC (trifluorometil)fenoxi]propan- (trifluorometil)fenoxi]propan-
1-amina 1l-amina
Massa Molecular 309,33 295,30
(8/mol)
Férmula molecular C17H18F3NO Ci6H16F3NO
Ponto de Fusao (°C) 179-182 -
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Ponto de Ebulicao
(°C)

Solubilidade em

égua (mg/ mL) 50a25°C -
Constante de

Dissociagdo (pKa) 9,80 9,77
Coeficiente de 405 15

particdo (logP)
* CAS — Chemical Abstracts Service

1.5.1.2. FARMACODINAMICA E FARMACOCINETICA

A farmacodinamica estuda a forma como o farmaco atua no organismo,
particularmente ao nivel do cérebro, no caso dos ADs. A atividade terapéutica dos ISRS,
como ja foi referido, faz-se sobretudo através da inibi¢do da recaptagdo de 5-HT 9,

A FLX, tal como os restantes ADs pertencentes a classe dos ISRS, é administrada ao
paciente com o objetivo de restaurar os niveis de 5-HT na fenda sinaptica. O seu
mecanismo de acdo passa pela ligacdo ao transportador de recaptacdo de 5-HT, evitando,
assim, a reabsor¢do e subsequente degradacao deste NT monoaminérgico. O bloqueio,
por sua vez, conduz a acumulacdo de 5-HT nos terminais axdnicos, regulando, assim, a

concentracdo de 5-HT para dentro do intervalo normal % (Figura 6).

nerve terminal

5-HT1B
autoreceptor

mitochondria

e,

5-HT
re-uptake
transporter

synaptic '
cleft 5-HT receptor

Figura 6. Mecanismo de a¢3o dos SSRI (adaptado de %),
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Para além de atuar na inibicdo da 5-HT, a FLX também inibe, embora com menor
afinidade, a recaptac3o de NA e atua sobre os recetores 5-HTac. E ainda controverso se a
FLX atua ao nivel destes recetores como agonista ou antagonista, porém, as evidéncias
mais recentes apontam para o efeito antagonista %321, A NORFLX, por sua vez, também
partilha a capacidade de bloquear o transportador de 5-HT, sendo ligeiramente mais
potente que a FLX 48521,

Apesar de todos os ISRS compartilharem o principal mecanismo de acdo, sdo
estruturalmente distintos, fazendo com que apresentem perfis farmacocinéticos diversos
(18]

A farmacocinética estuda a forma como o organismo atua sobre os farmacos,
nomeadamente o nivel da absorcdo destes, da sua distribuicdo sistémica, da sua
metabolizacdo e excrecdo 9. Assim, a FLX é quase totalmente absorvida apds a
administrac3o oral, apresentando uma biodisponibilidade superior a 72% 3. No entanto,
a sua disponibilidade sistémica é reduzida devido ao metabolismo de primeira passagem
no figado 4.

Em consequéncia do seu caracter lipofilico, a FLX apresenta um elevado volume
de distribuicdo (20-45 L/kg), o que indica acumulagdo extensiva nos tecidos e elevada
percentagem de ligacdo proteica (94,5% as proteinas do soro humano, incluindo albumina
e a-1-glicoproteina) > 53, As concentracdes plasmaticas maximas ocorrem dentro de 6-8
horas apds uma Unica administracdo oral de uma dose de 40 mg >,

Todos os ISRS apresentam alta ligacao proteica. No entanto, a FLX é das Unicas que
apresenta um metabolito com atividade clinica significativa, a NORFLX [*8], obtida através
da sua extensiva metabolizacdo no figado, por isoenzimas do sistema citocromo P450
(CYP450). Este sistema tem por objetivo converter os farmacos em compostos que sdo
libertados na circulacdo e assim, apds passar pela parede intestinal e pelo figado, o
farmaco passa a existir sob a forma natural, mas também sob a forma biotransformada
(561

A NORFLX, o principal metaboltito ativo, é formada por N-desmetilagdo da FLX
através da isoenzima CYP2D6 7). Varios estudos indicam que o papel da CYP2D6 na

biotransformagdo de ambos os enantiémeros da FLX pode ser clinicamente importante,
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uma vez que existe, entre individuos, uma grande variabilidade genética na fun¢do desta

enzima 78], Posteriormente, a FLX e a NORFLX sofrem reacdes de glucuronidagdo 4> >°]

ﬁo*

Fluoxetina \
\\\\L
CYP2D6 Outros Metabolitos
HO CYP2C9

Glucuronido de Fluoxetina
..
[ )

.' Norfluoxetina
.. °
b4 HO
(]
()

P\ on

Excrecdo renal Glucuronido de Norfluoxetina

(Figura 7).

I

Aproximadamente 80 % da dose .
é excretada na urina o
V.....

Figura 7. Representacdo esquematica do metabolismo da FLX.

A atividade da NORFLX como ISRS contribui para a longa duracdo da a¢do da FLX.
Tanto a FLX como a NORFLX tém tempos de semi-vida (t1/2) que variam entre 1 a 6 dias e
entre 5 e 6 dias, respetivamente 52,

A principal via de eliminacdo é, em grande parte, através do metabolismo
oxidativo e conjugacdo no sistema hepdtico para metabolitos inativos que sdo depois
excretados pelos rins 5> %% Cerca de 11% da dose é excretada na urina na forma
inalterada ou como conjugado glucuronido e cerca de 7% como NORFLX 52 %91 QO
enantiomero S- é eliminado mais lentamente e é o enantidmero predominante presente
em steady-state [,

Com uma dose didria constante, a concentracdo plasmatica de steady-state é

atingida apods varias semanas de tratamento. Apds a interrupgao, tanto a FLX como a
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NORFLX sdo eliminadas do organismo muito lentamente, o que implica alguns cuidados
por parte do clinico, se decidir administrar um antidepressivo diferente ou até mesmo
outro tipo de farmaco P°l. Além disso, a cinética da FLX é n3o linear, indicada pelo

aumento desproporcional das concentracdes no sangue associado a doses elevadas [¢9,

1.5.1.3. EFEITOS ADVERSOS E INTERACOES MEDICAMENTOSAS

Como qualquer outro farmaco, a FLX também apresenta efeitos secundarios que
podem variar de pessoa para pessoa. Alguns dos efeitos adversos mais comuns incluem
boca seca, nduseas, anorexia, tonturas, ansiedade, sonoléncia, insénia, diarreia, disfungao
sexual e dor de cabeca [>> %9, Os efeitos secundérios ocorrem geralmente nas primeiras
duas semanas de tratamento e sdo menos graves e frequentes do que os observados com
os TCA 531,

Os casos de sobredosagem da FLX tém, habitualmente, um curso ligeiro. Os
sintomas de incluem nauseas, vodmitos, convulsdes, disfuncao cardiovascular variando de
arritmias assintomaticas a paragem cardiaca, disfuncdo pulmonar e sinais de estado
alterado do SNC, podendo ir desde excitacdo até mesmo ao coma. Segundo o INFARMED
poucas foram as mortes atribuidas a sobredosagens com FLX, no entanto é recomendada
a monitorizac3o cardiaca e dos sinais vitais do paciente nestes casos 34,

No controlo da sobredosagem, deve considerar-se a possibilidade do
envolvimento de outros farmacos 4. A seletividade do mecanismo de a¢3o dos ISRS pode
esclarecer a atenuacdo dos efeitos colaterais, quando comparado com os TCA, porém
pode aumentar o risco de interacdo com outras substancias que possam afetar a
transmissdo serotoninérgica, levando ao desencadeamento do sindrome serotoninérgico,
condicdo que pode, potencialmente, colocar em risco a vida do doente 2, Estes farmacos
sdo, também, utilizados como substancias de abuso e a gravidade do sindrome
serotoninérgico e o risco de falhas cardiacas s30 muitas vezes subestimados 37), Deste
modo, deve ser evitado o uso concomitante de doses terapéuticas de outros ISRS, e de

outras substancias que também possam afetar os niveis de 5-HT, como TCA, IMAO e litio

(341
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1.5.2. Clomipramina

A clomipramina (CLP) foi desenvolvida nos anos 60, como derivado clorado da
imipramina (62, Esta é popularmente conhecida pelo seu nome comercial Anafranil®, um
TCA com um amplo espetro clinico, usado no transtorno depressivo major, casos de
panico e no transtorno obsessivo-compulsivo 4> 81, 0s TCA também s3o conhecidos como
analgésicos eficazes para diferentes tipos de dor, especialmente a dor neuropdtica ou
nevralgica %],

Apesar da introducdo das novas drogas atipicas tais como as do grupo ISRS, a CLP

ainda é o composto de referéncia para o tratamento destas desordens psiquiatricas [©4,

1.5.2.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Apesar da classificagdo baseada na estrutura ser cada vez menos utilizada, devido
a introducdo de novos ADs que ndo compartilharam estruturas comuns, a designagao de
TCA, continua a ser amplamente usada neste tipo de ADs.

Os TCA sao estruturalmente semelhantes as fenotiazinas, possuindo trés anéis
benzénicos, com um substituinte alquilo amina no anel central 53!,

Nos humanos, a CLP sofre uma desmetilacdo, formando a N-
desmetilclomipramina (DESCLP), o seu metabolito ativo. As diferencas estruturais entre
ambas as moléculas, decorre da substituicdo de um dos radicais metilo tendo a CLP um
grupo amina tercidria, enquanto que a DESCLP apresenta na sua constituicdo um grupo

amina secunddria (Figura 8).

O O Antidepressivo R1 R2
N

CLP -CHs -CHs

N DESCLP -H -CHs

Figura 8. Estrutura quimica da CLP e da DESCLP.
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Segue-se uma tabela que resume as principais caracteristicas fisico-quimicas da

CLP e DESCLP.

Tabela 2. Algumas propriedades fisico-quimicas da CLP e DESCLP [4% >,

Propriedades Fisico-Quimicas CLP DESCLP
CAS* 303-49-1 303-48-0
3- (3-cloro-10,11-di-hidro-5H - >.c10r0-10,11-dihidro-
. . . N-metil-5H-dibenzo
Nome IUPAC dibenzo [b, f] azepin-5-il) - N, N

[b,f] azepin-5-

-dimetilpropan-1-amina .
propanamina

Massa Molecular (g/mol) 314,85 300,83
Férmula molecular C19H23CIN2 CigH21CIN;
Ponto de Fusao (°C) 191,5-192 -

Ponto de Ebuligao (°C) - 439,5
Solubilidade em agua (mg/ L) 0,294 0,00933
Constante(gi aD)issociag;ﬁo 9,2 10,02

Coeficiente de partigao (logP) 5,19 4,5

1.5.2.2. FARMACODINAMICA E FARMACOCINETICA

O mecanismo de acdo comum a todos os TCA, é o bloqueio da recaptacao das

monoaminas, NA e 5-HT. A CLP, sendo uma amina terciaria, inibe, preferencialmente, a

recaptacdo de 5-HT, enquanto que os TCA que possuem uma amina secundaria na sua

constituicdo, como a DESCLP, tém maior afinidade para com a NA B3],

A ligacdo aos recetores de 5-HT e NA impede a recaptacdo dessas monoaminas na

fenda sindptica e a sua subsequente degradacdo. Este bloqueio, por sua vez, conduz a

acumulacdo de 5-HT e de NA nas sinapses e a concentracdo dos NT retorna para niveis

normais > (Figura 9). A CLP também tem um amplo espetro de acdo farmacoldgica,

incluindo a anticolinérgica, propriedades anti-histaminicas e anti-serotoninérgicas .

47



Introducao

acetylcholine
5-HT
noradrenaline
2 histamine
= tricyclic antidepressant

nerve terminal

mitochondria

5-HT & noradrenaline

re-uptake re-uptake
transporter transporter acetate
+ choline

histamine
rSe‘?eTmor receptor muscarinic
i acetylcholine

adrenergic receptor

synaptic receptor
cleft

Figura 9. Mecanismo de ac3o dos TCA (adaptado de ).

Relativamente a absorcdo, a CLP é bem absorvida a partir do trato gastrointestinal
apo6s administragdao oral. Devido ao grande metabolismo de primeira passagem, a
biodisponibilidade é de aproximadamente 50% por via oral, ndo sendo afetada pelos
alimentos %),

As concentragbes plasmaticas atingem o pico maximo 2-6 horas, apds a
administracdo de uma dose Unica de 50 mg e tal como outros TCA, as concentracdes
plasmaticas da CLP mostram grandes variagdes inter-individuais, em parte devido a
diferencas genéticas no metabolismo da CLP. Em média, as concentracdes plasmaticas em
steady-state sdo alcancadas 1-2 semanas apds a administracdo oral de doses multiplas 51,
No entanto, estas concentracdes podem ser afetadas pelo tabaco, o qual provoca uma
diminui¢do das mesmas, o que n3o acontece com a DESCLP 1531,

Devido a elevada lipossolubilidade, a CLP apresenta um grande volume de
distribuicdo no fluido cerebrospinal, ao nivel cerebral e no leite materno (9-25 L/kg),
ligando-se fortemente as proteinas plasmaticas (97-98%), principalmente a albumina 151,

Tal como acontece com outros TCA, a CLP sofre biotransformacdo consideravel
antes da excreg¢ao, sendo a sua principal via de metabolismo de primeira passagem
hepatica a desmetilacdo por varias enzimas do sistema citocromo P450, dando origem ao

metabolito ativo, a DESCLP 4> 661 A DESCLP é um forte inibidor da recaptacdo da NA; no
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entanto, em comparag¢dao com o farmaco original, esta é um fraco inibidor da recaptac¢ao
de 5-HT [67. 88 posteriormente, tanto o farmaco precursor como o metabolito ativo,
sofrem uma hidroxilagao catalisada pela isoenzima CYP2D6, formando novos metabolitos
farmacologicamente menos ativos, apesar de se apresentarem em concentragdes
bastante eminentes % 70 Estes compostos hidroxilados s3o, depois, inativados por

glucuronidacdo, sendo em seguida excretados na urina (Figura 10) 3,
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Figura 10. Representac3o esquemdtica do metabolismo da CLP (adaptado de 1*°)

O t1/; de eliminacdo é de cerca de 24 horas para a CLP e de 96 horas para a DESCLP

7
podendo variar, substancialmente, com diferentes doses, devido ao metabolismo, sendo
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principalmente excretada na urina (51-60%) e nas fezes por eliminac3o biliar (24-32%) 5>

67] .

1.5.2.3. EFEITOS ADVERSOS E INTERACOES MEDICAMENTOSAS

Apesar da sua atividade benéfica, os TCA causam vdrios efeitos adversos.
Infelizmente, esta classe de ADs também bloqueia os recetores histaminicos, colinérgicos
e al-adrenérgicos 7Y, variando os sintomas interindividualmente, devido a fatores como
a quantidade de farmaco absorvido, idade do paciente e tempo decorrido desde a
ingestdo do farmaco. A maioria desses efeitos esta relacionada com a sua atividade
anticolinérgica, podendo ser letal em casos de doses excessivas 72 731, Alguns dos efeitos
adversos da CLP incluem: tonturas, visdo turva, taquicardia, boca seca, obstipacao,
insdnia, hipotensdo e hipertens3o arterial e disfuncdo sexual 3739,

Os casos de overdose com os TCA sdo graves e potencialmente fatais, sendo que
as manifestacdes criticas de overdose incluem arritmias cardiacas, acidose metabdlica,
hipotensdo severa, convulsGes e depressdio do SNC, incluindo coma, podendo
desencadear depressdo respiratdria e, consequentemente, levar @ morte do individuo 15>
73]

Estes medicamentos sdao frequentemente prescritos em inUmeras combinagdes,
levando a mais possiveis interagdes medicamentosas, enquanto que a dose é amplamente
baseada em tentativa e erro 7. A CLP pode interagir com uma variedade de farmacos,
incluindo os IMAOQ, agentes antiarritmicos, ISRS, agentes serotoninérgicos e outros TCA,

0s quais deve ser evitada a administracio em simultaneo %1,

1.6. MONITORIZAGCAO TERAPEUTICA DE FARMACOS

A monitoriza¢do terapéutica medicamentosa (TDM) é um ramo da quimica e da
farmacologia clinica especializada na medicdo das concentragdes das drogas terapéuticas
no organismo 7>, A TDM, é portanto, descrita como a pratica clinica que visa medir as
concentracGes dos medicamentos e que usa principios farmacocinéticos e
farmacodinamicos em amostras bioldgicas (normalmente soro ou plasma), numa
tentativa de otimizar o tratamento terapéutico do doente, limitar os efeitos toxicos do

farmaco e na individualizacdo da posologia 7679,
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Geralmente, os farmacos monitorizados sdo os que apresentam intervalos
terapéuticos bem estabelecidos, ou seja, a maioria dos pacientes que apresenta
concentragdes plasmaticas dentro deste intervalo fixo, tem as suas desordens bioldgicas
mantidas sob controlo e os efeitos adversos aceitdveis. Contudo, a aplicacdo clinica da
TDM tem sido igualmente indicada em situagdes onde a eficicia do medicamento é
guestionada, nomeadamente nos casos em que o0 paciente exibe toxicidade,
provavelmente relacionada com o farmaco, quando ha suspeita de ndo adesdo do
paciente ao regime de dosagem estabelecido, nas situa¢des de interacGes de farmacos,
nas patologias associadas, em situacdoes de mudancas na formulacdo, ou ainda quando a
condic3o do paciente é refratdria ao regime de dosagem convencional 80 81,

A monitorizacdo é realizada no laboratério, onde o pardmetro a avaliar e a
interpretacdo adequada, irdo influenciar diretamente os procedimentos de prescri¢ao, no
entanto e apesar das vantagens associadas, o seu uso na pratica clinica esta longe de ser
considerado 6timo (821,

Entre as diversas categorias de fdrmacos, o uso da TDM tem sido estabelecido de
forma particularmente bem-sucedida para os ADs. Esta permite uma supervisao ideal do
regime farmacoldgico do paciente evitando, assim, complicacdes médicas, intoxicacdo e
auséncia de resposta ou de descumprimento (&I,

Existem estudos sobre a relagdo entre a concentracao plasmatica e os efeitos
clinicos que permitem estabelecer a gama terapéutica recomendada 4 8], No entanto,
como ja foi referido, as concentracdes plasmaticas 6timas podem diferir amplamente dos
intervalos estabelecidos, dependendo das caracteristicas clinicas de cada doente [82],

No ambito da monitorizacdo dos farmacos em estudo do presente trabalho, é
essencial estabelecer as respetivas doses terapéuticas, toxicas e letais (Tabela 3).
Relativamente aos TCA, a TDM tem sido estabelecida de forma bem sucedida, devido ao
facto desta classe de ADs responder aos requisitos necessarios para a sua monitorizagao,
requisitos esses que incluem um indice terapéutico estreito e a determinacdo prévia da
relacdo entre a concentra¢do plasmatica e a resposta terapéutica (89,

Contrariamente aos TCA, os ISRS ndo carecem de monitorizacdo terapéutica
regular, pois sdo mais seguros e eficazes e apresentam um intervalo terapéutico mais
amplo e uma relagcdo concentracdo plasmatica — resposta antidepressiva ndo linear.

Porém, a determinacdo da FLX em fluidos bioldgicos é necessaria na TDM do farmaco, no

52



Introducdo

desenvolvimento da nova formulagdo, assim como em analise forense e toxicoldgica e,
muitas vezes, pode ajudar a determinar se o paciente esta a responder ao farmaco em
questdo &7,

Na Tabela 3 encontram-se representados os valores de dose terapéutica, téxica e

letal para os ADs em estudo.

Tabela 3. Doses terapéuticas, dose toxica e dose letal de FLX e NORFLX em sangue 3788
89]

Dose Terapéutica® Dose Toxica Dose Letal
Antidepressivo
(ng/mL) (ng/mL)® (ng/mL)*
FLX 0,12-0,50 1,5-2,0 >6
NORFLX 0,15-0,50 0,4 0,9-5,0
CLP 0,175-0,45 0,4-0,6 1-2
DESCLP 0,15-0,55 0,6 -0,8 1-2

@ concentracdo terapéutica durante o steady-state.

b concentracdes no plasma/soro que produzem efeitos colaterais/ sintomas relevantes ao nivel tdxico e
clinico.

¢ concentragdes no plasma/soro em casos fatais reportados.

Segundo Paracelso (1493-1541), “Todas as substancias sdo venenos; ndo ha
nenhuma que ndo seja veneno. Somente a dose certa diferencia um veneno de um
remédio” 7 %0 Embora nos dias de hoje a definicdo de tdxico seja mais complexa, o
conceito proposto por Paracelso permanece atual, onde ndo podemos esquecer que

todas as substancias se podem tornar tdxicas, abrangendo também as que habitualmente

s3o assumidas como alimentos ou medicamentos 11,

1.7. IMPORTANCIA MEDICO-LEGAL DO ESTUDO DE ANTIDEPRESSIVOS

A presenca ou auséncia de um farmaco antidepressivo, pode ser um elemento
fundamental na determinacdo da causa de morte de um individuo, ou na explicacdo do
comportamento de um individuo em situagdes a serem investigadas pelas entidades
competentes.

O uso irracional de medicamentos tornou-se um problema relevante em todo o

mundo, estimando-se que metade dos medicamentos disponiveis sdao inadequadamente
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prescritos, dispensados ou vendidos, e que metade de todos os pacientes ndo toma
adequadamente os seus medicamentos. A automedicacdo, os erros na dosagem, a
confusdao do medicamento e medicamentos ao alcance das criangas sdo alguns dos fatores
gue contribuem para o aumento das intoxicacdes medicamentosas acidentais. Por outro
lado, fendmenos como o abuso, a subutilizagdo ou o excesso de administracdo de
farmacos conduzem a um desperdicio de recursos, relativos ao tratamento de uma
patologia e a um perigo generalizado para a salde publica [89-91].

Posto isto, surge o contexto deste trabalho, na elucida¢do de uma técnica validada
gue permita fazer um controlo mais rigoroso dos niveis de determinados farmacos,
nomeadamente de ADs, em fluidos biolégicos. Deste modo, podera ser exequivel
acompanhar o avanco tecnoldgico e aplicar a metodologia desenvolvida tanto em
contexto clinico, como por exemplo no monitoramento biolégico, como em contexto

forense no caso das intoxicagoes.
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Determinagao de Antidepressivos em Matrizes Bioldgicas

CAPITULO Il - DETERMINACAO DE ANTIDEPRESSIVOS EM MATRIZES
BIOLOGICAS

2.1. MATRIZES BIOLOGICAS

A selecdo da matriz biolégica desempenha um papel fundamental na toxicologia
forense e clinica. Atualmente existe uma grande variedade de amostras utilizadas na
toxicologia, tais como tecidos, 6rgdos colhidos nas autdpsias, fluidos bioldgicos (de
caddveres ou de vivos), cabelo, entre outras, para a detegao e quantificagdo de analitos
[921_ Compete ao toxicologista selecionar, entre as amostras bioldgicas disponiveis, a mais
adequada para andlise, conforme a especificidade do caso e o tipo de andlise pretendida,
assim como tendo em conta os procedimentos de andlise e os recursos disponiveis 3,

As matrizes bioldgicas normalmente utilizadas para analise de ADs com interesse
clinico e forense sdo urina, sangue ou plasma, saliva, cabelo e, nos casos post-mortem,
qualquer tecido ou fluido é considerado adequado para a andlise especifica solicitada 4.

O sangue é a matriz de elei¢do quando se pretende relacionar as concentracdes
do farmaco com os efeitos farmacoldgicos [°°l. Apresenta-se como uma das poucas
amostras que podem ser colhidas em individuos vivos e, geralmente, é a matriz escolhida
para a detecdo, identificacdo, quantificacdo e interpretacdo dos resultados toxicolégicos
[%6] Nos casos post-mortem, o sangue total é mais usado para a pesquisa de substancias
desconhecidas, ao passo que o sangue periférico femoral sdo mais utilizados na
quantificacdo das substancias confirmadas 7.

A preferéncia por esta matriz deriva do facto de ser um fluido biolégico que é
distribuido por todo o corpo, de tal modo que as substancias presentes nesta matriz
podem exercer a sua acao sobre uma vasta gama de érgdos. Apesar de ser facil a sua
obtencdo, ndo deixa de ser invasivo, tornando-se desconfortavel para os pacientes.

A urina é outra matriz que pode ser colhida tanto em individuos vivos como em
cadaveres. Devido a filtracdo renal, a urina apresenta baixo teor proteico e lipidico,
tornando-se uma matriz menos complexa que o plasma ou soro ou outras matrizes
bioldgicas 81,

A andlise desta matriz pode ser efetuada com o objetivo de obter informacgao
acerca das concentra¢des de metabolitos, de vias metabdlicas, erros no metabolismo,

efeitos dos medicamentos e monitorizacdo da dosagem terapéutica, exposicao a quimicos
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de fontes exdgenas, consumo de drogas, controlo de doping, etc 771, Geralmente, a urina
é a amostra de eleicdo na monitorizacdo bioldgica e, principalmente, a segunda matriz
preferida para andlise toxicoldgica (rastreio de drogas de abuso e/ou medicamentos),
devido a facilidade de colheita, volume disponivel e a presenca de um elevado nimero de
produtos provenientes das vias metabdlicas enddgenas ou exégenas 37-%%1, Além disso, as
concentragdes dos farmacos sdo relativamente altas e podem permanecer por muito mais
tempo na urina do que no sangue, uma vez que a urina pode conter a substancia alvo em
conjunto com os metabolitos do diagndstico e os compostos excretados podem ser
concentrados pelos rins 77981,

O facto de ser constituida por cerca de 99 % de agua e desprovida de lipidos e
outras macromoléculas enddgenas, facilita a preparacdo da amostra e reduz,
significativamente, a presenca de possiveis interferéncias, quando sao utilizadas técnicas
cromatograficas ou imunoensaios.

Outras matrizes alternativas, como o cabelo 1%, 3 saliva [19% e alguns érgdos 1102

tém, também, sido usadas em toxicologia na analise de farmacos, como os ADs.

2.2. TECNICAS DE EXTRACAO

A andlise cromatografica de fdrmacos ou de outras substancias em amostras
bioldgicas como sangue, urina, saliva, etc., requer um pré-tratamento da amostra, devido
a complexidade da prépria matriz, uma vez que contém, normalmente, proteinas, sais,
acidos, bases e varios compostos organicos que podem ser semelhantes ao analito de
interesse. Além disso, nem sempre podem ser analisadas diretamente, devido a sua
incompatibilidade com os sistemas cromatograficos e muitos dos compostos a analisar se
encontrarem em concentrac¢des vestigiais [103 1041,

Assim sendo, a preparacdao de amostra tem como objetivo a obtencdo do
composto de interesse numa determinada forma e concentragdo, que possa ser
rapidamente introduzida e separada no sistema cromatografico, a eliminacdo do maior
nlimero possivel de compostos interferentes e, por ultimo, fornecer um método robusto
e reprodutivel, que seja independente das variagdes na matriz da amostra [105 106],
Representa, portanto, um passo crucial no processo analitico, que influencia a fiabilidade

e precisdo dos resultados, com dete¢do adequada e um tempo de andlise razoavel (104 107],
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Diversas técnicas de extracdo tém sido empregues para a remogao de compostos
interferentes e pré-concentracao dos analitos. Estas técnicas podem ser divididas em
técnicas de preparagao de amostra convencionais (mais utilizadas em analises de rotina),
onde se inclui a extracdo liquido-liquido (LLE), a extracdo em fase sélida (SPE) e a
precipitacdo de proteinas (PPT) e em técnicas de preparacdao de amostra modernizadas,
minimizando o consumo de amostra e de solvente e aumentando a especificidade e
seletividade da extracdo em comparac3o as técnicas tradicionais 19,

Portanto, a escolha da técnica de preparacdio da amostra deve ser
cuidadosamente considerada, tendo em conta alguns requisitos analiticos, incluindo a
complexidade da matriz, a separagdao cromatografica, a polaridade dos analitos alvo e a
necessidade de alto rendimento (197, 108],

Varios métodos tém sido publicados para a extracdo de ADs em diferentes
matrizes bioldgicas, sendo as técnicas de preparacdao de amostra usualmente usadas a LLE
(109, 110] o 3 SPE 1111131 No entanto, a introdu¢do de técnicas miniaturizadas como a
microextracdo em fase sélida (SPME) 46 114 '3 microextracdo por sorvente empacotado
(MEPS) [101, 115, 1161 o mais recentemente, o QUEChERS (quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe) 1171, tém também sido aplicadas nos ultimos tempos, sendo reportadas
com sucesso na extracdo de diversos farmacos incluindo ADs, em matrizes bioldgicas
como plasma, urina e saliva.

De seguida serdo abordadas algumas das técnicas anteriormente referidas para

uma melhor compreensao das mesmas.

2.2.1. Extragdo Liquido — Liquido (LLE)

A LLE ou extracdo por solventes é uma técnica utilizada para separar, concentrar e
purificar compostos organicos existentes numa fase liquida. Baseia-se na distribuicdo de
uma substancia entre duas fases imisciveis colocadas em contato, onde numa das fases o
analito se encontra dissolvido (fase aquosa, amostra bioldgica) e a outra é um solvente
organico (solvente extrator) (118 119 Os compostos mais hidrofilicos tém maior afinidade
pela fase aquosa polar, enquanto que os compostos mais hidrofébicos serdo encontrados,

principalmente, no solvente organico 127,
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2.2.1.1. Extracao de antidepressivos por LLE

Devido ao carater basico dos ADs, as amostras sdo inicialmente alcalinizadas com
solucoes de NaOH, NH40OH ou com solug¢des tampdo, de forma a alcancar valores de pH
superiores a 8,5. A gama de polaridade dos analitos incluidos no método analitico, bem
como da matriz bioldgica, determina a escolha do solvente orgénico 1% O uso de
solugbes tampao facilita a transferéncia dos analitos para a fase organica, uma vez que o
elevado teor de sais diminui a solubilidade destes farmacos na matriz bioldgica.

Malfard et al. (2007)1%! determinaram, simultaneamente, 10 ADs em amostras de
plasma para fins de monitorizacdo terapéutica, tendo aplicado, com sucesso, na analise
de amostras reais. A extracdo foi efetuada com uma mistura de hexano/ alcool isoamilico
(99:1, v/v) apresentando percentagens de recuperagdo razoaveis, exceto para um dos ADs
analisados. Castaing et al. (2007)*?! gplicaram uma abordagem semelhante para a
guantificacdo de 8 ADs e 5 metabolitos ativos em amostras de sangue. Apesar da
metodologia descrita ter permitido uma identificacdo e quantificacdo especifica, alguns
dos ADs analisados ndo obtiveram boas percentagens de recuperagao.

Embora a LLE seja uma técnica relativamente simples e oferecer reprodutibilidade,
é um procedimento demorado e laborioso, especialmente quando esta é aplicada na
extracdo e pré-concentracdo dos analitos nas analises toxicoldgicas. A tendéncia para
formacdo de emulsGes entre as fases, a possibilidade de contaminacdo e a perda dos
analitos durante o processo s3ao algumas das desvantagens da LLE. Além disso, requer
grandes quantidades de amostra e de solventes tdxicos de custos elevados e apresenta
pobre potencial de automatizagdo [104 122,123],

Apesar da eficacia da LLE na extracdo de farmacos como os ADs em matrizes
bioldgicas, varios métodos alternativos tém sido desenvolvidos, incluindo-se, entre eles,

a SPE, a SPME, a MEPS e o QUEChERS.

2.2.2. Extra¢dao em Fase Solida (SPE)

A SPE é uma técnica que tem sido estabelecida, nos ultimos anos, como um
método muito eficaz para o pré-tratamento da amostra e clean-up em matrizes bioldgicas
em andlises clinicas e toxicoldgicas de farmacos 124, E um processo no qual as substancias

a extrair (analitos) que se encontram numa amostra (matriz) sdo extraidas apds passarem
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por uma fase sélida (sorvente), que geralmente esta contida num reservatério em forma
de seringa ou cilindro (cartucho) (191,

A base do processo extrativo assemelha-se a LLE, visto que também envolve a
particdo dos analitos entre duas fases. Porém, em vez de duas fases liquidas imisciveis
como na LLE, na SPE a parti¢ao dos analitos ocorre entre uma fase liquida (matriz) e uma
fase solida (sorvente) [125],

Quando os analitos estdo presentes na matriz em concentracdes elevadas, estes
podem ser eluidos enquanto os interferentes da matriz ficam retidos nesta, utilizando-se
um solvente seletivo para a remocdo dos interferentes e um outro solvente para eluir os
analitos 119,

Comparando com a LLE, a SPE apresenta vdrias vantagens, tais como alta
seletividade, extratos limpos, auséncia de emulsdes, menor utilizacdo de solventes e
maior rendimento por automatizacdo. Além disso, possui uma grande variedade de
sorventes que permitem o desenvolvimento e melhoramento dos procedimentos de
extragéo [124, 126, 127]_

Diversos tipos de sorventes sdo utilizados como fase sélida na SPE permitindo,
assim, a aplicacao desta técnica a amostras de natureza diversa. A polaridade ou a carga
idnica do analito de interesse determinam a escolha do sorvente e do solvente mais
adequados %], Deste modo, a SPE pode ser dividida em 4 categorias, de acordo com o
mecanismo de extracdo: fase reversa, fase normal, troca idnica e a exclusdo molecular
[128].

Varios procedimentos SPE tém sido descritos usando sorventes com mecanismo
de fase reversa. Os analitos sdo separados com base na sua polaridade, envolvendo
geralmente, uma matriz polar (aquosa) e uma fase sélida apolar ou hidrofébica,
usualmente composta por silica funcionalizada com grupos octil (Cs) ou octadecil (Cis). A
retencao dos analitos na fase sélida deve-se a forgas atrativas entre ligagcdes carbono-
hidrogénio do analito e grupos funcionais apolares da superficie do sorvente (interacdes
van der Waals ou forgas de dispersdo) [108 1191 Os solventes de elui¢do s3o, regra geral,
apolares podendo também ser utilizados solventes como o metanol ou acetonitrilo que
s3o polares 1281,

A SPE em fase normal envolve o uso de analito polar e matriz pouco polar e uma

fase soélida polar. A retengdo do analito em condigbes de fase normal é, primariamente,
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devido a interagGes entre os grupos polares do analito e os grupos polares da superficie
do sorvente, destacando-se as intera¢des por ligacdes de hidrogénio e as interacdes
dipolo-dipolo. A eluicdo é efetuada usando solventes polares que permitem a quebra
destas ligacdes (119,

Na SPE de troca idnica, o sorvente é composto por grupos funcionais de troca
anidnica ou catidnica, responsdaveis pelas intera¢des eletrostaticas que ocorrem entre o
grupo funcional carregado do analito e os grupos funcionais carregados ligados ao
sorvente. Para que uma substancia seja retida em condi¢Ges de troca idnica, o analito,
assim como os grupos funcionais ligados ao sorvente, devem estar ionizados através do
ajuste do pH da amostra. Na eluicdo é utilizada uma solugdo de pH que neutraliza tanto
os grupos funcionais do analito como os da superficie do sorvente. As forcas eletrostaticas
responsaveis pela interacdo analito-sorvente sdao quebradas e a substancia é eluida.

Por fim, a SPE por exclusdo molecular, apesar de ser a menos usada em toxicologia,
a separacdo ocorre em fungao das dimensdes do analito, do tamanho dos poros da fase
sélida e na capacidade das suas moléculas penetrarem nos poros 18], Em geral, esta
técnica é usada em conjunto com fases estaciondrias de fase reversa e de troca idnica (1281,

Existem métodos com a combinagao de fases estaciondrias de fase reversa e de
troca idnica. Este tipo de SPE denomina-se por modo misto. Uma das maiores aplicacbes
da SPE de modo misto é o isolamento de drogas e metabolitos a partir de amostras de
urina e sangue (1281 Devido as propriedades basicas dos ADs, os sorventes de modo misto
permitem uma extracdo mais seletiva por remoc¢do de material endégeno. Para permitir
a retengao destes compostos por mecanismo de troca catidnica, a amostra deve ser
inicialmente condicionada com solugdes acidas e os analitos, posteriormente, eluidos com
solventes organicos alcalinizados %8, A utilizacdo de um solvente organico adequado
permite a eluicdo dos compostos retidos por adsorcdo, enquanto os que foram retidos
por troca idnica sdo eluidos por troca com um contra-ido presente no solvente, ou por
conversdo a sua forma molecular com o auxilio de eluentes idnicos, acidos ou basicos 12
129].

Um método de SPE compreende, em geral, as seguintes etapas: condicionamento
da fase estaciondria, aplicacdo da amostra (adsor¢do do analito ao sorvente), lavagem da
fase estacionaria (eliminacdo dos interferentes) e por fim a eluicdo (recuperacdo do

analito) conforme se mostra na Figura 11.
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Figura 11. Representa¢do esquematica do procedimento SPE.

Numa primeira etapa, a fase sélida é condicionada com um solvente adequado,
geralmente metanol, cuja finalidade é solvatar os grupos funcionais da fase estacionaria,
assegurando assim a interagdo da matriz com o sorvente (18], A escolha do solvente
dependerd principalmente do material do sorvente a ser ativado 30, Esta etapa é
fundamental na SPE em fase reversa, e sem este tratamento a amostra polar passa por
pequenos canais gerados no sorvente sem efetuar o contacto necessario para ocorrer a
extracdo ™31, O uso do metanol, como solvente intermediario, permite uma melhor
superficie de contato entre as fases e, consequentemente, uma melhor eficiéncia de
extracdo. O condicionamento poded servir também para eluir alguma impureza presente
no cartucho 139,

Seguidamente, a amostra é transferida para o cartucho de SPE. A amostra deve ser
eluida lentamente, usando vadcuo ou pressao positiva. Neste processo, as impurezas sao
eluidas enquanto que o analito fica retido devido a intera¢gdes quimicas com a fase
estaciondria. Esta estratégia é usada especialmente quando o analito estd presente em

baixas concentracdes, ou quando a matriz contém multiplos componentes de diferentes
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polaridades [11°1, Também se pode reter os interferentes da matriz enquanto os analitos
sdo eluidos, sendo esta estratégia usada quando o analito se encontra em altas
concentragdes e como forma de limpar a amostra antes de ser efetuada a analise (119 1321,

A etapa de limpeza, clean up, é fundamental para eliminar compostos
provenientes da matriz, que podem interferir no método analitico. Podem ser utilizados
solventes com forga de eluicdo intermediaria para a eluicdo de impurezas antes do analito
de interesse ser eluido. Estes solventes sdao denominados de "solventes de lavagem"
(wash solvent) e ndo devem ter forca suficiente para remover o analito do sorvente [130],
Normalmente usa-se agua e solu¢des tampao, para além de solventes organicos diluidos
na solugdo de lavagem, para a eliminagdo dos interferentes mais hidrofébicos 1181,

Por fim, aplica-se um solvente que remova o analito retido na fase estacionaria. A
escolha do solvente de eluicdo é um pardmetro importante e esta diretamente
relacionada com a polaridade do analito e o sorvente usado na SPE 139, devendo este ser
capaz de quebrar as interagGes entre o analito e a fase estaciondria e recupera-lo no
menor volume possivel. Além disso, o solvente deverd ser compativel com os métodos

analiticos a utilizar.

2.2.2.1. Extragdo de antidepressivos por SPE

Esta técnica tem sido utilizada, com sucesso, em diversas &areas, como
farmacéutica 133, alimentar 34, toxicoldgica '3°], ambiental 13°], etc. Diversos trabalhos
tém sido publicados usando a SPE na determinacdo de ADs em matrizes biolégicas. Wille
et al. (2005)12¢! desenvolveram um procedimento SPE para a monitorizac3o terapéutica
de 13 ADs de nova geracao e respetivos metabolitos ativos em amostras de plasma. Um
total de 10 sorventes foram avaliados, e os melhores resultados foram obtidos com o de
troca catidnica. Para além disto, 5 solventes de eluicdo foram testados, tendo sido
escolhida a mistura de metanol com 5% de amédnia. A metodologia por SPE mostrou ser
reprodutivel, com boas percentagens de recuperacdo, exceto para um dos ADs analisados.
Nevado et al. (2006)!113] descreveram um processo de SPE otimizado e validado para a
analise do citalopram, da FLX e respetivos metabolitos em amostras de urina. A extragao

foi realizada usando uma fase estacionaria Cis € metanol como solvente de eluigao. O
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método proposto provou ter elevada sensibilidade, seletividade e especificidade, sendo
aplicado com sucesso na analise quantitativa e qualitativa de amostras de pacientes.

Apesar da SPE apresentar vantagens em relagao a outros métodos mais cldssicos,
como maior facilidade de execugao e sensibilidade, esta técnica tem algumas limitagdes.
Uma delas diz respeito a etapa de desadsor¢ao do analito aprisionado no sorvente de SPE
qgue requer, geralmente, o uso de solventes téxicos, além de ser relativamente
dispendiosa e lenta 1%°l, Quando se trata de matrizes mais complexas como o sangue,
pode ocorrer a obstrucdo do cartucho e, por vezes, o solvente de eluicao é incompativel
com o sistema de andlise tendo de ser evaporado e o residuo, depois, dissolvido num
solvente adequado 37,1381,

Face as limitacOes da LLE e da SPE, surgem novas tendéncias na preparacdo de
amostra, como a automagao, a miniaturizagdo, o elevado rendimento e o acoplamento
online com instrumentos analiticos permitindo, assim, uma reducdo do volume de
amostra, de solvente e tempo de analise [137],

Neste contexto, técnicas miniaturizadas como a MEPS surgiram com grande

potencial na preparacdo da amostra.

2.2.3. Microextragao por sorvente empacotado (MEPS)

A MEPS é uma técnica recente de preparag¢ao de amostra desenvolvida por Abdel-
Rehim et al. 139 (AstraZeneca, Suica), em 2004. Esta técnica é uma miniaturizacdo da
técnica convencional da SPE, na qual os volumes das amostras e dos solventes (eluentes)
foram reduzidos de mililitros para microlitros, tornando-a atrativa do ponto de vista
analitico, econémico e ambiental (107,

A sua elevada seletividade e simplicidade, combinada com a utilizacdo de volumes
reduzidos, tém tornando esta técnica uma opcgao atraente e uma poderosa ferramenta na
preparac¢io de amostra na realizacdo de desafios analiticos e bioanaliticos (149, Além disso,
combina a extracdo, a concentracdo e clean-up da amostra num Unico dispositivo (Figura
12-A.), podendo ser conectada online com instrumentos analiticos, como a cromatografia
gasosa (GC) ou a cromatografia liquida (LC), sem qualquer alteragdo [107, 1401,

Na MEPS, o cartucho convencional da SPE é substituido por uma espécie de coluna

miniaturizada (=1 cm x 0,2 mm didmetro interno) com, aproximadamente, 1-2 mg de
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material sélido empacotado, conectada a uma agulha de uma microsseringa, conforme
ilustrado na Figura 12-B. (141, Os analitos presentes na amostra s3o retidos apds passarem
pela fase estaciondria (sorvente), acondicionada numa microcoluna também designada

de BIN (Barrel Insert and Needle Assembly) ou cartucho MEPS.

(A)

(B)
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g Plug  empacotado

‘{;b analito

Figura 12. A - Microsseringa MEPS e sorvente Cis. B - Visdo geral de um sorvente da MEPS
(adaptado de [107),

Os cartuchos de SPE, sdo geralmente utilizados uma Unica vez e descartados; ja os
sorventes da MEPS, dependendo da complexidade da amostra e dos cuidados do analista,
podem ser reutilizadas de 50 a 100 vezes. A vantagem da miniaturizacdo do sistema de
extracdo na MEPS permite, numa Unica etapa, que os analitos retidos na microcoluna
sejam eluidos (dessorvidos) da fase extratora com alguns microlitros de solvente orgéanico
ou de fase moével, podendo ser injetados diretamente no sistema analitico (41,

A selecdo do sorvente é um fator importante para a obtencdo de altas taxas de
recuperacdo 1%, As fases estaciondrias comercialmente disponiveis para a MEPS s3o as
mesmas que sdo utilizadas na SPE. Inclui-se a silica (fase normal), a silica funcionalizada
com os grupos etil (C2), Cs e Cis como fases reversas, as resinas de troca anidnica e

catidnica (R-AX e R-CX, respetivamente), o carbono grafitizado poroso (PGC), as fases
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poliméricas de estireno divinil-benzeno (HLB-DVB, H-DVB) e a fase mista M1 (Cs + SCX). No
entanto, a diversidade de fases extratoras para MEPS disponiveis no comércio é muito
inferior a variabilidade de fases para SPE. Os materiais sorventes para MEPS apresentam,
geralmente, particulas irregulares de, aproximadamente, 50 um e porosidade 60 A [141], A
Tabela 4 apresenta algumas das propriedades dos sorventes mais populares disponiveis

comercialmente para a MEPS.
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Tabela 4. Propriedades dos sorventes MEPS.

. Nomedo _. .
Tipo de Sorvente Tipo de fase Propriedades
Sorvente
Nao- " Altamente polar.
- Silica Normal P
modificada
c Relativamente apolar (grupo funcional
2 de cadeia curta).
c Menos retentivo que o Cig para
Modificada 8 Reversa CofIResTeiapo e
Altamente hidrofébico e extremamente
c retentivo para compostos apolares.
s 18 Retém a maioria dos analitos organicos
= de matrizes aquosas.
v Sex Adequado para compostos fracamente
basicos.
SAX Adequado para compostos fracamente
Modo misto  &cidos.
Funcionalizada (fase reversa, Mecanismos de reten¢do dupla, retém
trocaidnica) uma gama de compostos neutros,
M1 basicos e acidos. Tem  maior
seletividade para compostos basicos de
fluidos bioldgicos.
Nao- Retencdo elevada de compostos
eps SDVB Reversa
modificada apolares.
- Permite uma interacao fase reversa de
@ Modificada HDVB Reversa ¢
E 100%
. PS-DVB polimérico modificado com
g Modo misto P L .
o grupos funcionais de ureia, para uma
o PEP (fase reversa, N . .
= . retencdo equilibrada de analitos
ey troca ionica)
] polares e apolares.
6' Material de PS-DVB  polimérico
3'_, parcialmente  funcionalizado  com
Q R-CX grupos de acido sulfénico para uma
< | Funcionalizada ~ . L.
) ) retencao de analitos bdsicos e apolares
= Modo misto .
i N equilibrada.
§ .. . . Material de PS-DVB polimérico
= troca idnica) . . .
(o) parcialmente  funcionalizado  com
a . L.
R-AX grupos de amina quaterndria para se
obter aretencdo equilibrada de analitos
acidicos e apolares.

Abreviaturas: C, — silica-etil; Cg — silica-octil; C15— silica octadecil; HDVB — highly cross-linked de poliestireno divinilbenzeno; M1 — fase
mista; PEP — polimero polar refor¢ado e altamente poroso; PS-DVB — poliestireno de divinilbenzeno; R-AX — poliestireno-divinilbenzeno
parcialmente funcionalizado com grupos de acido sulfénico; R-CX — poliestireno-divinilbenzeno parcialmente funcionalizado com grupos
de amina quaternarios; SAX — troca anidnica forte; SCX — troca catidnica forte; S-DVB — estireno de divinilbenzeno.
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A extragcdo por MEPS utiliza as mesmas etapas da SPE, nomeadamente,
condicionamento do sorvente, amostragem (passagem da amostra pelo sorvente),

lavagem e elui¢ao, como apresentado na Figura 13.

i Extragdo Lavagem Eluicdo

Figura 13. Representa¢do esquematica das diferentes etapas no processo MEPS.

A diferenca encontra-se, principalmente, no modo de execugdo da técnica, uma
vez que a amostra é aspirada pela seringa em vdrios ciclos através da fase extratora, ou
seja, é aspirada e dispensada através da agulha uma ou mais vezes. O aumento do nimero
de ciclos resulta num aumento das taxas de recuperacdo dos analitos *1], contudo, pode
levar a saturacao da fase estaciondria nao sendo possivel adsorver mais compostos.

Apds a passagem da amostra pela microcoluna, os analitos ficam, idealmente,
retidos na fase estaciondria, sendo depois eluidos diretamente no injetor do LC ou GC [142],
Entre a etapa da aplicacdo da amostra e a eluicdo, é feita a lavagem do sistema com
solvente, como por exemplo, dgua, solucdo aquosa com 0,1% de acido férmico, solucdes
tampdo ou misturas de solugdo aquosa com solvente organico (metanol ou isopropanol),
para a remoc¢do dos compostos enddgenos. Nesta etapa de limpeza, a concentragao de
solvente organico, assim como o pH das solucdes tampao deverdo ser tidos em conta para
evitar ou minimizar a perda dos analitos. Em geral, o aumento da percentagem de

solvente organico na solu¢do aumenta a perda do soluto 141 142],
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Os analitos retidos no sorvente sdao eluidos com um solvente organico, como o
metanol, o isopropanol ou o acetonitrilo, ou ainda com a fase mével do sistema analitico
de LC (1421431 O ajuste do pH da solucdo de elui¢do (ionizagdo dos solutos) é um fator
importante para a obtengdo de taxas de extragdo elevadas. O aumento do volume do
solvente de eluicdo e da percentagem de solvente organico favorece a dessor¢ao dos
analitos 141,

Para reutilizar os cartuchos da MEPS, os sorventes sdo, geralmente, lavados com
agua e com o solvente utilizado na eluicao, permitindo este passo minimizar o efeito de
memodria (carry-over) 1421,

As varidveis da MEPS como volume de amostra, pH da amostra, nimero de ciclos,
tipo de solventes de lavagem, assim como volume e tipo de solvente de eluicdo, sdo
otimizadas ndo s6 para aumentar a sensibilidade analitica, mas também para minimizar o
volume da amostra, o consumo de solventes organicos, o carry-over e o tempo de analise
[141].

Durante a ultima década, o formato da MEPS foi sendo melhorado, de modo a
facilitar o trabalho do analista, tornando a técnica mais rdpida e menos dependente do
operador. Atualmente, a MEPS encontra-se disponivel comercialmente na forma manual,

semi-automatizada e totalmente automatizada (Figura 14.) (1401,

g;
<1 T
‘i- NN \ .
s )
v
\ MEPS
'MEPS Manual semiautomatica MEPS automadtica
- (evol®)
— SRS

Figura 14. Evolucdo do formato MEPS (adaptado de [4°),
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O formato mais simples e mais reportado é a MEPS manual, onde o cartucho (BIN)
contendo a fase solida é manualmente operado através de uma seringa analitica. Este foi
o primeiro formato desenvolvido e comercialmente disponivel, sendo o mais utilizado
pela comunidade cientifica 197,

A versao semiautomatica (eVol®) foi recentemente introduzida pela SGE Analytical
Science e pela Thermo Fisher Scientific, tornando-se um grande avan¢o no
desenvolvimento de métodos analiticos, uma vez que é mais fiavel que a MEPS manual.
A eVol® é um dispositivo eletrdnico, digital e programavel que permite a planificagcdo de
tarefas, como a aspiracdo e dispensa de liquidos, assim como todos os procedimentos na
preparacdao de amostras. Possui, ainda, seringas analiticas de vidro (XCHANGE®) que
podem ser facilmente substituidas, de modo a prevenir a contaminacdo cruzada entre
solventes. Esta combinacdo digital com a parte analitica e o facto de poder ser calibrada
pelo utilizador permite maior precisdo e maior automacdo de possibilidades para o
processo de extracdo da MEPS. Além disso, fornece volumes de fluxo e de velocidade
personalizaveis e precisos facilitando a repeticdo da extracdo dos analitos alvo 1971,

Por fim, a MEPS totalmente automatizada pode ser facilmente obtida usando as
mesmas seringas analiticas XCHANGE® em amostradores automaticos (autosamplers).
Estas plataformas robdticas permitem a automatizacdo da preparacdo de amostra com
elevada precisdo. A sua utilizacdo online com os sistemas analiticos (LC ou GC), facilita e
minimiza a intervencdo do utilizador, necessitando apenas de colocar as amostras para
serem processadas e selecionar o método a ser utilizado 197 140],

Esta recente inovacdo tecnoldgica € uma mais-valia para anadlises de rotina,
aumentando desta forma a produtividade laboratorial.

Em suma, os formatos semiautomaticos e totalmente automaticos possibilitam
métodos analiticos mais fidveis e precisos do que a MEPS manual, uma vez que os erros

associados ao operador humano sdao minimizados.

2.2.3.1. Extragao de antidepressivos por MEPS

A MEPS tem sido empregue na analise de drogas, pesticidas, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e outros poluentes organicos em amostras de agua ambientais.

Além disso, também tem sido aplicada com sucesso na determinagdo qualitativa e

71



Determinagao de Antidepressivos em Matrizes Bioldgicas

guantitativa de uma grande variedade de medicamentos e seus metabolitos em amostras
bioldgicas, tais como plasma, soro, sangue, urina, saliva e cabelo %%, Tal como a SPE, a
versatilidade da MEPS tem despertado interesse em diversas areas, como clinica 144,
farmacéutica %1, forense 1146 1471 toxicologia ™1, alimentar #8l e até na pesquisa
ambiental (149 1501,

Varios trabalhos tém sido reportados usando a MEPS como um método de
preparacdo de amostra na extracdo de ADs em fluidos bioldgicos, por causa da sua
velocidade, sensibilidade e seletividade.

Na extracdo de analitos em matrizes complexas como o sangue ou o plasma, é
necessaria uma diluicdo das amostras, geralmente, com dgua ou com uma solugdo aquosa
contendo 0,1% de acido formico, para reduzir a viscosidade das mesmas, evitando, assim,
aformac3o de codgulos e consequente bloqueio do cartucho da MEPS [140.143] No trabalho
de Chaves et al. (2010)™>Y encontra-se descrita uma metodologia analitica usando a MEPS
para a determinagdo de 5 ADs, incluindo a FLX, em amostras de plasma. A extragao por
MEPS foi realizada usando uma fase mista, a M (Cs + SCX) como sorvente e uma mistura
de tamp3do fosfato 0,05 mol/L com metanol (55:45, v/v) como solvente de eluicdo. A
técnica demonstrou ser rapida, exata e seletiva, usando um reduzido volume de amostra
(400 pL) e utilizando o sorvente em mais de 50 vezes. As amostras foram diluidas usando
uma solugdo tampado fosfato (pH 4,0) de concentragdo 0,05 mol/L, de modo a aumentar
a sensibilidade da MEPS. Segundo Maria Queiroz [**1 o0 uso de solu¢des tamp3o para a
diluicdo dos fluidos bioldgicos, apesar de favorecer o processo da MEPS, pode danificar a
fase sélida a base de silica devido aos valores de pH em intervalos extremos (< 3 ou >7) os
guais devem ser evitados.

Mais recentemente, Saracino et al. (2014)!78 desenvolveram um procedimento
MEPS para a extracdo da agomelatina, um antidepressivo melatonérgico, em amostras de
saliva e de plasma. Ambas as matrizes foram diluidas em 100 uL de agua e fatores como
o numero de ciclos de extracdo, a velocidade do fluxo e o tipo de solventes de eluicdo que
afetam a performance da MEPS, foram otimizados. As melhores condi¢des de extracao
foram obtidas usando um sorvente Cg com 8 ciclos de passagem de amostra a uma
velocidade de 5 pL/s e eluindo o analito com metanol. Os autores concluiram que o
método desenvolvido é rapido, sensivel, seletivo e exato, sendo adequado para analise

de rotina deste farmaco.
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Outras amostras biolégicas também tém sido usadas, com sucesso, na
determinac3o de ADs por MEPS. Rani et al. (2011)1*52 realizaram a quantificacdo de TCA,
incluindo a CLP, e ADs nao triciclicos em amostras de plasma e de urina, usando um
sorvente Cis. As amostras ndo foram diluidas antes do procedimento MEPS e os analitos
foram eluidos com metanol. A técnica revelou ser versatil para diferentes matrizes,
mantendo a sua simplicidade, rapidez, seletividade e sensibilidade.

Embora a MEPS apresente vdrias vantagens, tal como outros métodos de
preparacdao de amostra, também possui algumas limitagGes. De facto, os sorventes
podem ser facilmente obstruidos devido a utilizacdo de amostras viscosas ou altamente
concentradas sendo necessaria uma diluicdao prévia das amostras ou a desproteiniza¢do
das mesmas com metanol ou acetonitrilo. Qutra das limitagGes é a gama de sorventes
disponiveis. Contudo, esta limitagado esta a ser gradualmente melhorada, a medida que a
MEPS vai se tornando mais popular, com a introducdo de fases poliméricas, assim como
a possibilidade de comercializagdo de sorventes personalizados para aplicagdes de
interesse, sorventes MIPs (Molecular Imprinting Polymers) 107 1401,

Em suma, apesar de algumas limitacdes, a MEPS é uma das técnicas de extracdo
de amostra mais simples e apresenta mais vantagens quando comparado com outras
técnicas de preparacdo de amostra. Ndo s6 mantém as principais caracteristicas de
sucesso da SPE, nomeadamente a sua vasta aplicacdao e simplicidade, como também
melhora o desempenho analitico que pode ser obtido com vérias gamas de analitos e
matrizes, além de ser mais rapida, econdmica e favoravel ao ambiente (149,

Resumidamente, um dos objetivos deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
metodologia extrativa, utilizando a MEPS semiautomatica para a determinagao
simultanea de duas classes de ADs diferentes e seus metabolitos ativos em amostras de
urina.

2.2.4. QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

Uma outra técnica para o pré-tratamento de amostras recentemente desenvolvida
designa-se por QUEChERS. Esta técnica foi apresentada em 2003 por Anastassiades et al.
(2003)1>31, sendo desenvolvida com o objetivo de se obter um método que permitisse a
analise simultanea de diversos residuos de pesticidas presentes em amostras de frutas e

vegetais e que fosse simultaneamente facil e rapida de efetuar, com baixos custos, uma
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vez que outras técnicas de pré-tratamento de amostras, nomeadamente a SPME, nao
substituiram com sucesso a abordagem multi-residuos tradicional (54,

O nome QUEChERS advém da jun¢do da suas principais caracteristicas, sendo uma
técnica rapida, facil, econémica, efetiva, robusta e segura. Esta apresenta menor tempo
de preparacao de amostra quando comparada com técnicas tradicionais, fornecendo
menos etapas processuais e reduzindo a quantidade de amostra e de solventes 1>,

Ao contradrio de muitas outras técnicas de preparacao de amostra, que sdo
adaptadas para a extracdo seletiva de analitos alvo, no caso do QUEChERS a abordagem é
mais direcionada para a remoc¢3o da matriz [*°¢l. Basicamente, este método compreende
2 fases: extra¢do/ particdo da amostra e uma etapa de clean up da amostra por SPE

dispersiva (Figura 15).

Extracao e Particao

- |
Adicdo do solvente - > o

Pesagem da
amostra + sais de
extracio

Tranferénciado

sobrenadante

Figura 15. Representacdo esquematica das diferentes etapas no processo QUEChERS
(adaptado de *57)),
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Na primeira etapa é realizada uma LLE, com a adicdao de um solvente organico a
amostra, geralmente acetonitrilo. O uso de acetonitrilo possibilita a extracdo de menor
guantidade de interferentes lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos, proporciona a extracao de uma ampla faixa de analitos com
diferentes polaridades e apresenta boa compatibilidade do extrato final com a LC e com
a GC 18],

Posteriormente, sdo adicionados sais para extrair os analitos de interesse e induzir
a separa¢do das fases °°1. No método original proposto por Anastassiades et al.
(2003)[*331ytilizavam o cloreto de sédio e o sulfato de magnésio como sais de extracao,
posteriormente em 2005 a técnica foi modificada com a introdugao de sais tampao para
melhorar as recupera¢des do analito [1*°. A adic3o destes sais na etapa de particdo
promove o efeito de salting out, propiciando melhores percentagens de recuperacgao para
analitos polares, uma vez que a adicao de sais diminui a solubilidade destes compostos na
fase aquosa, assim como a quantidade de dgua na fase organica e vice-versa 1],

O sal secante MgSQ4 possui uma grande capacidade de remocdo de agua quando
comparado com outros sais. Além disso, quando hidratado sofre uma reacdo exotérmica,
tendo como resultado um aquecimento entre 40 a 45°C da amostra durante as etapas de
extracdo/particdo, favorecendo deste modo a extragdo, especialmente dos compostos
apolares 11601,

A combinacdo de sais com um solvente organico é muito favoravel, uma vez que a
extracdo é mais rapida, facil, apresenta baixo custo e tem a grande vantagem de nao diluir
o extrato da amostra, proporcionando a separac3o das fases organica e aquosa [1%°l. De
modo a facilitar a interacdo dos sais e do solvente com os analitos presentes na matriz, a
amostra é homogeneizada, por agitacio manual e/ou com o auxilio do vortex.
Seguidamente, a amostra é centrifugada, para que ocorra uma separacao bem distinta
entre as fases. A camada organica superior é recolhida e transferida para um tubo de
centrifuga contendo materiais sorventes, procedendo-se a etapa do clean up da amostra.

Esta etapa é também denominada por extracdo em fase sélida dispersiva (dSPE).
Ao contrario dos métodos existentes para limpeza com SPE, que utilizam cartuchos ou
colunas, a dSPE permite que o clean up e a redugao de agua residual sejam efetuados de
forma répida e simultdnea. Esta etapa de remoc3do de agua proporciona um extrato final

de menor polaridade, facilitando, assim, a precipitacdo de interferentes polares [*>°], Além
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disso, a componente dispersiva permite a distribuicdao dos sais para que se difundam ao
longo de toda a amostra para uma extracdo mais completa 161,

Os sorventes para a dSPE sdo selecionados com base na sua capacidade de reter
compostos da matriz. O sorvente PSA (do inglés primary secondary amine) é eficaz na
remocao de acidos organicos, de agucares e de outros compostos polares presentes na
matriz [1°%], A sua estrutura bidentada tem um elevado efeito quelante, devido a presenca
dos grupos amina primaria e secundaria 5%, Qutros sorventes também s3o comumente
usados na dSPE, como por exemplo o Cis, 0 GCB (do inglés graphitised carbon black) e o
MgSQ4. Estes sorventes devem ser usados com algum critério, uma vez que também
podem reter os analitos de interesse. O PSA apresenta maior afinidade para com
compostos acidicos, enquanto que o GCB retém preferencialmente compostos com
geometria planar. A complexidade e diversidade entre matrizes requer diversas op¢des
de limpeza da amostra e, por este motivo, os sais de dSPE existem disponiveis numa
variedade de mistura de sorventes comercializados em kits (1561,

Uma limpeza eficiente promove a robustez e a confiabilidade aos resultados
obtidos pelo sistema cromatografico e garante uma maior vida util do liner e das colunas
cromatograficas, reduzindo assim a contaminacdo do sistema cromatografico e
minimizando o efeito de matriz [162-164],

Apds a adicao da camada organica superior ao tubo de clean up com os sorventes
de dSPE, é realizada, novamente, a homogeneizacdo por agitagdo manual e/ou com o
auxilio do vortex, seguida por centrifugacdao. O sobrenadante pode ser adicionado a um
vial, para respetiva andlise cromatografica, ou pode ser evaporado e posteriormente

injetado no sistema analitico (1],

2.2.4.1. Extragao de antidepressivos por QUEChERS

Nos ultimos anos, a popularidade do QUEChERS tem crescido, com algumas
modificacdes no seu procedimento, para a adaptac¢do de novos desafios analiticos 1%,

Apesar da versdo original ter fornecido excelentes resultados, Lehotay e
Anastassiades foram alterando a técnica, de modo a melhorar as percentagens de
recuperacao. Em 2007 e 2008, surgem entdo os métodos oficializados “QUEChERS-

acetato” e “QuEChERS-citrato”, respetivamente [1%°],
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A capacidade de ser modificado e o seu sucesso na analise de multi-residuos, tem
permitido a sua aplicacdo a uma variedade de analitos e matrizes. Posto isto, a utilidade
do QUEChERS tem expandido fora da andlise tradicional de pesticidas em frutas e
legumes. Essas outras aplicacdes incluem a extracdo de antibidticos %%, produtos
farmacéuticos [1%¢! e de medicamentos veterinarios [167- 1681 em amostras bioldgicas ou
produtos alimentares.

Recentemente, o método QUEChERS tem também despertado a atencdo da
comunidade quimica forense (61, mas poucos trabalhos foram publicados nesta area
usando esta técnica para a andlise de farmacos e de outros compostos em amostras
bioldgicas. No trabalho de Anzillotti et al. (2014)11%° encontra-se desenvolvido um método
de extracdo QUEChERS simplificado para a determinacdo simultanea de drogas de abuso
e de benzodiazepinas, em amostras de sangue. O método validado apresentou boa
repetibilidade, precisdo e linearidade, mostrando boa eficiéncia de extracdo e sendo
aplicado, com sucesso, a diversas amostras de sangue de casos forenses. A extragdo das
amostras de sangue foi efetuada num Unico passo, utilizando uma dSPE dispersiva com
um solvente organico (acetato de etilo) na presenca de uma mistura de PSA / MgSOa.

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura para a extra¢do de ADs em
amostras bioldgicas por QUEChERS. Usui et al. (2012)[7% aplicaram com sucesso um
QUEChERS modificado como técnica de extracdo, a mais de 90 compostos com
importancia na area forense, entre eles diversas classes de farmacos, inclusive ADs, e
alguns téxicos em amostras de sangue. A extracao foi realizada utilizando 0,5 mL de
amostra de sangue, diluido com agua destilada, e usando acetonitrilo como solvente. No
passo da dSPE, uma mistura de sorventes, nomeadamente PSA, Cis e MgSOa, foi usada
para purificacdo da amostra. Para a maioria dos compostos estudados foram obtidas boas
recuperacoes e o efeito matriz dos analitos variou entre 80% e 116%, indicando que a
maioria dos analitos sdo ligeiramente influenciados pela matriz do extrato de sangue. O
método foi aplicado a um caso fatal, onde foi confirmada a sua capacidade de extrair
facilmente vdrios tipos de compostos e metabolitos em amostras de sangue.

Como referido anteriormente, dada a versatilidade da técnica, assim como a sua
simplicidade, rapidez, baixo custo, entre outras caracteristicas, esta apresenta um grande
potencial entre as técnicas de preparacao de amostra. Além disso, algumas das limita¢des

do QUEChERS, como a quantidade de amostra e de solvente requerida, pode ser
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ultrapassada devido a capacidade de modificagdo do método. As etapas facilmente
personalizdveis fornecem um caminho essencial para aplicacdes futuras podendo
satisfazer algumas das necessidades dos laboratdrios de andlise 1>,

Apds uma pesquisa bibliografica, até a data da realizacdo deste trabalho ndo foi
encontrada nenhuma aplicagdao do QUEChERS na extragao de ADs, em amostras de urina.
Assim, um dos objetivos deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia
otimizada e validada para a extracdo da FLX, CLP e seus metabolitos ativos em amostras
urina por QUEChERS modificado. Os resultados obtidos encontram-se descritos no

Capitulo V.

2.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A cromatografia, de um modo geral, apresenta-se como um método de separacao
de componentes de uma mistura em que a separacao depende da distribuicdo das
diferentes moléculas entre duas fases: uma fase estaciondria e uma fase moével. A
classificacdo dos métodos cromatograficos depende da natureza da fase estacionaria e da
fase mdvel, assim como dos seus estados fisicos e mecanismos de separacdo 71,

A cromatografia liquida é constituida por uma fase moével liquida que atravessa ao
longo da fase estacionaria, numa direcao definida. Os analitos vao sendo retidos na fase
estaciondria de acordo com a sua afinidade para com a mesma e os compostos com menor
afinidade sdo retidos mais fracamente, percorrendo mais rapidamente ao longo do
enchimento, enquanto que os que estabelecem interacdes mais fortes com a fase
estaciondria e saem mais lentamente até a separacdao completa dos componentes duma
mistura (1721, Este processo de arrastamento dos analitos de uma amostra pela fase mével

ao longo da fase estacionaria até a saida destes, designa-se por eluic3o 1731,

2.3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

No inicio dos anos 60, surge uma extensdao da cromatografia liquida classica, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (174, Esta utiliza equipamentos sofisticados
gque podem ser totalmente automatizados, o que a torna indispensavel em varios
laboratdrios. Este tipo de cromatografia apresenta uma técnica de separagao

fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases
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imisciveis, uma fase moével liquida e uma fase estaciondria contida numa coluna. As
amostras sao dissolvidas num solvente adequado e analisadas em solucdo. Essa solucdo é
depois introduzida no sistema e arrastada pela fase mdvel, sob pressdo alta, sendo
forcada a atravessar a fase estacionaria 119,

Quando comparada com a cromatografia em coluna cldssica, a técnica de HPLC é
caracterizada por utilizar colunas de pequenas dimensdes (3 a 25 cm de comprimento e 2
a 5 mm didmetro), normalmente em aco, contendo a fase estaciondria. As fases
estaciondrias podem ser de natureza diversa e sdo habitualmente constituidas por
particulas de dimensdes muito reduzidas (1,5 a 10 um de didmetro), originando pressoes
elevadas no sistema, quando atravessadas pela fase mével. O fluxo e a composicdo da

fase mével podem ser facil e rigorosamente modificados durante a analise cromatografica

[119]

Um sistema de HPLC consiste, essencialmente, numa bomba, num sistema de
injecdo, numa coluna de separag¢ao e num detetor, todos conectados numa instalagao
resistente a altas pressdes, que podem ir até 300 atm 172, Possui, ainda, um ou mais
reservatoérios com os solventes que sao utilizados, para compor a fase mdvel e um sistema
computorizado dotado de programas especificos, que permitem converter os sinais do
detetor em informacdo util, nomeadamente a visualizacdo do cromatograma e o
tratamento dos dados obtidos [1°. Na Figura 16 encontra-se a representacdo

esquematica de um equipamento basico para HPLC.

Coluna HPLC

Registador

Reservatorio — — -

com solvente Amostra
(fase movel)

Bomba de Detetor
alta pressao

Coletor de residuos

Figura 16. Esquema representativo de um equipamento bésico para HPLC (adaptado de 1)),
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A amostra é introduzida no sistema por um de sistema de injecdo. Este sistema
compreende, habitualmente, um injetor com um sistema de valvulas, ao qual se pode
adaptar um reservatodrio calibrado e de capacidade conhecida, onde é colocada a amostra
a analisar. Este processo pode ser automatizado através da utilizacdo de injetores
automaticos (1191,

A separacao cromatografica ocorre numa coluna contendo a fase estaciondria,
fase esta que pode estar ainda dentro de um compartimento que pode ser aquecido,
permitindo utilizar o aquecimento na otimizacdo da separagcdo cromatografica.
Seguidamente, uma bomba (ou sistema de bombas), associada a um controlador,
transporta os liquidos contidos nos reservatérios nas proporgdes selecionadas (eluente
ou fase mével), e com o fluxo requerido ao longo de todo o sistema cromatografico. Estas
tém como fung¢do garantir que o fluxo da fase mdvel permaneca constante e reprodutivel.
A eluigao pode ser feita de modo isocratico, quando é utilizada uma fase mével composta
por um unico solvente, ou por uma mistura de solventes com a mesma composi¢ao. No
caso da eluicdo em gradiente, ocorre uma variacdo da composicao da fase movel ao longo
da separacdo cromatografica, de modo a obter a melhor resolucdo por unidade de tempo.
O sistema pode ser bindrio, ternario ou quaterndrio dependendo do numero de
reservatérios que possui [119],

Finalmente, o resultado obtido é registado por um detetor na forma de grafico
(cromatograma), que representa a area do analito, em funcdo do tempo. Os detetores
medem, habitualmente, um parametro fisico-quimico caracteristico dos analitos em

estudo e devem ser capazes de reconhecer os analitos a saida da coluna cromatografica

(129]

2.3.1.1. Mecanismos de separagao e fases estaciondrias

Dependendo da natureza da fase estacionaria, podem ser considerados quatro
tipos principais de processos cromatograficos em HPLC: adsor¢ao, troca idnica, exclusao
e partilha (ou particdo).

Na cromatografia de adsor¢do a fase estaciondria é um adsorvente (por exemplo,
gel de silica) e a separacdo é baseada em processos de adsorc3o/ dessorc3o repetidos (119,

Ocorre uma competicdo entre moléculas do soluto e do solvente pelos sitios ativos do
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adsorvente, estando relacionada com a interagdo entre os grupos funcionais das
particulas do suporte da fase estaciondria e os grupos polares das moléculas do soluto
[175].

A cromatografia de troca idnica baseia-se na interacdo eletrostdtica entre o soluto
e a fase estaciondria [17%], Este tipo de cromatografia é usada exclusivamente em amostras
idnicas ou ionizdveis. A fase estaciondria possui a superficie cargas de natureza oposta a
dos ides da amostra (catiGes ou aniGes) e a separacdo ocorre pela diferente forca de
atracdo dos analitos para com esta. A fase estaciondria utilizada neste método é,
geralmente, uma resina de poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno a qual sdo
ligados os grupos iénicos 1% 1751, Normalmente os compostos que s3o separados por este
método sdo dacidos carboxilicos, bases organicas, peptideos e aminoacidos, que podem
ionizar-se em solugdes com pH devidamente tamponado, bem como anides inorganicos
e catides metélicos ou complexos 1781,

Na cromatografia de exclusao, a fase estacionaria é constituida por um material
poroso de dimensdo precisa e a separacao ocorre de acordo com o tamanho molecular
dos analitos: as moléculas de maiores dimensdes ndo cabem nos poros e sao eluidas em
primeiro lugar e as moléculas mais pequenas penetram nos poros e sao eluidas mais tarde
(1291 Utiliza-se este método na separacdo de materiais organicos e inorganicos, mas a sua
maior utilidade é no estudo de biomoléculas ou de compostos com alto grau de
polimerizacdo. Geralmente o empacotamento da coluna para este método é feito por
polimeros e particulas de silica, ambos com didmetro de 5 a 10 pm 1771781,

Por ultimo, a cromatografia de partilha € um dos processos de HPLC mais comum
na separacao de pequenas moléculas organicas. A separacado baseia-se, essencialmente,
na distribuicdo (solubilidade relativa) dos analitos entre os liquidos que constituem a fase
estaciondria e a fase mdvel. Os componentes da amostra que sdo mais solUveis na fase
movel sdo eluidos primeiro, enquanto os que tém maior afinidade para com a fase
estaciondria sdo seletivamente retidos por ela [17> 1771, No caso da fase estacionaria ser
polar e a fase mdvel apolar, a cromatografia diz-se em fase normal. No entanto, se a fase
estacionaria for apolar (hidrofébica) e a fase mével polar, a cromatografia diz-se em fase
inversa. Em fase normal, os analitos mais polares sao os mais retidos e os ultimos a sair
da coluna cromatografica, enquanto que na cromatografia em fase inversa os analitos

mais retidos sdo os de natureza n3o polar 119,
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Como referido anteriormente, na cromatografia liquida sao utilizados varios tipos
de fases estaciondrias, sendo as mais usadas atualmente as quimicamente modificadas.
No caso das separagdes em mecanismos de partilha, a silica quimicamente modificada é
muito usada como fase estaciondria e os solventes polares como fase mével. Tal como
nos sorventes de SPE e MEPS, as particulas de silica encontram-se ligadas a grupos
funcionais de Cs e Cig, mas também a grupos fenilo (CeHs), cianopropilo (CN) ou
aminopropilo (NH;). A natureza da fase ligada é um parametro determinante para as

propriedades de separacdo do sistema cromatografico [119,

2.3.1.2. Detetores

Diversos detetores podem ser utilizados em HPLC. Os mais frequentes sdo os
espectrofotémetros de ultravioleta/visivel (UV-Vis), incluindo os detetores de matriz de
diodos (DAD). Para além deste, a detecao pode ser feita por fluorimetria, refratometria
diferencial, por métodos eletroquimicos, espectrometria de massa (MS), infravermelho
(IV), ressonancia magnética nuclear (RMN), bem como por outros métodos particulares
[119].

O detetor ideal é aquele que apresenta as seguintes caracteristicas [17% 1791

o Alta sensibilidade para detetar pequenas quantidades de amostra;

o Deve ser estavel e insensivel a variacdes de temperatura e de fluxo, no caso
de eluicGes com gradiente;

o O sinal deve manter uma relagdo linear com a concentragao da amostra;

o Deve efetuar uma leitura continua.

O detetor de UV-Vis é um dos mais populares, apesar de muitas substancias
organicas n3o absorverem radia¢do ultravioleta [1*°], Este baseia-se na absor¢do de luz
ultravioleta ou visivel, por parte da amostra quando nela passa radiacdo eletromagnética.
E um detetor seletivo para moléculas que possuem croméforos. Os fotémetros de
comprimento de onda fixo, os espetrofotdmetros e os detetores por arranjo de
fotodiodos sdo os trés tipos de equipamentos que operam de acordo com este principio
(180]

Os fotdmetros de comprimento de onda fixo tém a sua aplicagao restrita a

moléculas que absorvam no comprimento de onda em que eles trabalham. Por outro lado
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os espetrofotdmetros sao mais versateis, pois permitem a escolha do comprimento de
onda mais adequado a cada analise (189,

Os detetores de arranjo de fotodiodos (PDA) fornecem espetros no UV-Vis do
eluente da coluna em determinados intervalos de tempo. Este tipo de detetores emprega
um sistema de 6tica reversa, isto é, a rede de difracao é colocada entre a amostra e o
detetor e ndo entre a fonte de radiagdo e a amostra. Assim sendo, no PDA a radiagdo
policromatica incide sobre a amostra e &, entdo, dispersa num monocromador fixo em
diferentes comprimentos de onda que sdo monitorados simultaneamente pelos diodos.
Esta configuracdo com monocromador fixo traz algumas vantagens, possibilitando ao
espectrofotdmetro PDA tanto adquirir um espectro sem distor¢cdes e em poucos
milissegundos como medir os comprimentos de onda com alta repetibilidade (181,

Outro fator importante para estes detetores é o facto de terem sensibilidades
diferentes para diferentes comprimentos de onda, operando entre os 190 e os 500 nm,
de modo que é necessdrio que se especifique em que regido do espectro se vai trabalhar,
mas a resolucdo espectral depende do tipo e do nimero de diodos que compde o arranjo
(175] E recomendado a utilizagdo do comprimento de onda maximo do analito, desde que
este seja superior a 220 nm, pois abaixo deste valor geralmente observa-se interferéncia
da fase mdvel. Na Tabela 5 encontram-se descritos os comprimentos de onda minimos

para que ndo se observe interferéncia da fase mével 1189,

Tabela 5. Comprimento de onda dos solventes mais utilizados.

Solvente UV (nm) minimo
Acetona 330
Acetonitrilo 200
Benzeno 280
Cloroférmio 245
Ciclohexano 210
Dimetil sulféxido 270
Etanol 210
Acetato de etilo 255
Hexano 200
Metanol 210
Agua 190
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Embora alguns eluentes possibilitem a andlise em comprimentos de onda mais
baixos, sugere-se a utilizacdo do comprimento de onda de um cromdéforo mais fraco, num
comprimento de onda mais alto.

Apesar de serem cada vez mais frequentes os detetores que fornecem dados
espectrais sobre os compostos em andlise, como acontece com os detetores de massas
gue, para além de serem universais, permitem obter o espectro de massa de cada um dos
analitos detetados, o detetor de PDA é um equipamento acessivel a maioria dos
laboratérios e tem sido projetado para uma gama de aplicagGes laboratoriais, incluindo
detecdo e quantificacdo de tracos de impurezas, identificacdo de compostos e

desenvolvimento de métodos 1182,

2.3.2. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC)

O HPLC é uma técnica de separacdo bem estabelecida sendo empregada nas mais
diversas areas, entre elas, quimica, forense, toxicoldgica, clinica e ambiental, para
solucionar inUmeros problemas analiticos. Durante os ultimos anos, muitas melhorias
vém sendo incorporadas a esta técnica, como desenvolvimentos de novas fases
estaciondrias e suportes cromatograficos, avancos na instrumentacdo, entre outros,
permitindo que analises mais rapidas e mais eficientes sejam alcancadas, corroborando
com a necessidade atual de aumentar o nimero de analises e o rendimento e reduzir os
custos (1831,

Em 2004, a ciéncia de separacdo analitica foi revolucionada com a introducao da

cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC) 84 (Figura 17).
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Figura 17. Esquema representativo de um UHPLC.

Esta técnica fundamenta-se nos mesmos principios de separa¢dao do HPLC, sendo
gue a instrumentacdo do UHPLC (bombas, injetores e detetores) apresenta maior
capacidade de funcionamento a pressdes acima dos 1000 bar (15000 psi). Este sistema foi
introduzido e adaptado as necessidades atuais, uma vez que permite o uso de colunas
com um comprimento mais reduzido (5-10 cm de comprimento e didmetros internos de
1-2,1 mm), assim como fases estaciondrias constituidas por particulas menores (didametro
inferior a 2 um), proporcionando um novo nivel de performance cromatografica 74 184,
Além disso, o consumo de solvente é relativamente inferior e o fluxo aplicado para a
passagem das amostras pela fase estacionaria pode ser mais elevado. A combinacdo do
tamanho das particulas com as altas velocidades lineares da fase mdvel permite um
aumento da resolugdo e uma maior sensibilidade de detecdo dos analitos presentes na
amostra. Todas estas vantagens vieram contribuir para uma reducdo do tempo de analise,
uma das principais dificuldades no HPLC [185-187],

Desde a introducdo do primeiro equipamento de UHPLC pela Waters Corporation,
em 2004, denominado de ACQUITY UPLC® System, que permitiu que a técnica fosse
empregue para além do meio académico e avaliada por diferentes usuarios. O UHPLC
vem, desde entdo, ganhando espaco em todas as dreas de aplicacdo do HPLC, em

decorréncia das suas principais vantagens. Além disso apresenta economia na fase
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estacionaria e fase movel, menor volume de amostra, facilidade de transferéncia de um
método desenvolvido por HPLC para UHPLC, grande variedade de colunas, de
equipamentos e de detetores disponiveis comercialmente e também apresenta a
capacidade de gerar menores quantidades de residuos atendendo, desta forma a Quimica
Verde [183],

Esta técnica veio despertar interesse na quantificacdo de compostos em andlises
farmacéuticas, biomédicas, ambientais e alimentares, destacando-se como um futuro
promissor da cromatografia liquida [187, 1881,

Relativamente ao estudo de ADs, vdarios trabalhos tém sido reportados
empregando o sistema UHPLC como método analitico. Em 2010 Nielsen et al. (2010)[8°
realizaram a quantificacdo de 52 compostos (fdrmacos, incluindo ADs, e drogas de abuso)
em amostras de cabelo, utilizando um UPLC-TOF-MS (cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espetrometria de massa com tempo de voo). As condicdes de UPLC-
TOF utilizadas foram uma modificacio do método descrito por Lee et al. (2009)1°%, sendo
a separacao cromatografica realizada com uma coluna HSS T3 Cig a 35°C e uma fase movel
composta por uma solucdo aquosa (contendo 0,05% de acido formico) e metanol a um
fluxo de 0,3 mL/min. Os autores verificaram que o método validado forneceu boa
eficiéncia de extracdo para os analitos estudados; no entanto, o componente TOF do UPLC
mostrou ser menos adequado para a quantificacdo de moléculas de baixo peso molecular,
como a anfetamina, devido a falta de linearidade e baixa sensibilidade causada por ruido
de fundo elevado. Apesar disso, o método continua a ser util para o rastreio dos
compostos analisados.

Recentemente, em 2014, Chambers et al. (2014)°1 propuseram uma
metodologia rapida, sensivel e robusta por UPLC-MS/MS (cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em tandem) para a monitorizacdo de
varios TCA em amostras de urina. As melhores condi¢des cromatograficas foram obtidas
com uma coluna BEH Cig a 35°C, utilizando uma solucdo aquosa com 0,1% de hidréxido
de amodnio e acetonitrilo como fases moveis, a um fluxo de 0,6 mL/min. Chambers e
restantes autores concluiram que a combinag¢do da SPE em modo misto, como técnica de
preparacdo de amostra, com a velocidade e sensibilidade do UPLC, facilitou o rdpido
desenvolvimento de um método bioanalitico robusto, altamente sensivel e rapido. A

aplicagao do método validado a amostras de pacientes, produziu resultados positivos em
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6 das amostras analisadas. No mesmo ano Montesano et al. (2014)'%? gpresentaram um
estudo de 96 compostos de diversas classes, incluindo ADs, em amostras de cabelo,
utilizando o mesmo sistema cromatografico que Chambers et al. (2014)*%1, As condicdes
cromatograficas utilizadas foram as mesmas utilizadas no trabalho descrito por Rosano et
al. (2011)1*%3] homeadamente, uma coluna HSS Cis a 50 °C e usando formato de amdnia
(5mM, pH 3,0) e uma solugao de acetonitrilo contendo 0,1% de acido férmico como fases
moéveis, a um fluxo de 0,4 mL/min. Segundo os autores, o método apresenta um amplo
potencial na andlise de amostras de cabelo, uma vez que o intervalo de analise permite a
adicdo de novos analitos devido a versatilidade do processo de extracdo e do sistema
cromatografico.

A Tabela 6 proporciona uma visdo geral dos trabalhos publicados entre 2006 e
2015, que recorrem a técnicas cromatograficas para analise dos ADs em estudo em

diferentes fluidos biolégicos.
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Tabela 6. Métodos analiticos para a determina¢dao dos ADs em estudo em fluidos
bioldgicos.

Técnica de

. Amostra preparaga Método LOD Recuperagao
Analit e Ref.
naitos (volume) oda analitico (ng/mL) (%) €

amostra
FLX Urina 5,7%x 103
. ’ - [113]
NORFLX (5 ml) SPE GCMS o lgs 9521061
FLX Urina 0,010
- ’ - 52]
NORFLX (3 mL) SPME HPLC-DAD 0,010
CLP Urina DLLME HPLC-UV 7 x 103 97 [194]
(5 mL)
FLX Saliva 76,4
CLpP (1 mL) SPE LC-MS/MS 63,2 - (195]
DESCLP 51,5
Plasma
FLX MEPS LC-UV - 92 -97 (151]
(400 pL)
FLX Plasma e IPME  HPLC-FD ; 70,9 [196)
(2 mL)
CLP Sangue HPLC-DAD
T LLE LC-QTOF- - . [197]
(100 pL) PPT MS
Urina
LP EME -FID 75 x 1073 [198]
C (2,1 mL) GC 0,75 x 10 89
Sangue
LP EChERS  LC-MS/M 73 x 103 2 [170]
o (500 L) QUEChERS LC-MS/MS 0,73 x 10 8
Plasma
FLX PE LC-MS/M - 1,8-94 [199]
200u) O C-MS/MS 91,8-94,8
Plasma Injecao UPLC-
FLX 92,2-93,8  [200
(100 pL) direta MS/MS ’ ’

Abreviaturas: CLP — clomipramina; DESCLP — desmetilclomipramina; DLLME — microextragao liquido-liquido dispersiva; EME —
Extracdo por eletromembrana; FLX — fluoxetina; GC-FID — cromatografia gasosa acoplada ao detetor de ioniza¢do de chama;
GC-MS — cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa; HF-LPME — microextragao de fase liquida baseada em fibra
oca; HPLC-DAD — cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de diodos; HPLC-FD — cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao detetor de fluorescéncia; HPLC-UV — cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor
ultravioleta; LC-MS/MS — cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem; LC-QTOF-MS — cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa com hibrido quadrupolo de tempo de voo; LC-UV — cromatografia liquida acoplada
a um detetor ultravioleta; MEPS — microextracdo por sorvente empacotado; LLE — extragdo liquido-liquido; NORFLX —
norfluoxetina; PPT — precipitagdo de proteinas; SPE — extracdo em fase sélida; QUEChERS — Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe; SPME — microextragdo em fase sélida; UPLC-MS/MS — cromatografia liquida de ultra performance acoplada
a espectrometria de massa em tandem.
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CAPITULO Il - OBJETIVO DO TRABALHO
3.1. JUSTIFICAGCAO DO TEMA E OBJETIVO DO ESTUDO

As doengas mentais sao doencas de etiologia complexa, abrangendo alteragdes ao
nivel da cognig¢ao, das emogdes e do controlo comportamental. De acordo com o “Estudo
Epidemiolégico Nacional de Morbilidade Psiquidtrica: Prevaléncia, fatores de risco, carga
social e econdmica e utilizacdo de servicos”, - Portugal apresenta-se como o pais da
Europa com maior prevaléncia de doengas mentais. Em 2009, um em cada cinco
portugueses sofreu de uma doenga psiquiatrica (23%) e aproximadamente metade (43%)
ja teve uma destas perturbac®es durante a vida 294,

As desvantagens sociais, periodos de crise econdmica e mudancas adversas no
estatuto socioecondmico sdo fatores que levaram a um aumento consideravel do
consumo de antidepressivos ao longo da ultima década. O facto de serem bastante
comercializados, ndo sé através de farmacias mas também de forma ilegal, tem
contribuido para o aumento dos casos de etiologia médico-legal suicida.

Devido a fatores como o uso irracional de medicamentos devido a prescricdo,
dispensa ou venda inapropriada, e a toma inadequada dos medicamentos por parte dos
pacientes, torna-se fundamental realizar um rastreio destas substancias. Assim sendo, e
tendo em conta o risco de intoxicacdo advém a necessidade de elucidacdo de novas
técnicas que permitam fazer um controlo mais rigoroso dos niveis de tais farmacos em
fluidos bioldgicos. Com essa atitude interventiva, podera ser exequivel conciliar o avango
da tecnologia com os objetivos de uma pratica clinica de exceléncia.

O presente trabalho teve, assim, como objetivo desenvolver e validar duas
metodologias analiticas para a determinacdo da fluoxetina e da clomipramina, dois
antidepressivos de geracoes diferentes em amostras de urina, baseadas nas mais recentes
técnicas de extracdo, a microextracdao por sorvente empacotado (MEPS) e o QUEChERS e
posterior analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao detetor de
fotodiodos (UPLC-PDA). Deste modo, as metodologias desenvolvidas poderdo ser

aplicadas de futuro tanto em contexto clinico como forense.
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CAPITULO IV - PARTE EXPERIMENTAL
4.1. PADROES E REAGENTES

O padrdo analitico de cloridrato de fluoxetina (grau de pureza 98%) foi obtido
através da Cayman Chemicals (Michigan, EUA); o cloridrato de desmetilclomipramina
(grau de pureza 99,7%) foi adquirido a LGC (Luckenwalde, Alemanha) e a norfluoxetina
(grau de pureza 99%) e o cloridrato de clomipramina foram ambos obtidos através da
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg, Alemanha). A clozapina (usada como padrao
interno) (grau de pureza 98%) foi fornecida pela Cayman Chemicals (Michigan, EUA).

Os solventes organicos como o metanol, acetonitrilo e acetato de etilo foram
fornecidos pela Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido) e o 4cido férmico 98% P.A.
foi adquirido a Panreac (Barcelona, Espanha).

A 34gua ultra pura utilizada ao longo deste trabalho apresenta uma resistividade
minima de 18,2 MQ.cm™ a temperatura ambiente, tendo sido produzida num sistema de
purificacdo de agua Milli-Q da Millipore (Bedford, EUA).

Os sais utilizados no procedimento do QUEChERS, nomeadamente o cloreto de sddio
(grau de pureza 99,8%), o sulfato de magnésio anidro (grau de pureza 99,5%), o citrato de
trisddio dihidratado (grau de pureza 99%) e o hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado
(grau de pureza 99%) foram adquiridos a Sigma-Aldrich Corporation (Steinhein,

Alemanha).

4.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para a preparacdo de solucbes e processamento das amostras, foram utilizados os
seguintes equipamentos: agitador de vértex, modelo Maxi Mix PlusTM da Thermolyne;
balanca analitica, modelo PA114 da OHAUS® PioneerTM; centrifugadora, modelo Sigma
1-6P da Sigma Laborzentrifugen; medidor de pH, modelo 691 pH meter da Metrohm;
placa de agitacdo, modelo MR 3001 da Heidolph e seringa analitica automatizada, modelo
eVol® XR da SGE Analytical Science.

As amostras foram analisadas utilizando um sistema de cromatografia liquida de
ultra eficiéncia da Waters Acquity UPLC H-Class (Mildford, MA, EUA) equipado com
detetor de fotodiodos, modelo 2996 da Waters (Mildford, MA, EUA), e operado a partir
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do software Empower 2 (Waters Corporation). Foi usada uma coluna analitica Acquity
UPLC® HSS T3 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um de diametro da particula) e uma pré-coluna
VanGuard™ (5 mm x 2,1 mm, 1,8 um de diametro da particula) da Waters.

Foi utilizado material de uso corrente como materiais de vidro para medicdes
volumétricas (balGes volumétricos e pipetas) de classe A da Labbox, micropipetas da
Orange Scientific, modelos Tipor V+ e Tipor VN, (calibradas por gravimetria
periodicamente) de diferentes capacidades maximas, variando entre 2 puL e 10000 pL e as
pontas descartaveis usadas nas micropipetas sdao da Gilson® Frilabo.

As amostras bioldgicas, nomeadamente de urina, foram colhidas em frascos de
pldstico esterilizados com dispositivo de transferéncia integrado de capacidade mdaxima
100 mL e transferidas para tubos de urina de capacidade 10,5 mL da Vacuette®. As
amostras foram filtradas com o auxilio de seringas de plastico de capacidade maxima 20
mL e filtros de seringa 0,22 um de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos da BGB®. A urina
filtrada foi distribuida em aliquotas de 2 mL para tubos de microcentrifuga estéreis da
BlOplastics BV.

Os sorventes, contendo as fases estacionarias, utilizados na seringa analitica eVol®
XR foram obtidos a SGE Analytical Science e a Fisher Scientific. Os vials de 1,5 mL de
capacidade e os insertos de 250uL cénicos de vidro, onde foram colhidos os extratos apds
MEPS, foram adquiridos a Waters (Mildford, MA, EUA).

Para a metodologia por QUEChERS, foram utilizados tubos falcon® de fundo
coénico, esterilizados, graduados, com tampa de rosca de capacidades 15 mL e 50 mL,
fornecidos pela VWR® (Carnaxide, Portugal). Os tubos clean up DisQUE™ de capacidade 2
mL, tampa verde contendo 150 mg MgSQ4, 25 mg PSA e 25 mg Cis foram adquiridos a
Waters (Mildford, MA, EUA).

As fases mdveis usadas na cromatografia liquida foram filtradas a vacuo por um
sistema de filtracdo All-Glass da Millipore e armazenadas em frascos de vidro de

borosilicato, da VWR® (Carnaxide, Portugal).

4.3. PREPARAGAO DE PADROES, SOLVENTES E SOLUGOES

Foram preparadas solucGes padrdao em metanol na concentracdo final de 1000

ug/mL dos padroes individuais das substancias, incluindo o padrdo interno, tendo sido

96



Parte Experimental

posteriormente armazenadas a -20 °C, ao abrigo da luz. Por diluicao destas solugdes
padrdo prepararam-se solucées de trabalho a 100 pg/mL, em metanol.

Para a otimizagdo dos dois métodos (MEPS e QUEChERS), prepararam-se solugdes
de trabalho a 10 pug/mL, numa amostra de urina branca, tendo sido depois armazenadas
a-20 °C, ao abrigo da luz.

Para a construgao da curva de calibragao, foram preparadas solu¢des de diferentes
concentracdes (de 0,1 a 5,0 ug/mL), por diluicdo das solugbes de trabalho numa amostra
de urina branca. As gamas de concentracao foram selecionadas de acordo com a dose
terapéutica e da sensibilidade do UHPLC-PDA.

Para a preparacdo de dgua contendo 0,1% de acido férmico (H20 (0,1% FA)) (250
mL), adicionou-se 250 uL de acido férmico a 250 mL de agua ultra pura.

A solucdo metanol/ acetonitrilo (80:20, v/v) (100 mL) foi preparada adicionando
80 mL de metanol a 20 mL de acetonitrilo.

A solugdo de agua contendo 0,1% de acido férmico/ acetonitrilo (90:10, v/v) (100
mL) foi preparada através da adicao de 90 mL de H;0 (0,1% FA) e de 10 mL acetonitrilo.

Para a preparacdo da solugdo de dgua contendo 0,1% de acido formico/ metanol
(90:10, v/v) (100 mL), adicionou-se 10 mL de metanol a 90 mL de H,0 (0,1% FA).

Todas as solucdes foram filtradas a vacuo por um sistema de filtracdo All-Glass da

Millipore.

4.4. PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS DE URINA

As amostras de urina utilizadas no decorrer deste trabalho como amostras brancas
foram obtidas de voluntarios do Centro de Quimica da Madeira (CQM), ndo consumidores
de ADs.

As amostras provenientes de pacientes da Casa de Saude S. Jodo de Deus do Funchal
(ISID), foram colhidas em frascos de plastico esterilizados, com dispositivo de
transferéncia integrado (Vacuette®), e posteriormente transportadas para o laboratorio
do CQM, numa caixa térmica apropriada para o transporte de amostras bioldgicas.

Tanto as amostras brancas como as amostras de pacientes foram transferidas
usando tubos para urina de capacidade mdaxima 10,5 mL da Vacuette® (tubos de plastico

com um vacuo pré-definido para aspiracao exata de volume) e depois centrifugadas a
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5000 rpm, durante 20 minutos. O sobrenadante foi, posteriormente, filtrado com filtros
de seringa 0,22 um PTFE, distribuido em aliquotas de 2 mL, em tubos de microcentrifuga

estéreis e armazenados a -20°C.

4.5. METODOLOGIA ANALITICA

A extragdo das substancias em estudo na urina foi realizada recorrendo a duas
técnicas de extracao, MEPS e QUEChERS, seguida da analise por UHPLC-PDA.
De seguida, serdo descritos os procedimentos de cada técnica de extracao

utilizada, assim como as condicdes cromatograficas utilizadas.

4.5.1. Processo de Extracao MEPS

De modo a selecionar as melhores condi¢des para a extragdao dos ADs em estudo,
foram testadas diversas varidveis que podem afetar a performance da MEPS. Fatores
como a natureza do sorvente, o volume de amostra, o nimero de ciclos de extragao, o
solvente de eluicdo e o respetivo volume e pH da amostra foram otimizados (ver Capitulo
V), usando um design experimental univariado, para estabelecer o equilibrio de particao
dos analitos em tempos mais curtos de andlise e obter a sensibilidade adequada para a
analise destes por UHPLC-PDA.

O processo de otimizacao foi realizado em triplicado e todos os ensaios foram
efetuados com recurso a uma seringa analitica automatica eVol® XR.

As condicdes 6timas foram selecionadas pela totalidade das areas dos picos de

cada antidepressivo, obtidos em cada parametro.

4.5.1.1. Procedimento de Extragdo MEPS Otimizado

Antes do primeiro ensaio, o sorvente de extra¢do foi condicionado com 250 uL da
solugdo metanol/ acetonitrilo (80:20, v/v), seguido de 250 pL de H,O (0,1% FA).
Posteriormente, procedeu-se a passagem de 500 pL de uma amostra branca de urina
fortificada com solucdo padrdo das substancias em estudo (10 pg/mL). Esta foi aspirada
através do sorvente e dispensada no mesmo vial cinco vezes a uma velocidade de cerca
de 20 pL/s. A lavagem foi realizada pela passagem de 100 pL H,0 (0,1% FA), seguida de
100 pL de uma solugdo de H,0 (0,1% FA)/ metanol (90:10) de forma a remover os

98



Parte Experimental

compostos interferentes. Os analitos foram eluidos, por duas vezes, com 500 uL da
solugdo metanol/ acetonitrilo (80:20, v/v).

Por fim, o extrato obtido foi evaporado até a secura sob corrente de azoto, ao qual
se adicionou 100 pL da fase modvel de entrada (H20 (0,1% FA)/acetonitrilo, 90:10, v/v).
Uma aliquota de 2 L foi, entdo, injetada no sistema cromatografico UHPLC-PDA.

Importa referir que para prolongar o tempo de vida do sorvente, se procedeu a
uma lavagem com 250 pL da solugdo metanol/ acetonitrilo (80:20, v/v), seguido de 250
uL de H,0 (0,1% FA). Este procedimento permitiu que o “efeito de memdria” (carry-over)
fosse reduzido e que o sorvente ficasse condicionado para a proxima extracao.

Na Figura 18 encontra-se apresentado o esquema do procedimento MEPS

otimizado.

Condicionamento
\ 250 pL MeOH:ACN (80:20, v/v) + 250 uL H,0 (0.1% FA)

Aspiracdo da amostra
!

| #5 x 500 pl urina fortificada

! | Lavagem

#100 pL H,0 (0,1 % FA}+ 100 pl H,0:MeOH (90:10, v/v)

Eluicdo

8250 pL MeOH:ACN (80:20, v/v)+ 250 pL H,O [0.1% FA}
I
m

T

Figura 18. Esquema do procedimento MEPS otimizado com recurso a eVol®.
4.5.2. Processo de Extragdo QUEChERS

Tal como no procedimento MEPS, na técnica extrativa por QUEChERS foi
igualmente necessaria a otimizacao, tendo sido testados varios parametros importantes,
tais como volume de amostra, solvente e sais de extracao e influéncia da etapa do clean
up (ver Capitulo V).

O processo de otimizacdo foi realizado em triplicado e as melhores condi¢des
foram selecionadas pela totalidade das areas dos picos de cada antidepressivo, obtidos
em cada parametro. Para testar cada variavel, partiu-se da metodologia original proposta

por Anastassiades et al. (2003)1>3],
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4.5.2.1. Procedimento de Extragdo QUEChERS Otimizado

O procedimento foi realizado com a adi¢dao de 2 mL de acetato de etilo (EtAc) a 2
mL de amostra branca de urina, fortificada com uma solucdo padrao das substancias em
estudo (10 pg/mL), num tubo falcon® de 15 mL. Agitou-se, manualmente, durante 15 s e,
posteriormente, através de agitacdo mecanica, com auxilio do vértex durante 1 min, de
modo a assegurar a interagdo do solvente com toda a amostra de urina. De seguida,
adicionou-se 0,2 g de NaCl, 0,8 g de MgSQ4, 0,2 g de citrato de trisédio dihidratado
(CeHsNas307.2H,0) e 0,1 g de hidrogenocitrato de sdédio sesquihidratado
(CéHeNa207.1,5H,0), ao tubo com a mistura homogeneizada e foi repetida a agitacdo. O
tubo foi centrifugado a 3000 rpm, durante 5 min e cerca de um 1 mL de sobrenadante foi
transferido para um tubo de clean up de capacidade de 2 mL, contendo 150 mg de MgSQa,
25 mg de PSA e 25 mg de Cis. Repetiu-se a etapa de agitacdo e o tubo foi centrifugado a
5000 rpm durante 3 min. Por fim o sobrenadante obtido foi evaporado a secura, sob
corrente de azoto, ao qual se adicionou 100 pL da fase mdvel de entrada (H20 (0,1%
FA)/acetonitrilo, 90:10, v/v). Uma aliquota de 2 pL foi, entdo, injetada no sistema
cromatografico UHPLC-PDA.

Na Figura 19 encontra-se apresentado o esquema do procedimento QUEChERS

modificado.

Agitacdo
Centrifugacdo

0,8g MgSO,
+
0,2g Nacl
+
0,2g CHsNa;0,.2H,0
+
0,1g CgHsNa,0,.1,5H,0

T 150 mg/mL Mgs0,
+
s 25 mg/mL PSA
+
25 mg/mL Cyq

Agitacdo
Centrifugacdo

Figura 19. Esquema da metodologia QUEChERS modificado e otimizado.
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4.5.3. Condig6es Cromatograficas

As analises cromatograficas foram efetuadas num equipamento de cromatografia
liqguida de ultra eficiéncia (UHPLC) da Waters, modelo Acquity UPLC H-Class, equipado
com um sistema de bombas quaterndrio com médulo de desgaseificacdo integrado, um
amostrador automatico, um forno de colunas e acoplado a um detetor de fotodiodos
(PDA, modelo 2996). Todo o sistema foi controlado a partir do software Empower 2
(Waters Corporation).

As condigdes cromatograficas foram otimizadas utilizando uma coluna analitica de
fase reversa Acquity UPLC® HSS T3 1,8 um (100 mm x 2,1 mm) e uma pré-coluna
VanGuard™ 1,8 um (5 mm x 2,1 mm).

A fase mével utilizada foi constituida por solugdo aquosa de acido férmico a 0,1%
e acetonitrilo com um fluxo constante de 0,250 mL/min. Durante cada corrida (10
minutos) foi utilizado o gradiente de fase mével apresentado na Figura 20, o que permitiu
uma adequada separacdo cromatografica dos compostos. As temperaturas da coluna e
do compartimento das amostras foram igualmente estabelecidas, sendo 30°C e 20°C

respetivamente.

#a Antidep_INST in Antidepressants as vinsaudemac/Administrator - Instrument Method Editor Q@@
File Edit View Help

Elg_‘ ﬁlﬁl Acqui Acqui ACQuI
UPLL UPLC UPLC

Rusternal Sample PDA
ronaqe. Ml Manager ||l Detector

ACQ-QSM ACQFTN| ACQ-PDA

ACQUH’Y Quaternary Solvent Manager

General IMlsc | Data |

Solvents Pressure Limits il
A |0.1%ac fomico v _] Low: [D psi ]
B = High: [15000  psi
c v
D |Acetonitrile v Seal Wash Period: [5.00 min
Gradient:
A | Time | Fow %A | %8 | %C | %D | Curve li]
(mL/min)
1 0.250 90.0 0.0 0.0 10.0
2 050 0.250 90.0 0.0 0.0 10.0 ]
3 |1.50 0.250 65.0 0.0 0.0 35.0 6
4 |[3.00 0.250 60.0 0.0 0.0 40.0 6
5 |5.00 0.250 50.0 0.0 0.0 50.0 6
6 |7.00 0.250 40.0 0.0 0.0 60.0 ]
7 [8.00 0.250 30.0 0.0 0.0 70.0 6
& [10.00 0.250 90.0 0.0 0.0 10.0 6
9
10 _1]
Comment: _’

Ready

Figura 20. Gradiente de fase mével do UHPLC-PDA usado na separagao das substancias em
estudo.

101



Parte Experimental

Foram estabelecidos trés canais diferentes, nomeadamente, 227, 239 e 252 nm,
gue correspondem ao comprimento de onda maximo de cada composto, incluindo o PI,

para a detegdo das substancias em estudo.

4.6. VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

A fiabilidade dos resultados analiticos é um pré-requisito para uma correta
interpretacdo dos resultados toxicolégicos na avaliagdo dos estudos cientificos, bem como
no trabalho de rotina. Em qualquer das situagGes, os dados pouco fidveis podem levar a
super ou subestimacado dos efeitos, a falsas interpretacdes e a conclusées indevidas, que
por sua vez podem resultar no tratamento errado do paciente ou na contestagdo em
tribunal nos casos judiciais. Deste modo, a utilizacdo de novas técnicas exige um
desenvolvimento rigoroso e uma validagdo minuciosa do método 1202,

A validacdo de um método analitico torna-se, assim, uma etapa fulcral, uma vez que
permite que o laboratdrio possa implementar e cumprir rigorosos critérios de qualidade.
Diversos critérios sdo avaliados de modo a comprovar a adequacdo da metodologia para
as analises estudadas, nas condi¢des avaliadas. Este processo garante, assim, qualidade e
idoneidade do método, tomando como corretas as suas especificacdes e dando
credibilidade aos resultados obtidos 12031,

A conformidade da metodologia deve ter alguns parametros obrigatdrios, tais
como seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade/curva de calibragdo, limites de detecdo
e de quantificacdo, recuperacdo e efeito de matriz. No presente trabalho, ambas as
metodologias MEPS/UHPLC-PDA e QUEChERS/UHPLC-PDA, foram validadas nestes
parametros seguindo as normas da Associacdo de Laboratdrios Acreditados de Portugal
(Relacre) 1294 e de guias internacionais como a Food and Drug Administration (FDA) (2051 e

o International Conference on Harmonisation (ICH) (2081,

4.6.1. Seletividade

A seletividade de um método experimental de separacado pode ser definida como
a capacidade para distinguir o(s) analito(s) de interesse de forma inequivoca numa matriz

complexa, sem a interferéncia de outros elementos eventualmente presentes na amostra

[207] .
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O termo seletividade pode ser muitas vezes confundido com especificidade. Um
método instrumental que fornece uma resposta para um Unico analito é designado de
especifico e aquele que responde a diversos analitos, mas que consegue distinguir a
resposta de um analito de todas as outras respostas, sera denominado de seletivo 27,

Dado que hd poucos métodos cromatograficos que respondem a apenas uma
substancia, segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 2%, o
termo seletividade torna-se mais apropriado.

A fim de provar que o método é seletivo, a auséncia de sinais interferentes tem de
ser demonstradal?®l. Para tal, selecionaram-se amostras de urina provenientes de
diferentes voluntarios saudaveis. O estudo envolveu um total de vinte amostras, isentas
dos analitos em estudo, as quais foram denominadas de amostras brancas. As 20 amostras
colhidas foram misturadas de forma aleatéria em grupos de 4, constituindo-se assim 5
misturas (pools). Cada um dos pools foi dividido em duas aliquotas de urina (2,5 mL). A
uma das aliquotas apenas se adicionou o Pl na concentragdo de 2,5 ug/mL, enquanto que
a segunda aliquota foi fortificada com uma mistura padrdao dos antidepressivos em
estudo, incluindo o PI, a concentragdo de 2,5 pg/mL. A ambas foram aplicados os dois
métodos desenvolvidos, MEPS/UHPLC-PDA e QUEChERS/UHPLC-PDA. Os cromatogramas
obtidos foram entdo comparados, avaliando-se a existéncia, ou ndo, de interferentes nos

tempos de retengdo dos diferentes analitos.

4.6.2. Linearidade

A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade deste produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentra¢cdao do analito na amostra,
numa determinada faixa de concentracdes 1219, E recomendavel que este estudo seja feito
com pelo menos 5 concentragdes distintas 211,

Para a maioria das técnicas analiticas, a linearidade é expressa através da
correlacdo entre a resposta do equipamento (p. ex. drea ou altura do pico cromatografico)
e a concentragdo do analito. Essa correlagao pode ser representada matematicamente

pela curva de calibragdo e expressa pela equagao de regressao linear:

y=ax+b (equagdo 1)
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Onde:

y é a resposta do equipamento, a o declive da reta, x a concentracdo do analito e b a
ordenada na origem.

Esta expressao matematica foi depois utilizada para o calculo da concentragao do
analito a ser determinado na amostra real.

Os parametros da regressdao obtidos pelo método dos minimos quadrados (o
declive, a ordenada na origem e o coeficiente de correlacdo) traduzem a relagdo linear
dos dados experimentais, permitindo extrair informacdo sobre o método analitico. Os
coeficientes de correlacdo linear (R) e de determinac3o (R?) sdo utilizados para traduzir a
adequabilidade de um modelo linear aos valores experimentais, devendo ser proximos de
1 de forma a garantir um melhor ajuste dos resultados (menor dispersao do conjunto de

pontos experimentais e menor incerteza dos coeficientes de regress3o estimados) (2121,

4.6.2.1. Padronizac¢ao

A construcdo da curva de calibragdo pode ser realizada por padronizagdo interna,
externa ou ainda por adicdo de padrdo. A padronizacdo externa é utilizada para amostras
gue nao precisam de um pré-tratamento extenso. Os padrdes de calibra¢do sao obtidos
pela adicdo de concentracGes conhecidas do analito na matriz e ao ser aplicado para
analises de amostras desconhecidas, compara-se a drea do pico do analito a ser
quantificado com as areas obtidas a partir dos padrdes de calibracdo 2132151, No entanto
a padronizacdo interna foi o método selecionado para este trabalho, consistindo na
preparacao de padrdes de calibracao contendo diferentes concentragdes do analito, nos
guais se adiciona uma concentracdo fixa de padrdo interno (Pl). Este método permite
avaliar a variacdo da resposta em funcdo de manipulagbes da amostra (p. ex.
concentracdo, extracdo, preparo da amostra), sendo o método de escolha para anadlises
em matrizes biolégicas, quando ndo se trabalha com injecao direta de amostras. Neste
tipo de padronizacdo, o modelo de regressao e o grafico sdo elaborados pela relagdo entre
a razdo das dareas (area do analito/area do PI) com as concentracdes do analito. Na
aplicagcdo do método, as amostras desconhecidas sdo analisadas apds a adicdo da mesma

quantidade do padr3o interno [213],
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Na cromatografia liquida, o Pl é muito utilizado para compensar as diferencas
entre analises, sobretudo da eficiéncia da extracdo e da reprodutibilidade entre injecdes
(2111 Este deverd ser quimicamente semelhante aos analitos que se pretendem analisar,
ser altamente puro e ndo deve reagir com nenhum dos componentes da amostra. Além
disso, devemo-nos certificar que o pico referente ao padrdo interno se encontra bem
resolvido dos demais picos dos componentes da amostra e eluir préximo ao sinal do
analito 2181, Preferencialmente, sdo escolhidos padrdes deuterados como padrdes
internos, por serem compostos que nao existem na natureza, nem existirdo na amostra
biolégica, a ndo ser que sejam adicionados a mesma e por serem o mais semelhante
possivel aos analitos. No entanto, devido ao facto dos ADs em estudo apresentarem
diferencas estruturais, e uma vez que os padrdes deuterados sdo mais dispendiosos,
testou-se inicialmente a clonidina, um anti-hipertensor como PI. Esta escolha teve em
conta os trabalhos de Hassan [27], de Vecchione et al. (2012)1218], entre outros, onde
usaram a clonidina como Pl na determina¢do e quantificacdo de diversos farmacos
psicotrdpicos, incluindo os ADs. Porém, os resultados ndo foram satisfatdrios, visto que
ndo se obteve uma boa eficiéncia de extracdo com este composto, nem a resolucao
cromatografica mais adequada.

Posto isto, optou-se por escolher a clozapina, um antipsicético, como Pl. Apesar
de ser um composto comercializado em Portugal, esta escolha mostrou ser a mais
adequada, visto ser um dos padrdes disponiveis no laboratério, apresenta um bom
comportamento cromatografico e ndo interfere com os outros analitos nem com a matriz
bioldgica utilizada. Para além disso, a sua estrutura é triciclica como a CLP apresentando
algumas propriedades quimicas semelhantes como a hidrofobicidade e a basicidade e j3a
foi utilizada como PI na determinacdo de antipsicoticos como demonstra o relatério da
Waters (219,

De modo a garantir a auséncia deste composto nas amostras de pacientes, efetuou-
se um pequeno inquérito, onde se solicitaram algumas informacg6es adicionais acerca do
paciente (ver anexos).

Assim, para a determinacdo da linearidade, prepararam-se quatro curvas de
calibracdo, uma para cada substancia em estudo, com 7 pontos de concentracdes que
variam entre 0,1 a 5 ug/mL, por fortificacdo de aliquotas de 2,5 mL de urina, isentas dos

analitos em estudo. A cada uma das amostras de calibragdo adicionou-se o Pl (2,5 pg/mL)
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e, adotando as metodologias otimizadas descritas na sec¢do 4.5.1.1. e 4.5.2.1. procedeu-
se a extracdo e analise. A gama de trabalho deve incluir o intervalo de concentracdes do
analito na matriz em estudo, a concentra¢ao de cada amostra deve situar-se numa zona
robusta da curva de calibracdo e o limite inferior da gama de trabalho deve ser igual ou
superior ao limite de quantificacdo do método (229,

As estimativas obtidas na regressdo e a representacao grafica da funcgao, sé por si,
n3o sdo suficientes para estabelecer a linearidade %4, Posto isto, foram realizados alguns
testes estatisticos, como o teste de Mandel ou teste de Fisher/Snedecor e a andlise de
residuos, de modo a complementar a linearidade do método.

O teste de Mandel, também conhecido por teste de Fisher/Snedecor, permite a
comparacao de dois métodos através de modelacdo por minimos quadrados — um linear
e outro ndo linear (polinomial) — para testar a linearidade do conjunto de dados que
proporciona um melhor ajuste dos pontos da curva de calibrac3o 2212221, A diferenca de
variancias é calculada pela equagdao 2 e posteriormente o valor de teste (TV) obtido
(equagdo 3) é comparado com o valor tabelado da distribui¢cdo F de Fisher/Snedecor (N-
1; N-1;a), para um grau de confianca de 95%. Se o TV calculado for inferior ou igual ao
Feritico @s diferencgas entre as variancias ndo sdo estatisticamente significativas, o que indica
gue a funcao polinomial ndo conduz a um ajustamento significativamente melhor, e por
isso, a funcdo de calibragdo mais adequado é a linear 12221, Por outro lado se o TV calculado
ultrapassar o valor de Feriico as diferencas de variancias sdo estatisticamente significativas,
indicando que a funcdo de calibracdo é nao linear e por isso a gama de trabalho deve ser
reduzida tanto quanto possivel de forma a cumprir a alternativa, segundo a norma ISO
8466-2 2331, Caso n3o seja possivel, devera ser utilizada uma funcdo de calibragdo n3o

linear 2041,

DS? = (N —-2) x Sﬁ/x —(N-=-3)x S;Z (equagdo 2)

Em que:

N representa o numero de amostras de calibragao;
Sﬁ/ a variancia da correlagdo linear;
X

532/2 a variancia da correlagdo ndo linear (quadratica).
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TV = (equagdo 3)

A analise da regressao linear e nao linear foi realizada usando uma folha de calculo
Excel do Windows. Por fim, realizou-se uma analise de residuos, a qual baseou-se na
avaliacdo da distancia entre os valores de y experimentais e os valores y’ ideais da curva
de calibracdo. Efetuou-se uma representacao grafica dos valores dos residuos em funcao
das concentragdes para verificar a linearidade do modelo escolhido anteriormente pelo
teste de Mandel. Para a existéncia de linearidade na gama de concentragao escolhida, foi
definido que os valores deviam ter um desvio igual ou inferior a 10%, ou seja, estar
compreendidos entre 0 e 10%. Caso existam residuos com um desvio superior a 10%, estes
devem ser excluidos, sendo necessdrio reduzir a gama de concentracdes e aplicar

novamente o teste até que os requisitos sejam satisfeitos 2241,

4.6.3. Limites de Detec¢ao e quantificagdo

O limite de detegdo (LOD) é definido como a menor quantidade do analito
presente na amostra que pode ser detetada mas ndao necessariamente quantificada com
um valor exato. O limite inferior de quantificacdo (LLOQ) define-se como a concentragao
mais baixa do analito, numa amostra, que pode ser determinada quantitativamente com
valores de precis3o e exatid3o aceitaveis 293225, Segundo a FDA [2%%] o padrdo mais baixo
da curva de calibracdo pode ser aceite como limite de quantificacdo se a resposta
produzida pelo analito for, no minimo, 5 vezes a resposta da linha de base obtida pela
amostra branca e se o pico do analito for identificavel, discreto e reprodutivel com uma
precisao de 20% e valores de exatiddo +20%.

Ambos os limites dependem do analito, da matriz da amostra, do método
escolhido para andlise, das condicdes laboratoriais e do equipamento, assim como de
toda a sequéncia analitica 2%, Existem varios métodos para a determinac¢do do LOD e do
LOQ [208], Neste trabalho, o estudo destes pardmetros foi baseado no método de
calibracdo, cuja metodologia é mais ldgica e linear, sendo teoricamente obtidos os valores

verdadeiros dos limites (2991, O calculo dos limites foi, assim, efetuado com base nos dados
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das curvas de calibragdo obtidas na linearidade para cada composto em estudo e

mediante a aplicacdo das seguintes funcdes matematicas:

Lop = B3 % Sy/x) (equagdo 4)
b

L0Q = (10 X Sy/x) (equagdo 5)
b

Onde, S,/ representa o desvio padrdo residual e b o declive da curva de calibragdo.

4.6.4. Precisao

A precisdo de um método analitico exprime o grau de variacdo (dispersdo) entre
uma série de medicdes obtidas de multiplas amostragens da mesma amostra, sob as
mesmas condig¢des. Preferencialmente, o estudo da precisao deve recair sobre amostras,
de forma a minimizar os efeitos de matriz. Este € um parametro que pode ser medido pela
repetibilidade, precis3o intermédia e reprodutibilidade 293,

A repetibilidade, também denominada de precisdao intra-dia ou intra-ensaio,
exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado com condigdes idénticas, isto &,
refere-se a ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em condi¢des tdo estaveis
guanto possivel, como por exemplo, mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo
equipamento, mesmo tipo de reagentes durante um periodo de tempo reduzido 294, Este
parametro foi estudado em conjunto com a precisdo intermédia.

A precisdo intermédia, também designada por precisdo inter-dia, refere-se a
precisdo avaliada utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios
diferentes, mas definindo exatamente quais as condi¢des a variar, tais como: diferentes
dias de andlise, diferentes analistas, diferentes equipamentos. Esta medida de precisdo é
reconhecida como a mais representativa de variabilidade dos resultados num laboratério
e, como tal, mais aconselhavel para se usar 2261,

Por fim, a reprodutibilidade ou precisdo inter-laboratorial, obtém-se quando todos
os fatores sdo diversificados durante a execucdo do método analitico, inclusive o
laboratdrio. Neste trabalho ndo se efetuou o estudo da reprodutibilidade, uma vez que
esta pressupde o envolvimento de outros laboratérios para a realizagdo dos ensaios inter-

laboratoriais.
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Neste trabalho, a precisdo expressa pela percentagem do desvio padrao relativo
(RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV), foi avaliada através da
injecdo de extratos obtidos de ambas as metodologias em estudo (MEPS e QUEChERS).
Estes foram preparados por fortificagdo de amostras brancas de urina a trés niveis de
concentracdo diferentes, nivel baixo (LL), médio (ML) e alto (HL) da curva de calibragdo
(0,1 pg/mL, 2,5 pg/mL e 5 pg/mL, respetivamente). Foram analisadas trés réplicas (n = 3)
no mesmo dia para obter a repetibilidade e para a avaliacdo da precisdo intermédia,
analisaram-se seis réplicas de cada nivel durante cinco dias ndo consecutivos (n = 15).

Depois de aplicados os métodos, foram obtidas as areas relativas para cada
substancia, em replicado, e calculou-se a média, desvio padrao (s), e o coeficiente de

variacdo (CV ou RSD) (equagdo 6 e 7).

V2 x, — (X) (equagao 6)

(n—-1)

S ~
RSD ou CV(%) = (f) x 100 (equaggio 7)

Onde, X é a média aritmética de um pequeno nimero de medigdes; x; o valor individual
de uma medi¢do e n o nimero de medigdes.

Posteriormente os resultados foram tratados por aplicacdo da ferramenta ANOVA
(fator unico), através da qual podem ser extraidas estimativas da repetibilidade e da
precisdo intermédia, de acordo com a norma ISO 5725 12201, As expressdes utilizadas

encontram-se apresentadas na Tabela 7 e na Tabela 8.

Tabela 7. Tabela ANOVA (fator unico) (227, 228],

Fonte Média Quadratica (MQ)  Graus de Liberdade (g.l.)
Entre grupos P (X —X)2 -1
grup MSrun — "2z = %) p
p—1
Dentro de grupos Sy — X (X — X)? p(n—1)
p(n—1)
Total pn—1
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Tabela 8. Calculo das estimativas das varidancias para o modelo experimental utilizado no
estudo da repetibilidade e precisdo intermédia 227, 2281,

Variéncia Expressdo
Variéncia da Repetibilidade (S%) Sf = MS,
Variéncia da precisdo “Between-run” 52 = MSyyn — MS;
(%) "
Varidncia da Precisdo intermédia (S%) St = (SF) + (Sfun)

Onde p é o numero de sequéncias de analises para cada nivel de concentragdo
(uma sequéncia por cada dia); n é o niumero de replicados efetuados em cada sequéncia;
X;j representa um replicado individual (replicado j) obtido na sequéncia i; X, representa

a média de n replicados obtidos na sequéncia i; X é a média das médias de p

sequéncias!??’l,

4.6.5. Exatiddao

A exatiddo descreve a proximidade, ou a concordancia, entre o resultado obtido
na medi¢do e o valor de referéncia aceite convencionalmente como verdadeiro [2%4, Esta
é determinada por intermédio da precisdo do método, devendo-se elaborar no minimo,
cinco anélises de trés gamas diferentes de concentrac¢des (baixa, média e alta) 22°1.

A exatiddo de um método é afetada por erros sistemdticos (Bias) e por erros
aleatérios (precisdo), porém ¢é comumente usada apenas para avaliar os erros
sistematicos. Os processos normalmente utilizados para avaliar este parametro sdo o uso
de materiais de referéncia certificados (MRC), com a participacdo em comparacgdes inter-
laboratoriais e a realizacio de ensaios de recupera¢do 24, Na auséncia de MRC, a
impossibilidade de ensaios inter-laboratoriais e a inexisténcia de um método de
referéncia, a veracidade do método analitico pode ser avaliada através dos valores de
recuperacdo absoluta obtidos a partir da andlise de amostras fortificadas (adicdo de uma
quantidade conhecida de analito a matriz branca) 22 230 Este procedimento pode ter
algumas limitacGes, uma vez que a estimativa da recuperacao obtida em amostras

fortificadas pode ser distinta da que seria obtida numa amostra real 81, No entanto,
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considera-se que a fortificagdo de amostras liquidas pode constituir uma representacgao
razoavel dos analitos em amostras reais 231,

A metodologia experimental utilizada para o estudo da exatiddo foi a mesma que
a descrita anteriormente para a precisdo intermédia. A exatiddo, em percentagem, pode
ser expressa como o erro médio relativo da concentragdao estimada (EMR ou Bias)

(equagdo 8) para cada nivel de concentracdo ou como recuperagdo percentual 2001,

(Concentracgao calculada — Concentragao tedrica) y (equagdo 8)

100

Concentracao teorica

Como referido anteriormente, quando se utilizam amostras fortificadas a
estimativa da recuperacdo obtida pode apresentar diferencas em relacdo as amostras
reais. Neste caso, os resultados analiticos devem ser corrigidos para esses erros
sistematicos, de maneira a que o valor final seja rastreavel. Além disso, a incerteza dos
resultados deve ser calculada como medida de confianga 2?71,

Neste trabalho, estimou-se a incerteza associada a recuperacdo de ambas as
metodologias desenvolvidas, MEPS/UHPLC-PDA e QUEChERS/UHPLC-PDA. Para tal,
determinou-se a recuperagao do método em percentagem (R;), isto é, a razdo entre o
valor observado (Cobs) € 0 valor esperado (Crorr) (equagdao 9) de forma a investigar a
existéncia de erros sistematicos, definir fatores de correcdo e estimar a incerteza
associada a recuperacdo do método analitico 239, Posteriormente, procedeu-se ao célculo

da recuperac¢io média (R) segundo a equagdo 10, para cada gama de concentracio.

R — Cobs (equagio 9)
' Cfort
7 PR (equagdo 10)
p

Onde:
p representa o numero de grupos (dias);
R; é a recuperagdo média de n replicados obtidos em condigdes de repetibilidade.

Através do teste t-Student, calculou-se o valor de teste (t.,,) pela equagdo 11, de
modo a averiguar se a recuperacao média em percentagem era estatisticamente diferente

da unidade (que corresponde a 100%) para cada gama de concentragdo 230 231],
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|1 — R] (equagdo 11)
exp — User
Uss = Sobs
#R Jp (equagdo 12)

Em que:
Uy, representa a incerteza na recuperagdo média;
Sops € 0 desvio padrao de p valores de R; obtidos em condigdes de precisdao intermédia

O valor de teste obtido é comparado com o valor de t tabelado bilateral (t.i¢),
para p — 1 graus de liberdade e um intervalo de confianga de 95%.

Se texp < teri,entdo R ndo é significativamente diferente de 100% 2271 e Uy é
calculado de acordo com a equagdao 13. No entanto se tx, > tcrir, €ntdo R é
significativamente diferente de 100%. Quando ndo sdo introduzidos fatores de corregao,
Ug é calculado de acordo com a equagao 14. Neste caso, a incerteza é aumentada de

forma a contemplar este fator adicional de incerteza 1239,

Uor (equagao 13)
Ug =—

(equagao 14)

Em que:
k é o fator de cobertura, a qual serd utilizada para o calculo da incerteza expandida.

4.6.6. Eficiéncia de Extragdo

A eficiéncia ou rendimento de extracdo de um analito (EE %), também denominada
por recuperacao, é a relacdo percentual entre a resposta obtida pelo detetor a partir de
uma amostra com uma quantidade de analito, previamente extraida, e a resposta desse
detetor para a mesma quantidade de analito teoricamente presente (sem extracdo). A
recuperacdo indica portanto a eficicia da extracdo de um método analitico. A
recuperacdo do analito ndo precisa de ser 100%, mas deve sim ser o mais proximo possivel

deste, desde que seja reprodutivel e 0 método apresente precisdo adequada [20°],
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O estudo da eficiéncia de extragdo foi realizado através da comparagao de 2
conjuntos de amostras de urina branca em triplicado. Num dos conjuntos as amostras
foram fortificadas com os analitos em estudo nas trés gamas de concentragao usadas na
precisdo, sendo posteriormente sujeitas a extracdo com ambas as metodologias (MEPS e
QUEChERS). No segundo conjunto, as amostras de urina foram sujeitas a extragdao por
ambos os métodos, sendo os extratos posteriormente fortificados (imediatamente antes
da evaporacdo sob corrente de azoto) com os mesmos analitos, nas trés gamas de
concentracdo referidas anteriormente. O Pl foi adicionado aos dois conjuntos de
amostras, apds a extracdo e imediatamente antes da fase de secagem. Os valores da
recuperacgao de cada analito foram calculados utilizando a equagao 15.

Area A (equagao 15)
EE (%) = A— x 100
rea

Onde, a Area A corresponde a drea relativa (area analito/drea PI) obtida com
extrac3o e a Area B corresponde a area relativa (area analito/area Pl) do pico do analito

obtida sem extracdo.

Este parametro permite, inclusivamente, investigar a existéncia de erros
sistematicos, definir fatores de correcdo e, se relevante, estimar a incerteza associada a
recuperacao do método como dado de entrada do procedimento do calculo de incertezas
[209] Neste trabalho ndo foi investigada esta parte estatistica da recuperac3o, uma vez que
a avaliacao deste parametro foi previamente calculada aquando a otimizagao das técnicas

de extracao.

4.6.7. Efeito de matriz

O efeito de matriz € um parametro igualmente importante na validacdo de um
método analitico, pois é uma das principais causas de erros em andlises bioanaliticas 232,
Este pode ser definido como qualquer alteracdo no processo de ionizagdo de um analito
devido a um composto coeluido. Essa alteragao pode resultar num aumento ou numa
supressao ionica afetando a precisao, a sensibilidade e a exatiddo de um procedimento

analitico 233!,
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Dado que o efeito de matriz se encontra relacionado com a altera¢do da ionizagao
de um composto, este parametro torna-se mais pertinente quando o método analitico
envolve espetrometria de massa. Por esta razao, no presente trabalho, o efeito de matriz

ndo foi avaliado, uma vez que o PDA ndo interfere na ionizacdo dos analitos da amostra.
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo deste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
trabalho experimental efetuado, nomeadamente os resultados da otimizacdo das
condigdes cromatograficas, assim como da otimizagdo e validagdo de ambas as técnicas
de extracdo utilizadas (MEPS e QUEChERS) e os resultados obtidos da aplicacdo a casos

reais.

5.1. Otimizagao das Condigdes Cromatograficas

Antes da otimizacdo das metodologias analiticas de extracdo, foi necessario
otimizar algumas condicdes do sistema analitico escolhido para este trabalho.

As anadlises cromatograficas foram efetuadas num sistema analitico UHPLC-PDA,
utilizando uma coluna analitica de fase reversa Acquity UPLC® HSS T3 existente no
laboratério. Esta é constituida por particulas de silica de alta resisténcia (HSS) de tamanho
1,8 um (100 mm x 2,1 mm) e uma pré-coluna VanGuard™ 1,8 um (5 mm x 2,1 mm). Esta
coluna apresenta uma fase ligada de alquilo trifuncional (T3) inovadora, que promove a
separacdo de compostos organicos polares via fase reversa e é compativel com fases
moveis aquosas 234, Esta coluna mostrou ser adequada para a realizacdo do estudo das
condi¢cOes dtimas para a detecdo e identificacao da FLX, NORFLX, CLP e DESCLP.

Para a otimizacdo da fase movel, diferentes solventes foram testados,
nomeadamente, acetonitrilo, metanol e acido férmico (0,1%), em modo gradiente e em
modo isocratico. Para tal, injetou-se uma solucdo padrdo com todos os ADs em estudo,
incluindo o PI, a uma concentragdo de 10 pug/mL.

Na Tabela 9 estdo descritos os diferentes testes efetuados para a otimizacdo da

fase movel.
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Tabela 9. CondicBes testadas para a otimiza¢do da fase mével para andlise dos ADs em

estudo por UHPLC-PDA.

Condigoes testadas

Fluxo Tempo de Solvente A Solvente B Solvente C
(min/mL) | corrida (min) | H,0 0,1% FA (%) | MeOH (%) ACN (%)
Isocratico 1 0,250 10 30 70 -
Isocratico 2 0,250 10 60 - 40
Isocratico 3 0,250 10 50 15 35
0 75 25 0
2 60 30 10
Gradiente 3 65 0 35
1 0,200 5 50 0 50
9 30 0 70
10 75 25 0
0 85 15
Gradiente 8 45 55
2 0,200 9 30 i 70
10 85 15
0 90 10
0,5 90 10
1,5 65 35
Gradiente 3 60 40
3 0,250 5 50 i 50
7 40 60
8 30 70
10 90 10
0 90 10
0,5 90 10
1,5 65 35
Gradiente 3 60 40
4 0,500 5 50 i 50
7 40 60
8 30 70
10 90 10

Apds analise cromatografica das condicdes anteriormente testadas, optou-se por
escolher a fase mével em modo gradiente 3, constituida por uma solucdo aquosa de acido
formico a 0,1% e acetonitrilo, com um fluxo constante de 0,250 mL/min, visto apresentar
a melhor separacdo dos ADs e do Pl entre os gradientes e modo isocratico testados.
Verificou-se que a utilizacdo do metanol na fase mével ndo permitia uma boa separacao
dos analitos, assim como o modo isocratico também ndo forneceu bons resultados
cromatograficos.

O volume de injegao estabelecido foi de 2 pL, com um fluxo constante de 0,250

mL/min, durante um tempo de corrida de 10 minutos. Para a sele¢cdo do comprimento de
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onda de absorgao, analisou-se uma solu¢do padrdao de cada antidepressivo, utilizando o
PDA, o qual forneceu um espectro de absorcao através de um varrimento entre 200 a 400
nm. Na Figura 21 encontram-se apresentados os cromatogramas com os comprimentos

de onda maximo de cada antidepressivo, incluindo o do PI.
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Figura 21. Cromatograma obtido com as melhores condi¢Ges cromatograficas nos comprimentos
de onda maximo de cada analito. (1-NORFLX; 2-FLX; 3-DESCLP; 4-CLP; Pl-clozapina).

Os solventes utilizados nas diversas fases méveis testadas foram filtrados a vacuo
através de um sistema de filtracao All-Glass da Millipore. As temperaturas da coluna e do
compartimento das amostras foram estabelecidas a 30°C e 20°C respetivamente.

Importa referir que para reduzir o “efeito de memadria” (carry-over) na coluna

cromatografica, foi injetado acetonitrilo entre cada inje¢ao de amostra.
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5.2. Otimizag¢ao do Procedimento de Extragao por MEPS

Com o objetivo de maximizar a eficiéncia de extracao da MEPS, parametros como
a selecdo do sorvente, o pH da amostra, o volume de amostra e niumero de ciclos de
extracdo, as condi¢des de lavagem e de eluicdo, foram otimizados usando um design
experimental univariado, para estabelecer o equilibrio de particdo dos analitos em
tempos mais curtos de andlise e obter a sensibilidade adequada para a andlise destes por
UHPLC-PDA.

Para a otimizacdo do procedimento MEPS, partiu-se de um procedimento base
tendo em conta os trabalhos de Mandrioli et al. (2011)12%%], de Chaves et al. (2010)(151 e
de Mercolini et al. (2014)23¢, As condicdes experimentais inicialmente utilizadas

encontram-se descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢Oes experimentais iniciais do procedimento MEPS.

Etapas da MEPS Condig¢oes Experimentais
Condicionamento 250 pL de MeOH + 250 pL de H,0 (0,1% FA).
Passagem da amostra 5 x 250 pL de urina fortificada
Lavagem 1 x 100 plL H20 (0,1% FA)
Elui¢édo 1 x 250 pL de MeOH

Apds a extracdo, uma aliquota de 2 ul foi injetada no sistema cromatografico
UHPLC-PDA. De modo a prolongar o tempo de vida do sorvente, procedeu-se a uma
lavagem com 250 plL de metanol, seguido de 250 pL H,0 (0,1% FA). Este passo adicional
permite que o “efeito de memdria” (carry-over) seja reduzido e que o sorvente seja
condicionado para a proxima extracao.

As amostras brancas de urina utilizadas no processo de otimizacdo foram
provenientes de voluntdrios do CQM ndo consumidores de ADs. Todo o processo de
otimizagao foi realizado em triplicado, utilizando amostras de urina fortificadas com os
padrées dos ADs, a uma concentra¢do de 10 pg/mL. Todos os ensaios foram efetuados

com recurso a uma seringa analitica automatica eVol® XR. As condi¢Bes 6timas foram
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selecionadas pela totalidade das areas dos picos de cada analito, obtidas em cada

parametro.

5.2.1. Natureza do sorvente

A escolha do sorvente adequado na MEPS é um fator importante, uma vez que
estd diretamente relacionado com a natureza quimica do analito de interesse e da matriz
na qual ele se encontra. Posto isto, onze fases sélidas foram avaliadas, nomeadamente,
Cy, Cs, Cis, SIL, R-AX, R-CX, PGC, HLB-DVB, H-DVB, PEP e Mi. Na Figura 22 encontra-se
apresentada a resposta do UHPLC-PDA para os analitos em estudo em funcdo dos

diferentes sorventes estudados.

ENORFLX EFLX HDESCLP ECLP
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Cc2 c8 C18 M1 SIL PEP PGC R-AX R-CX H-DVB HLB-DVB

Sorventes MEPS

Figura 22. Comparagao da eficiéncia de extracdo dos diferentes sorventes MEPS para cada
antidepressivo.

A performance de cada sorvente MEPS foi avaliada em termos de intensidade da
resposta observada (area do pico) e reprodutibilidade. Entre os sorventes analisados,
observou-se que o Cig permitiu a melhor eficiéncia de extracdo da FLX, da CLP e dos seus
metabolitos, uma vez que forneceu maior resposta em termos de areas, tendo sido
selecionado para os ensaios seguintes. Por outro lado o sorvente PGC apresentou a

resposta mais baixa.
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Tal como referido na Tabela 4, os sorventes C,-Cis sao mais adequados para
analitos apolares, enquanto as fases poliméricas, tais como DVB ou fases de modo misto
(resinas de troca idnica) sdo mais adequadas para analitos polares, tais como compostos
acidos e basicos. O facto dos analitos em estudo serem muito apolares, permitiu uma
grande afinidade para com o sorvente de silica funcionalizada com um grupo octadecil,
através de interagbes de van der Waals ou de dispersdo. Os analitos ficam fortemente
retidos devido a forcas atrativas entre ligacdes carbono-hidrogénio nas moléculas dos
analitos e grupos funcionais apolares da superficie do sorvente (1'%, O PGC por outro lado
é um sorvente que proporciona uma forte retencao de compostos muito polares através
do seu mecanismo de reten¢dao que envolve uma interacdo de carga induzida do analito
polar com a sua superficie polarizada 2371, Contudo, dada a polaridade dos analitos em
estudo, este sorvente ndo apresenta grande afinidade para com estes, o que justifica os
maus resultados obtidos.

Ap0ds a escolha do melhor sorvente, passou-se a otimizagao do numero de ciclos

de extracdo e volume de amostra.

5.2.2. Influéncia do nimero de ciclos de extragdao e volume de amostra

O numero de ciclos de extracdo é um parametro importante, uma vez que
influencia a retencdo dos analitos na fase sélida do sorvente 31, A amostra sobe e desce
pela agulha da seringa uma ou mais vezes (ciclos) podendo ser extraida e descartada no
mesmo vial ou ser extraida e descartada para os residuos %2, A primeira op¢do foi a
selecionada para este estudo. Genericamente, os procedimentos MEPS usam um ou mais
ciclos de extracao, proporcionando uma oportunidade de otimizacdo. Quando a amostra
passa diversas vezes pelo sorvente a interacdo dos analitos com a fase sélida é maior,
possibilitando uma maior eficiéncia de extrac3o 142,

Visto a MEPS ser uma técnica que visa a diminuicdo do volume de amostra
utilizado, é igualmente necessario otimizar este parametro. Neste sentido, o nimero de
ciclos de extracdao e volume de amostra foram otimizados testando 1, 5 e 10 ciclos em
aliquotas de 100, 250 e 500 uL de urina fortificada. A influéncia do nimero de ciclos de
extragdao e volume de amostra sobre a performance da MEPS encontra-se ilustrado na

Figura 23.
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A velocidade do fluxo durante a aspiragao, é igualmente importante, pois previne
a cavitacdo e aumenta o tempo de interacdo do analito com o sorvente, aumentando,

assim, a eficiéncia de extragdo. Deste modo a velocidade do fluxo foi limitada a 20 uL/s.

@100 pl @250 pl mS00 pL
2,0E+06 -
1,5E+06
Ll
®
©
[t
w 1,0E+06
1]
2
L
(]
5,0E+05
0,0E+00
1 5 10
NZ ciclos de extragio

Figura 23. Influéncia do numero de ciclos de extra¢do e volume de amostra.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a competi¢do pelos
sitios ativos de adsor¢do do sorvente Cigaumenta com o n2 de ciclos. Por outro lado, uma
matriz complexa como a urina, pode saturar a fase estacionaria e impedir o acesso dos
analitos para os sitios de adsorc¢do ja bloqueados por interferéncias. Por esta razdo, 5
ciclos de extragao foram selecionados devido a boa eficiéncia e a possibilidade de
prolongar o tempo de vida do sorvente.

Relativamente ao volume de amostra, verifica-se um aumento gradual das areas
conforme aumenta o volume de amostra. E possivel observar algumas diferencas quando
passamos 500 uL de amostra 1%, 5x e 10x pelo sorvente, verificando-se um aumento
significativo das barras de erro quando passamos 10 vezes 500 uL. Posto isto, os
resultados mostram que um volume de 500 uL e 5 ciclos sdo suficientes para se obter uma

boa eficiéncia de extracdo.

5.2.3. Influéncia do pH da amostra

A influéncia do pH da matriz na eficiéncia do processo de extracdo é um parametro

muito importante, visto que os farmacos estudados apresentam grupos ionizaveis. Tendo
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em conta os valores de pKa dos compostos estudados (ver Tabela 1 e Tabela 2) e a gama
de pH suportada pelo sorvente (2 - 8), o intervalo de pH selecionado para este estudo
variou entre 3,4 e 7,4 (pH ajustado com HCI 0,1M e NaOH 0,5M).

Valores de pH abaixo de 2, as ligacdes =Si-O-Si= que formam o “esqueleto” dasilica
e sao responsaveis por manter os grupos organicos imobilizados na superficie desta, ficam
mais suscetiveis a hidrdlise. Ao passo que, valores de pH acima de 8, os grupos hidroxilo
(OH) reagem facilmente com os silandis residuais, promovendo a dissoluc¢do da silica (2381,
Como consequéncia, a fase estacionaria dentro da coluna é alterada, resultando em
eficiéncias baixas e um alargamento frontal do pico 239,

Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 24.
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Figura 24. Estudo do efeito do pH na eficiéncia de extragdo da MEPS.

De acordo com os valores de pka dos analitos em estudo (9,2 — 10,0), seria de
esperar que para valores de pH mais elevados (meio mais basico), a eficiéncia de extracdo
fosse a que tivesse melhores resultados, uma vez que as moléculas vao estar menos
ionizaveis, facilitando as interacdes hidrofébicas. No entanto, podemos observar no
grafico anterior que existem algumas diferencas entre os valores de pH estudados, sendo
o pH 5,4 o que apresenta a melhor adsor¢do de todos os analitos. Uma possivel
justificacdo é que nesta condicdo as moléculas estdao mais ionizadas e irdo interagir com
os grupos silanol da fase estacionaria. Além disso, a presenga dos grupos halogenados

fldor e cloro na estrutura da FLX e CLP, respetivamente, pode modelar o pka das

124



Resultados e Discussdo

moléculas, isto é, o facto de serem extremamente eletronegativos pode condicionar a
distribuicdo de cargas na molécula e, portanto, o equilibrio dcido-base desta 249, No caso
do pH 3,4 uma possivel explicagcdo é que com o aumento da ionizagdo ha um aumento das
cargas positivas em solucdo podendo causar uma maior repulsdo entre os analitos
dificultando assim a retencdo destes.

O pH 5,4 foi, assim, o valor de pH selecionado para os ensaios que se seguiram,
visto ter sido o que obteve melhores resultados e o facto de estar dentro da gama do pH

fisioldgico das amostras de urina (5-7)241,

5.2.4. Influéncia da lavagem

A etapa de lavagem apds a passagem da amostra é fundamental para eliminar
compostos provenientes da matriz, que podem interferir no método analitico, assim
como levar a saturacdo da resina.

A selecao das melhores condi¢cdes de lavagem do sorvente é um fator critico no
processo de extracdo, uma vez que o analito ndo pode ser eluido em conjunto com os
interferentes devendo permanecer retido na fase sélida. Geralmente, esta etapa é
realizada com o mesmo solvente usado para equilibrar o sorvente no primeiro passo da
extracdo, nomeadamente agua contendo 0,1 % de acido férmico. De modo a obter as
melhores condi¢des de lavagem, efetuaram-se varios testes de lavagem que se encontram

descritos na tabela seguinte:

Tabela 11. CondicGes experimentais testadas no processo de lavagem da MEPS.

Teste de - . .
Condigdes Experimentais
lavagem
1 1 x 100 pL H,0 (0,1% FA)
2 1 x 100 pL H,0 (0,1% FA):MeOH (95:5, v/v)
3 1 x 100 pL H,0 (0,1% FA) + 1 x 100 uL ACN:H,0 (0,1% FA) (10:90, v/v)
4 1 x 100 plL H,0 (0,1% FA) + 1 x 100 pL MeOH:H,0 (0,1% FA) (10:90, v/v)
5 1 x 100 pL ACN:H,0 (0,1% FA) (10:90, v/v)
6 1 x 100 pL H20 (0,1% FA) + 1 x 100 pL MeOH:H,0 (0,1% FA) (30:70, v/v)

Para além do extrato obtido no passo da eluigdo, analisaram-se também os
extratos de cada teste de lavagem, de modo a verificar se os analitos em estudo eram
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eluidos juntamente com os interferentes. Apds a analise cromatografica verificou-se que
o teste de lavagem 4 obtinha as melhores condicbes, para além de remover grande parte
dos interferentes, os analitos continuavam retidos no sorvente. Assim sendo, a lavagem
passou a ser realizada passando 100 plL de agua contendo 0,1% de acido férmico, seguida

de 100 pL de uma solugdo de 10% de metanol com 90% de agua acidificada.

5.2.5. Efeito do solvente e do volume de eluigao

Por fim, é igualmente importante a escolha do solvente de no processo extrativo,
uma vez que estd diretamente relacionado com a polaridade dos analitos e do sorvente
(130 Um bom solvente de eluicdo deve ultrapassar as interacdes primarias e
eventualmente secunddrias no qual o analito possa estar sujeito. E recomendado que o
eluente seja puro e tenha elevada percentagem de solvente (260 %), podendo ser
misturado com solugdes acidas ou basicas (0,1-3%). Além disso deve eluir o analito usando
o menor volume possivel 142 Assim sendo, diferentes solventes foram testados,
nomeadamente, dgua contendo 0,1 % de acido férmico, metanol, acetonitrilo, e diversas

combinacgdes entre estes, foram investigadas (ver Tabela 12).

Tabela 12. Eluentes testados no passo da eluicdo da MEPS.

Eluentes e Combinag¢des Testadas

100% MeOH ACN:MeOH (80:20, v/v)

100% ACN ACN:H,0 (80:20, v/v)

100% H,0 0,1% FA H,0:ACN (80:20, v/v)

MeOH:ACN (50:50, v/v) H,0:MeOH (80:20, v/v)

ACN:H,0 (50:50, v/v) MeOH:H,0 (80:20, v/v)
MeOH:H,0 (50:50, v/v) MeOH:ACN:H,0 (80:10:10, v/v/v)

MeOH:ACN:H,0 (33:33:33, v/v/v) ACN:MeOH:H,0 (80:10:10, v/v/v)
MeOH:ACN (80:20, v/v) H20:ACN:MeOH (80:10:10, v/v/v)

Abreviatura: ACN — acetonitrilo; H20 0,1% FA — 4dgua contendo 0,1% de acido formico; MeOH —
metanol.
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Na Figura 25 encontra-se ilustrado um grafico ternario do sistema de solventes de

eluicdo testados assim como das combinagdes realizadas.

Area Total

0,00E+00
g .
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0100 7,00E405
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! 1,05E+06
1,40E+06
1,75E+06
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100

H,0 (0,1%FA) (%) MeOH (%)

Figura 25. Grafico ternario do sistema de solventes de elui¢do (evidenciado pela marcagdo a azul)
obtido pelo software OriginLab® 9.0.

Cada ponto preto do grafico corresponde a uma composicao diferente dos trés
solventes testados. Nos vértices estdo cada um dos solventes, sendo que cada vértice
representa a concentracdo pura do mesmo (100 %) e zero para os outros dois solventes.
A percentagem de cada eluente vai diminuindo, linearmente, com o aumento da distancia
a partir do vértice. Os valores do lado direito superior indicam a area total obtida para
todos os ADs.

Os resultados indicam que a melhor eficiéncia de extracdo foi obtida usando a
solugao de 80% de metanol e 20% de acetonitrilo como solvente de eluigdo. Esta
combinacdo de dois solventes organicos na MEPS parece permitir que as ligaces
hidrofébicas entre os analitos e o sorvente sejam mais facilmente interrompidas. Além
disso, o acetonitrilo é o solvente utilizado no sistema de gradiente da fase mével. Por
outro lado, a menor eficiéncia de extragdo foi obtida usando agua contendo 0,1% de acido
féormico como solvente de eluicdo, o que indica que solventes aquosos ndo possuem tanta
afinidade para com os analitos para os eluir da fase estacionaria. Posto isto, a solucao

MeOH:ACN (80:20, v/v) foi a selecionada como solvente de eluicdo.
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Seguidamente, diferentes volumes de elui¢do (50, 100, 250, 350 e 500 pL) também
foram testados. E de salientar que apds a eluicdo o solvente foi evaporado até a secura
sob corrente de azoto e o residuo foi redissolvido com 100 uL de fase mével de entrada.

A Figura 26 apresenta os resultados obtidos de cada volume de eluigao avaliado.

ENORFLX OFLX BEDESCLP BCLP

6,00E+05 -

4,50E+05

3,00E+05

Area Total

1,50E+05

0,00E+00

50 100 250 350 500

Volume de eluigio (pL)

Figura 26. Influéncia do volume de elui¢cdo na performance da MEPS.

De acordo com os resultados, verificdamos que ha um aumento na eficiéncia de
extracdo a medida que o volume de eluicdo aumenta, sendo o volume de 500 pL o que
maior area apresenta para todos os analitos. Além disso, constatdmos que para os
volumes de eluicdo mais baixos, os analitos eram eluidos na etapa do recondicionamento
da MEPS, através da injecdo do extrato obtido nesse passo, como podemos ver na Figura

27.
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Figura 27. Somatdrio das dreas de todos os analitos obtidas da injecdo do extrato da etapa

do recondicionamento apds a eluigdo.

Com o aumento do volume de elui¢do, os analitos vao sendo melhor dessorvidos
da fase estaciondria, verificando-se uma diminuicdo das dreas no recondicionamento.
Verifica-se, ainda, que o volume de eluicdo de 500 uL obtém a maior recuperagdo dos
analitos visto ndo surgirem no extrato do recondicionamento. Posto isto, e tendo em
conta os resultados obtidos, a etapa de eluigdo passou a ser realizada com 2 x 500 pL de
MeOH:ACN (80:20, v/v).

Na Tabela 13 encontram-se apresentadas as condi¢des otimizadas da MEPS.

Tabela 13. Condi¢Ges experimentais otimizadas da MEPS.

Etapas da MEPS CondigOes experimentais otimizadas
250 pL de MeOH: ACN (80:20, v/v)

Condicionamento s

250 plL de H,0 (0,1% FA)

Passagem da amostra 5 x 500 pL de urina fortificada

1 x 100 pL H,0 (0,1% FA)

Lavagem &
1 x 100 puL MeOH:H»0 (0,1% FA) (10:90, v/v)
Eluicéo 2 x 500 pL de MeOH: ACN (80:20, v/v)
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5.2. Validagao do método analitico para a anadlise de antidepressivos por

MEPS/UHPLC-PDA

5.2.1. Seletividade

A seletividade do método MEPS foi definida através da avaliagao da pureza na zona
dos picos cromatograficos obtidos, considerando a forma do pico, o tempo de retencao e
o espetro de absorcao UV, a fim de detetar possiveis interferéncias. As substancias foram
identificadas comparando os tempos de retengao (RT) e o comprimento de onda maximo
(Amsx) de cada uma delas, determinados previamente por injecdo de solucdes de padrdes
individuais de cada um dos analitos. Na Tabela 14 estao resumidos os resultados do
estudo dos ADs e do PIl. Na Figura 28 (A) e (B) estdo apresentados os cromatogramas

obtidos e respetivos espetros de absor¢do UV de cada uma das substancias.

Tabela 14. Tempos de retengdo e comprimentos de onda maximo dos ADs em estudo e
do PI.

Analito RT (min) Amax (nm)
NORFLX 5,760 227
FLX 6,017 227
DESCLP 6,332 252
CLP 6,442 252
Pl 4,004 239
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—— Urina + ADs

0.20 — Urina branca

Minutes

Pl —— Urina + ADs
il — Urina branca

Minutes

Figura 28. Comparagdo dos cromatogramas de amostra de urina branca com os cromatogramas
de urina fortificada com os analitos em estudo a diferentes comprimentos de onda apds extragao
por MEPS (C = 2,5 pg/mL); (A) 227 nm e (B) 252 nm. (1 — NORFLX; 2 — FLX; 3 — DESCLP; 4 — CLP; Pl
— padrdo interno — clozapina).

Através da comparacdo dos cromatogramas da amostra de urina branca com os da
amostra de urina fortificada com os analitos, verifica-se que ndo ha quaisquer
interferéncias de constituintes da matriz nos tempos de retencao e comprimento de onda

maximo de cada uma das substancias em estudo, permitindo concluir que o método é

seletivo.

5.2.2. Linearidade

A linearidade do método MEPS/UHPLC-PDA foi estudada através da construcdo de
guatro curvas de calibracdo (uma para cada substancia), com 7 pontos de concentragées
gue variaram entre 0,1 a 5 ug/mL, em triplicado. Cada curva de calibracdo foi construida
graficamente pela relagdo entre a razdo das areas (drea do analito/area do Pl) com as

concentracdes do analito através da aplicacdo da ferramenta ANOVA (Figura 29).
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Figura 29. Curvas de calibragdo obtidas para cada antidepressivo.

Os resultados deste estudo apresentam-se sumariados na Tabela 15 e os estudos

estatisticos de regressdo encontram-se resumidos em anexo. A analise da regressdo linear

com o método dos minimos quadrados evidenciou valores de R e R? superiores a 0,99 para

todos os compostos em estudo e o intervalo de intercecdo da ordenada na origem ndo é

estatisticamente diferente do ponto zero. Na avaliagdo da distribuicdao dos residuos ao

longo dos valores de concentracdo, ndo foram observadas tendéncias, ou seja, todos os

residuos apresentaram um desvio inferior a 10%.

Tabela 15. Resumo dos resultados obtidos relativos ao modelo de regressao linear para
0s ADs em estudo por MEPS/UHPLC-PDA.

Intervalo de 95% de confianga

Antidepressivo| Equacdo da reta R? S da ordenada na origem
Limite inferior Limite superior

FLX y = 0,2569x — 0,0409 0,9970 0,0294 -0,0905 0,0086

NORFLX y =0,2712x — 0,0321 0,9965 0,0337 -0,0889 0,0247

CLP y =0,1663x — 0,0314 0,9975 0,0176 -0,0611 -0,0018

DESCLP y =0,1616x — 0,0286 0,9979 0,0156 -0,0550 -0,0023
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Como referido anteriormente, as estimativas obtidas na regressdo e a
representacdo grafica da funcdo, sé por si, ndo sdao suficientes para estabelecer a
linearidade. Como tal, esta foi ainda avaliada mediante a utilizagdo de um teste estatistico,
utilizando dois modelos de regressao: linear e ndo linear (polinomial). Através do teste de
Mandel, foi possivel avaliar qual dos modelos proporcionava o melhor ajustamento aos
pontos de calibragdo. Calculou-se a fungdo de calibragdo linear e nao linear, os desvios-
padrdo respetivos (Syx e Sy2) e a diferenca de variancias (DS?). Na Tabela 16 encontram-
se os valores do teste de Mandel (TV) calculados segundo a equagdo 3 e os valores

tabelados da distribuicdo F de Snedecor (N-1;N-1;0,95) (Fcrit).

Tabela 16. Resumo dos resultados obtidos no teste de Mandel para os ADs em estudo por
MEPS/UHPLC-PDA.

Antidepressivo Teste de Mandel Critério de decisdo
P (TV) TV < Forit (0,95;1;N-3)
FLX 2,48
NORFLX 1,06
TV<7,71 F(0,95;1;4)
CLP 1,56
DESCLP 2,79

De acordo com os critérios previamente estabelecidos, como os valores de TV
foram inferiores aos de Fi: (0,95;1;N-3) para todos os ADs, os resultados obtidos mostram
gue, na gama de trabalho escolhida, o modelo linear é o que melhor se ajusta aos pontos

da curva de calibragdo obtidos.

5.2.3. Limites de Deteg¢ao e Quantificacao

Como referido anteriormente, existem vdarios métodos para a determinacdo do
LOD e do LOQ. Neste trabalho, estes dois parametros foram estudados utilizando o
método de calibragdo. O calculo dos limites foi efetuado utilizando as equagdes 4 e 5,
tendo como base os dados das curvas de calibracdo obtidas na linearidade para cada

composto em estudo. Os valores do LOD e LOQ calculados encontram-se na Tabela 17.
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Tabela 17. Valores de LOD e LOQ calculados para cada antidepressivo em estudo por
MEPS/UHPLC-PDA.

Antidepressivo LOD (ug/mL) LOQ (pg/mL)
FLX 0,080 0,244
NORFLX 0,087 0,265
CLP 0,074 0,225
DESCLP 0,068 0,206

Verificou-se que os valores de LOQ obtidos para todos os ADs foram superiores ao
primeiro ponto da curva de calibragdo (0,1 pg/mL). Como referido na seccdo 4.6.3.
segundo a FDA [205] o padrao mais baixo da curva de calibragio pode ser aceite como limite
de quantificacdo se a resposta produzida pelo analito for, no minimo, 5 vezes a resposta
da linha de base obtida pela amostra branca e se o pico do analito for identificavel,
discreto e reprodutivel com uma precisdo de 20% e valores de exatiddo +20%. Assim
sendo, definiu-se o LLOQ (limite inferior de quantificacdo) como a concentra¢cdo mais
baixa de cada analito.

Tanto os valores de LOD como os valores de LLOQ obtidos sdo satisfatorios, tendo
em conta o reduzido volume de amostra (500 pL) e o facto de se tratar de cromatografia
liguida. Contextualizando com os resultados alcancados em outros trabalhos pode-se
considerar que os mesmos foram adequados. Palego et al. (2001)24?! descreveu para a
CLP um LOD de 10 pg/mL e um LLOQ de 25 pg/mL para um volume de amostra de 1 mL
utilizando SPE/HPLC-DAD como metodologia analitica. No presente trabalho obtivemos
melhores resultados, uma vez que para o mesmo farmaco o LOD foi inferior a 0,1 pg/mL
e o LLOQ 0,1 pg/mL. Contudo, como ja mencionado anteriormente, ambos os limites
dependem de varios fatores como o tipo de analito, o tipo de matriz da amostra, assim
como da metodologia escolhida para andlise. No trabalho atras referido, a metodologia
analitica utilizada foi a mesma que o presente trabalho (UHPLC-PDA), no entanto, a
técnica de extragao foi por SPE e a matriz usada foi o plasma. Assim sendo, compararam-
se os resultados obtidos com outros trabalhos que tinham utilizado a mesma matriz em
estudo, urina, e/ou a mesma técnica de extracdo para os analitos em questdo (MEPS).
Unceta et al. (2008)52 utilizaram a SPME/HPLC-DAD para a determinacdo do citalopram,

da FLX e respetivos metabolitos ativos em amostras de urina, adquirindo valores de LOD
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de 0,010 pg/mL para a FLX e NORFLX. Estes valores foram ligeiramente melhores que os
do presente trabalho, no entanto, ndo apresentaram quaisquer valores de LOQ. Mais
recentemente Souza et al. (2015)?*3 caracterizaram para a FLX um LLOQ de 0,05 ng/mL e
para a CLP 0,10 ng/mL com apenas 200 pL de amostra de plasma, utilizando MEPS/LC-
MS/MS como método analitico. Estes resultados sdo visivelmente melhores que os
obtidos no presente trabalho.

Comparando os resultados destes estudos, verifica-se que as metodologias de
cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa apresentaram valores de LOD e
LLOQ na escala dos ng, o que é compreensivel, uma vez que tem a capacidade para
detetar/quantificar niveis muito baixos. Porém, verifica-se que as técnicas miniaturizadas
conseguem obter valores de LOD e LOQ mais baixos do que as restantes técnicas, como a

SPE, sendo uma mais valia para os laboratérios analiticos.

5.2.4. Precisdo e Exatiddo

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e de precisdo intermédia. Para
tal trés niveis de concentracgdo diferentes, nivel baixo (LL), médio (ML) e alto (HL) da curva
de calibragdo (0,1 pg/mL, 2,5 pg/mL e 5,0 ug/mL, respetivamente) foram preparados por
fortificacdo de amostras brancas de urina.

A repetibilidade foi avaliada em simultdneo com o primeiro dia do estudo da
precisdo intermédia, sendo analisadas seis réplicas (n = 6) no mesmo dia. Depois de
aplicado o método obtiveram-se as areas relativas para cada substancia, em replicado e
calculou-se a média, o desvio padrdo (s) e o coeficiente de variacdo (CV ou RSD), segundo

as equagoes 5 e 6. Os resultados obtidos encontram-se na tabela seguinte.
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Tabela 18. Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade do método, para
cada um dos compostos em estudo, calculados para trés niveis de concentragao por
MEPS/UHPLC-PDA.

Nivel de Média das areas . A

. . ~ . Desvio Repetibilidade

Antidepressivo | Concentragdo® relativas - O foon
(ng/mL) (drea analito/area PI) LI {75 (26,

LL 0,1 0,0185 0,0012 6,3
FLX ML 2,5 0,5362 0,0247 4,6
HL 5,0 1,0365 0,0420 4,1
LL 0,1 0,0225 0,0013 5,6
NORFLX ML 2,5 0,5486 0,0187 3,4
HL 5,0 1,0999 0,0560 51
LL 0,1 0,0105 0,0004 3,6
CLP ML 2,5 0,3638 0,0113 3,1
HL 5,0 0,7443 0,0226 3,0
LL 0,1 0,0120 0,0007 6,1
DESCLP ML 2,5 0,3233 0,0187 5,8
HL 5,0 0,6401 0,0456 7,1

@ Niveis de concentracdo usados na validagdo da MEPS/UHPLC-PDA: LL — nivel baixo; ML — nivel médio; HL
—nivel alto.

Através das areas relativas das substancias em estudo verificou-se que os CV foram
<10% para as concentragdes estudadas, cumprindo com os critérios estabelecidos pelos
guias internacionais ?2°!, concluindo-se, portanto que o método é preciso entre ensaios
do mesmo dia.

Para a avaliacdo da precisdo intermédia, analisaram-se igualmente trés réplicas de
cada nivel durante cinco dias ndo consecutivos (n = 15), preparando-se uma curva de
calibracdo para cada dia. Uma vez aplicado o procedimento de ensaio, os resultados deste
estudo foram tratados por aplicacdo da ANOVA fator Unico usando as expressdes da
Tabela 7 e da Tabela 8. Os resultados obtidos dessas expressdes encontram-se resumidos
na Tabela 19. Em anexo, encontram-se as tabelas detalhadas, com os dados das curvas de
calibracdo obtidas para a precisdao intermédia, assim como o tratamento estatistico destes
resultados, para cada antidepressivo.

A metodologia experimental utilizada para o estudo da exatidao foi a mesma que
foi descrita para a precisdo intermédia. Esta foi expressa como EMR para os trés niveis de
concentragdo, sendo calculada segundo a equagao 7. Os resultados do calculo de EMR

encontram-se também na Tabela 19.
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Tabela 19. Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisao e exatiddao do método,
para cada um dos compostos em estudo, calculados para trés niveis de concentragao por

MEPS/UHPLC-PDA.

Analito Cor(\:z;\;:i)gao Repetibilidade Prefisﬁ'o entre inF:Ler:rI\s:;a cv EMR
(Sr) sequéncias (Srun) (s1) (%) (%)
Tedrica Obtida

0,1 0,107 0,007 0,008 0,122 9,4 7,0
FLX 2,5 2,499 0,011 0,017 0,169 0,7 -0,04
5,0 5,001 0,011 0,007 0,135 0,2 0,02

0,1 0,107 0,005 0,008 0,112 7,8 7,0
NORFLX 2,5 2,486 0,012 0,029 0,201 0,7 -0,56
5,0 5,007 0,015 0,011 0,162 0,2 0,14

0,1 0,106 0,008 0,006 0,115 6,6 6,0
CLP 2,5 2,488 0,011 0,013 0,155 0,5 -0,48
5,0 5,006 0,008 0,005 0,112 0,1 0,12

0,1 0,103 0,007 0,006 0,115 7,0 3,0
DESCLP 2,5 2,494 0,010 0,013 0,151 0,6 -0,24
5,0 5,003 0,008 0,005 0,115 0,1 0,06

Podemos verificar que os valores de CV obtidos para a precisao intermédia sao iguais

ou inferiores a 9,4%, estando de acordo com os critérios anteriormente referidos.

Relativamente a exatidao, os valores absolutos obtidos variam entre 0,02 e 7,0%, os

guais se encontram dentro dos limites considerados aceitdveis: +20% perto do LOQ e

+15% nas restantes concentragdes. Porém, a presenca de erros sistemdticos (tendéncias)

foi também investigada para este parametro, para cada nivel de concentracdo. Para tal,

utilizou-se um teste estatistico de modo a inferir se a recuperagdo média (%) era

estatisticamente diferente da unidade. Os resultados obtidos encontram-se descritos na

tabela seguinte.
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Tabela 20. Resumo dos resultados obtidos no teste de hipdteses (teste t-Student) para o
estudo dos erros sistematicos associados a recuperagdao do método por MEPS/UHPLC-
PDA.

Antidepressivo Concentragao R ¢ Critério de decisdo
P (ug/ml) P Loy S erir(N-1;0,95)
0,1 100,7 0,15
FLX 2,5 99,9 0,15
5,0 100,0 0,15
0,1 107,1 1,90
NORFLX 2,5 99,4 1,89
5,0 100,1 1,88
0,1 106,3 2,01 2,78
CLP 2,5 99,5 2,01
5,0 100,1 2,01
0,1 103,1 0,98
DESCLP 2,5 99,8 0,98
5,0 100,1 0,98

Os resultados obtidos evidenciam que o t,y, foi sempre inferior ao t..;; para um
intervalo de confiangca de 95% para todos os ADs, concluindo-se auséncia de erros
sistematicos, comprovando assim a exatiddo do método. Além disso, os valores das taxas
de recuperagdo encontram-se no intervalo de valores, definido por uma margem de erro

de 20% que varia entre 80 a 120% [2071,

5.2.5. Eficiéncia de extragao

O estudo da eficiéncia de extracao foi realizado segundo o procedimento descrito
no ponto 4.6.6. Na Tabela 21 expressam-se os valores obtidos da avaliacdo deste
parametro através da equacdo 15, em percentagem, da extracdo por MEPS para os
compostos em estudo presentes na matriz bioldgica.

Tabela 21. Resultados da determinacdo da eficiéncia de extracdo por MEPS para trés
niveis de concentracao.

EE (%)
Antidepressivo

LL (0,1 pg/mL) ML (2,5 pg/mL) HL (5,0 ug/mL)

FLX 98,8 96,6 98,0
NORFLX 90,4 94,1 96,9
CLP 84,5 86,8 92,1
DESCLP 86,8 91,8 93,7
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Os valores obtidos para a recuperagdo da extragao variam entre 84,5% e 98,8% nao
havendo perdas significativas de analito no processo extrativo. Uma vez que os valores de
recuperacao revelaram-se satisfatdrios, podemos considerar que a técnica por MEPS é

adequada para a extracao dos ADs em amostras de urina.

5.3. Otimizag¢ao do procedimento de extragdo por QUEChERS

Apds pesquisa bibliografica, constatdmos que, até a data da realizacdo deste
trabalho, ndo foi encontrada uma aplicacdo do QUEChERS na extracdo de ADs em
amostras de urina. Posto isto, foi necessdrio otimizar alguns parametros como volume de
amostra, selecdo do solvente e sais de extracdo e influéncia da etapa do clean up de modo
a maximizar a eficiéncia de extragao.

Para a otimizacdo do procedimento QUEChERS, partiu-se da metodologia original
proposta por Anastassiades et al.[!>3! As condi¢bes experimentais inicialmente utilizadas

encontram-se descritas na Tabela 22.

Tabela 22. Condi¢Ges experimentais otimizadas do QUEChERS

Etapas do QUEChERS Condig¢oes experimentais
10 mL urina fortificada
Extrag¢do +
10 mL ACN

Particéo 4g MgS04 + 1g NaCl

150 mg/mL MgSO4
Limpeza (clean up) s

25 mg/mL PSA

Apds a extracdo, o sobrenadante obtido na etapa do clean up foi evaporado até a
secura sob corrente de azoto e 100 pL de fase modvel de entrada (H:0 (0,1%
FA)/acetonitrilo, 90:10, v/v) foi adicionado. Uma aliquota de 2 uL foi injetada no sistema
cromatografico UHPLC-PDA.

Tal como na MEPS, as amostras brancas de urina utilizadas no processo de
otimizacdo foram provenientes de voluntarios do CQM ndo consumidores de ADs. Todo o
processo de otimizacdo foi realizado em triplicado, utilizando amostras de urina

fortificadas com os padrées dos ADs a uma concentracdo de 10 pg/mL. As condigdes
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6timas foram selecionadas pela totalidade das areas dos picos de cada analito, obtidas

em cada parametro.

5.3.1. Volume de amostra

Para garantir uma maior eficiéncia do procedimento de extracdo e de modo a
selecionar a menor quantidade possivel de amostra, varios volumes foram testados. A
otimizacao foi iniciada utilizando a quantidade de amostra descrita na metodologia
original [**31 homeadamente 10 mL, sendo posteriormente reduzida para 5 mL, 2 mL, 1
mL e por fim 0,5 mL.

Para cada volume de amostra testado, reduziu-se proporcionalmente todas as
medicdes e pesagens do procedimento, ou seja, para o volume de 5 mL reduziu-se
igualmente para metade o volume de acetonitrilo (5 mL) e as massas dos sais de extracao

(2g de MgS04 e 0,5g de NaCl).

Os resultados encontram-se apresentados na figura seguinte:

BOSmL @imlL @2mL O5mL O10mL
7,00E+05 -

6,00E+05 - L1 Eang

5,00E+05 -

4,00E+05 -

Area Total
Hi
Hi
i
H—

3,00E+05 -

2,00E+05 -

1,00E+05 -

0,00E+00 T T T 1
NORFLX FLX DESCLP CLP

Volume de amostra

Figura 30. Influéncia do volume de amostra no processo de extragdo por QUEChERS.

Verifica-se que a medida que o volume de amostra aumenta, hd um aumento nas
areas de cada antidepressivo. Contudo, podemos constatar que a partir dos 2 mL hd uma

ligeira diminuicdo das dreas, o que poderd indicar uma saturacdo dos analitos com o
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solvente e os sais de extracao. Além disso, é possivel observar um aumento das barras de
erro nos volumes de 5 e 10 mL. Por esta razao, o volume de 2 mL mostrou ser a quantidade

ideal de amostra para se obter uma boa eficiéncia de extragdo.

5.3.2. Escolha do solvente de extragao

A selecao do solvente de extragao é um dos pontos fundamentais no QUEChERS.
Alguns aspetos devem ser considerados, tais como, a capacidade de extragdo de
compostos com diferentes polaridades, deve apresentar seletividade durante a extracao,
particdo e clean-up, deve ser compativel com diferentes técnicas cromatograficas,
apresentar baixo custo e seguranca (160,

Para avaliar este parametro, diferentes solventes foram testados,
nomeadamente, o acetato de etilo (EtAc), o metanol e o acetonitrilo, e diversas
combinacgdes entre estes, foram avaliadas. Na Tabela seguinte encontram-se descritos os

solventes e combinacdes testadas.

Tabela 23. Solventes testados no processo de extracao por QUEChERS.

Solventes e Combinag6es Testadas

100% MeOH MeOH:ACN (80:20, v/v)
100% ACN ACN:MeOH (80:20, v/v)
100% EtAc ACN:EtAc (80:20, v/v)
MeOH:ACN (50:50, v/v) EtAc:ACN (80:20, v/v)
ACN:EtAc (50:50, v/v) EtAc:MeOH (80:20, v/v)
MeOH:EtAc (50:50, v/v) MeOH:EtAc (80:20, v/v)

MeOH:ACN:EtAc (33:33:33, v/v/v)

Na Figura 31 estd representado um grafico ternario do sistema de solventes de

extracdo avaliados assim como das combinacdes realizadas.
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Area Total
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Figura 31. Grafico terndrio do sistema de solventes de extragdo (evidenciado pela marcagdo a
azul) obtido pelo software OriginLab® 9.0.

0
0 MeOH (%)

Tal como ja descrito na sec¢do 5.2.5. cada ponto preto do grafico corresponde a
uma composicao diferente dos trés solventes testados. Os valores do lado direito superior
indicam a area total obtida para todos os ADs.

Os melhores resultados foram obtidos usando 100% de acetato de etilo como
solvente de extracdo. Este solvente aumenta a eficiéncia de extracdo de compostos
apolares e tem vindo a ser utilizado no QUEChERS, como um substituto mais seguro aos
solventes clorados (244, Além disso, tem demonstrado ser um solvente com caracteristicas
universais, uma vez que possui capacidade para extrair pesticidas de diferentes classes
em diversos tipos de amostras['®%, o que poderd justificar a sua eficiéncia de extracdo dos
analitos em estudo em amostras de urina. Por outro lado, a solugdo 100% metanol foi a
gue obteve os piores resultados em termos de eficiéncia de extracao.

Testou-se, ainda, a solucdo agua contendo 0,1% acido férmico como solvente de
extracdo, contudo n3do se obteve uma boa separacdo das fases dado que a matriz em
estudo é aquosa.

Apds a selecdo do melhor solvente de extragdo, procedeu-se a otimizacdao do

efeito salting out.
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5.3.3. Efeito salting out

O sulfato de magnésio e o cloreto de sédio sdo os sais utilizados no método
QUECHERS original. A adicao destes sais na etapa de particdo promove o efeito de salting
out, no qual as moléculas de dgua formam esferas de hidratacdo em torno destes sais
idnicos reduzindo, assim, a solubilidade dos analitos na fase aquosa, como a quantidade
de agua na fase organica e vice-versa. Deste modo, a eficiéncia de extragao é favorecida
[155].

Tal como ja foi referido na secgao 3.2.4. em 2005 a técnica foi modificada com a
introducdo de sais tampao, como o citrato de trisddio dihidratado (CéHsNaz07.2H,0) e o
hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado (CeéHeNa207.1,5H,0). A inclusdo destes sais na
metodologia QUEChERS permitiu a obtencdo de melhores percentagens de recuperacao.

Para a avaliagcdo deste parametro na etapa de extragdo/particdo, realizaram-se 4
testes. Cada teste foi realizado com 2 mL de urina fortificada com os ADs a uma
concentracdo de 10 ug/mL e 2 mL de EtAc. As condig¢des avaliadas encontram-se na tabela

seguinte:

Tabela 24. Testes realizados para avaliar o efeito de salting out.

Teste i . .
, CondigOes Experimentais
salting out
1 0,8g de MgS0,
2 0,2g de NaCl
3 0,8g de MgS0, + 0,2g de NaCl
4 0,8g de MgS04 + 0,2g de NaCl + 0,2g CeHsNas07.2H,0 + 0,1g CsHsNa»07.1,5H,0

Os resultados de cada teste encontram-se representados graficamente na figura

seguinte:
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Figura 32. Efeito do salting out na etapa de extracdo/ particdo do QUEChERS.

Pode-se observar que em termos de dareas, o teste 4 foi o que obteve melhores
resultados. Anastassiades et al.[?*® e Lehotay et al.[*>° verificaram que a introducdo dos
sais tamponantes permitia a modelacdo do pH da amostra (5,0 — 5,5), favorecendo a
interacdo dos analitos com o solvente de extracdo. Conclui-se, portanto, que a
combinacdo dos sais sulfato de magnésio, cloreto de sddio, citrato de trisddio dihidratado
e hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado com o solvente orgéanico proporciona uma
melhor separacdo das fases organica e aquosa, levando a uma extracao mais rapida e facil.

Verificou-se, ainda, que a adicdo de um sé sal (teste 1 e 2) nesta etapa é também
eficiente, apesar da menor area total. A presenca do sal secante MgSQ04 é fundamental,
uma vez que apresenta grande capacidade de remoc¢ao de dgua quando comparado com
outros sais. Além disso, o facto de sofrer uma reacdao exotérmica quando hidratado
favorece a extragdo, especialmente dos compostos apolares (169,

Com base nos resultados, a mistura dos 4 sais de extracdo foi a selecionada para o
efeito salting out na etapa de extracdo e particdo do QUEChERS. De modo a facilitar a
interacao dos sais e do solvente com os analitos presentes na matriz, a amostra foi
homogeneizada, por agitagcdo manual e com o auxilio do vortex, sendo posteriormente

centrifugada a 3000 rpm, durante 5 min.
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5.3.4. Influéncia do clean up

Como referido na sec¢do 4.5.2. a etapa do clean up é essencial para promover a
robustez e confianga dos resultados obtidos pelo sistema cromatografico. No caso do
QUEChERS, o processo do clean up é realizado por dSPE, a qual permite que a limpeza e a
reducdo de agua residual sejam realizadas em simultaneo e de forma rapida. A remogao
de agua fornece, assim, um extrato final de menor polaridade, facilitando a precipitacdo
dos interferentes polares 1>,

Para a avaliacdo deste parametro, realizou-se um teste sem a etapa do clean up e
guatro testes com a etapa do clean up. Para o procedimento sem a etapa do clean up,
uma aliquota de 2 pL de extrato foi injetada no sistema cromatografico UHPLC-PDA. Em
relacdo aos testes com a etapa do clean up, foram testados diferentes tubos dSPE
DisQuE™, disponiveis no laboratério contendo diferentes misturas de sorventes. A
composicdo de cada tubo clean up DisQUE™ testado encontra-se descrita na tabela

seguinte:

Tabela 25. Composicdo tubos clean up DisQUE™ testados.

Tubos clean up Composicio
DisQUE™ posi¢
1 150 mg de MgSO,
2 150 mg de MgS0, + 25 mg de PSA
3 150 mg de MgS04 + 25 mg de PSA + 25 mg de Cis
4 150 mg de MgS04 + 50 mg de PSA + 50 mg de Cis

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Influéncia da etapa do clean up na eficiéncia de extracao por QUEChERS.

Com base nos dados da Figura 33 verifica-se que o tubo 3 apresentou os melhores
resultados em termos de 4reas para todos os ADs. A mistura de 150 mg de MgSQa4, 25 mg
de PSA e 25 mg de Cis mostrou ser a mais eficiente, quando comparada com a dos outros
tubos. No caso do teste sem clean up verificou-se muitos interferentes no cromatograma,
o que dificultou, em parte, a determinacdo das areas de cada analito. O mesmo foi
verificado para o tubo 1, com apenas sulfato de magnésio, que apesar de apresentar
maior area que o teste sem clean up, apresentou muita interferéncia em termos
cromatograficos. Podemos, assim, concluir que a etapa do clean up é um passo
fundamental no QUEChERS, uma vez que a componente dispersiva permite a distribuicdo
dos sais para que se difundam ao longo de toda a amostra para uma extracdo mais
completa 1531,

Em relacdo aos tubos 2 e 4, ambos continham sulfato de magnésio e PSA, sendo
gue o tubo 4 dispunha do dobro da quantidade de PSA além do sorvente Cis. Quando
comparamos os tubos 2, 3 e 4, verificAmos que o tubo 4 apresentou os resultados mais
baixos de dreas totais, o que indica que ao aumentar a quantidade de Cis e de PSA, os
analitos comecam a ficar retidos nestes sorventes, diminuindo assim a eficiéncia de

extragao.
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Verificou-se, ao nivel da otimiza¢do da MEPS, que o sorvente Cis foi o que obteve
melhor eficiéncia de extracdo, dada a sua afinidade para com os analitos em estudo, o
gue justifica os baixos resultados para o tubo 4. Além disso o sorvente PSA é eficaz na
remocdo de acidos organicos, de aclcares e de outros compostos polares presentes na
matriz (1561,

Entre o tubo 2 e 3, constata-se que a diferengca é minima em relagao as areas,
sendo ligeiramente maior para o tubo 3. No entanto em termos cromatograficos
observamos menos interferentes no tubo 3. Assim sendo, o tubo clean up contendo 150
mg de MgS0a, 25 mg de PSA e 25 mg de Cis foi o selecionado.

Na Tabela 26 encontram-se apresentadas as condi¢des otimizadas do QUEChERS.

Tabela 26. Condi¢Oes experimentais otimizadas do QUEChERS.

Etapas do QUEChERS Condigcoes experimentais otimizadas
. 2 mL urina fortificada
Extragdo +
2 mL EtAc
Particéo 0,8g de MgS0,4 + 0,2g de NaCl
+ 0,2g CsHsNaz07.2H,0 + 0,1g C6H6N3207.1,5H20
Limpeza (clean up) 150 mg de MgSO, + 25 mg de PSA + 25 mg de Cis

5.4. Validagao do método analitico para a anadlise de antidepressivos por

QuEChERS/UHPLC-PDA

5.4.1. Seletividade

A seletividade do método QUEChERS foi igualmente definida através da avaliacdo
da pureza na zona dos picos cromatograficos obtidos, tendo em conta a forma do pico, o
tempo de retencdo e o espetro de absorc¢do UV, para a detecdo de possiveis interferentes
da matriz. Tal como referido anteriormente, as substancias foram identificadas
comparando os tempos de retencdo (RT) e o comprimento de onda maximo (Amzx) de cada
uma delas (ver Tabela 14). Na Figura 34 estdo apresentados os cromatogramas obtidos e
respetivos espetros de absorcdo UV de cada uma das substancias, apds extracdo por

QUuEChERS.
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Figura 34. Comparacdo dos cromatogramas de amostra de urina branca com os cromatogramas
de urina fortificada com os analitos em estudo a diferentes comprimentos de onda apds extragdo
por QUEChERS (C = 2,5 pg/mL); (A) 227 nm e (B) 252 nm. (1 — NORFLX; 2 — FLX; 3 — DESCLP; 4 —
CLP; Pl — padrdo interno — clozapina).

Através da comparac¢ao dos cromatogramas da amostra de urina branca com os da
amostra de urina fortificada com os analitos, verificou-se que ndo ha quaisquer
interferéncias de constituintes da matriz nos tempos de retencado e comprimento de onda

maximo de cada uma das substancias em estudo, permitindo concluir que o método é

seletivo.

5.4.2. Linearidade

A linearidade do método QUEChERS/UHPLC-PDA foi igualmente estudada através
da construcdo de quatro curvas de calibragcdo (uma para cada substancia), com 7 niveis de
concentracdes entre 0,1 a 5 ug/mL, em triplicado. Tal como na MEPS, cada curva de
calibracdo foi construida pela relagdo entre a razdo das areas (area do analito/area do Pl)

com as concentracdes do analito, através da aplicacdo da ferramenta ANOVA. Na Figura
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35 encontram-se representadas as curvas de calibracdo de cada antidepressivo em

estudo.
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Figura 35. Curvas de calibragdo obtidas para cada antidepressivo.

Na Tabela 27, encontram-se resumidos os resultados deste estudo e os estudos
estatisticos de regressao estao sumariados em anexo. A analise da regressao linear com
o método dos minimos quadrados apresentou valores de R e R? superiores a 0,99, para
todos os compostos em estudo, e o intervalo de intercecdo da ordenada na origem ndo
foi estatisticamente diferente do ponto zero. Relativamente a distribuicdo dos residuos
ao longo dos valores de concentracao, ndo foram observadas tendéncias, uma vez que
todos os residuos evidenciaram um desvio inferior a 10%.

Tabela 27. Resumo dos resultados obtidos relativos ao modelo de regressao linear para
0s ADs em estudo por QUEChERS/UHPLC-PDA.

Intervalo de 95% de confianga da
Antidepressivo| Equagdo dareta R? ordenada na origem
Limite inferior Limite superior
FLX y = 0,1932x — 0,0097 0,9984 -0,0374 0,0180
NORFLX y = 0,1555x — 0,0137 0,9968 -0,0654 0,0078
CLP y =0,1273x — 0,0002 0,9977 -0,0220 0,0215
DESCLP y = 0,1005x — 0,0118 0,9961 -0,0339 0,0103
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Tal como na MEPS, foi igualmente avaliada a linearidade da metodologia por
QUEChERS/UHPLC-PDA, utilizando o teste de Mandel, de modo a verificar qual dos dois
modelos de regressao, linear e nao linear (polinomial) se adequava melhor. Na Tabela 28
encontram-se os valores do teste de Mandel (TV) calculados segundo a equagdo 3 e os

valores tabelados da distribui¢cdo F de Snedecor (N-1;N-1;0,95) (Fcrit).

Tabela 28. Resumo dos resultados obtidos relativos ao modelo de regressao linear para
0s ADs em estudo por QUEChERS/UHPLC-PDA.

e Teste de Mandel Critério de decisao
(TV) TV < Ferit (0,95;1;N-3)

FLX 5,66
NORFLX 2,11 TV<7,71F(0,95;1;4)

CLP 3,97

DESCLP 1,22

Como os valores de TV foram inferiores aos de Fci: (0,95;1;N-3) para todos os ADs,
os resultados indicam que, na gama de trabalho escolhida, o modelo linear é o que melhor

se ajusta aos pontos da curva de calibracdo obtidos em vez da fungdo polinomial.

5.4.3. Limites de Detec¢ao e Quantificacao

Estes dois parametros foram estudados como na metodologia por MEPS/UHPLC-
PDA, ou seja, utilizando o método de calibracdo. O calculo dos limites foi também
efetuado utilizando as equagdes 4 e 5, tendo como base os dados das curvas de calibragao
obtidas na linearidade, para cada composto em estudo. Os valores do LOD e LOQ

calculados encontram-se na Tabela 29.

Tabela 29. Valores de LOD e LOQ calculados para cada antidepressivo em estudo.

Antidepressivo LOD (pg/mL) LOQ (ug/mL)
FLX 0,060 0,181
NORFLX 0,084 0,255
CLP 0,071 0,216
DESCLP 0,092 0,278
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Tal como na MEPS, os valores de LOQ obtidos para o QUEChERS s3o superiores ao
primeiro ponto da curva de calibragdo (0,1 ug/mL) para todos os ADs. Assim sendo,
definiu-se, igualmente, o LLOQ (limite inferior de quantificagdo) como a concentragao
mais baixa de cada analito (0,1 pg/mL).

Uma vez que ndo foram encontrados na literatura, trabalhos com aplicagcao do
QUEChERS na extracao destes ADs em amostras de urina, comparamos os valores de LOD
e LLOQ com trabalhos que utilizaram esta técnica noutras matrizes para a extracdo de
ADs. Usui et al. (2012)791 descreveram para a CLP um LOD de 0,73 ng/mL e um LOQ de
5,0 ng/mL, utilizando um método por QUEChERS modificado combinado com LC-MS/MS.
Estes valores sdo melhores que os obtidos no presente trabalho, devido, tal como referido
na seccdao 5.2.3, ao facto da espetrometria de massa ter a capacidade para
detetar/quantificar niveis muito mais baixos, na ordem dos nanogramas.

Contudo, verificou-se que a técnica apresenta um grande potencial, pois os valores
obtidos sdo ligeiramente inferiores aos da MEPS, exceto para a DESCLP que apresentou

um LOD superior ao valor determinado por MEPS.

5.4.4. Precisdo e Exatiddo

A precisao foi igualmente avaliada em termos de repetibilidade e de precisao
intermédia. Tal como na metodologia MEPS/UHPLC-PDA, trés niveis de concentragdo
diferentes, nivel baixo (LL), médio (ML) e alto (HL) da curva de calibragdo (0,1 pg/mL, 2,5
ug/mL e 5,0 ug/mL, respetivamente) foram preparados, por fortificacdo de amostras
brancas de urina.

Em simultaneo com o primeiro dia do estudo da precisao intermédia, foi avaliada
a repetibilidade do método, na qual seis réplicas (n = 6) foram analisadas no mesmo dia.
Depois de aplicado o método adquiriram-se as areas relativas para cada substancia, em
replicado e calcularam-se a média, o desvio padrdo (s) e o coeficiente de variacdo (CV ou

RSD), segundo as equagoes 5 e 6. Os resultados obtidos encontram-se na tabela seguinte.
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Tabela 30. Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade do método, para
cada um dos compostos em estudo, calculados para trés niveis de concentragdao por
QUEChERS/UHPLC-PDA.

Nivel de Média das areas . A

. . ~ . Desvio Repetibilidade

Antidepressivo | Concentrag¢ao? relativas - O foon
(ng/mL) (drea analito/area PI) LI {75 (26,

LL 0,1 0,0284 0,0008 2,7
FLX ML 2,5 0,4321 0,0104 2,4
HL 5,0 0,9859 0,0233 2,4
LL 0,1 0,0227 0,0006 2,6
NORFLX ML 2,5 0,3579 0,0064 1,8
HL 5,0 0,7904 0,0149 1,9
LL 0,1 0,0175 0,0015 8,7
CLP ML 2,5 0,3028 0,0084 2,8
HL 5,0 0,6418 0,0173 2,7
LL 0,1 0,0099 0,0099 7,4
DESCLP ML 2,5 0,2308 0,2308 4,5
HL 5,0 0,4989 0,4989 1,5

3 Niveis de concentracdo usados na validacdo da MEPS/UHPLC-PDA: LL — nivel baixo; ML — nivel médio; HL
—nivel alto.

Com base nos dados obtidos na tabela anterior, verifica-se que os CV foram <10%
para as concentracées estudadas, concluindo-se que o método é preciso entre ensaios do
mesmo dia.

A precisdo intermédia foi avaliada tal como na metodologia por MEPS/UHPLC-PDA,
na qual trés réplicas de cada nivel foram analisadas durante cinco dias ndo consecutivos
(n =15). Para cada dia, foi igualmente preparada uma curva de calibragdo e os resultados
foram posteriormente tratados por aplicacdo da ANOVA fator Unico usando as expressdes
da Tabela 7 e da Tabela 8. Os resultados obtidos dessas expressdes encontram-se
resumidos na Tabela 31. Em anexo, encontram-se as tabelas detalhadas, com os dados
das curvas de calibracdo obtidas para a precisao intermédia, assim como o tratamento
estatistico destes resultados, para cada antidepressivo.

A metodologia experimental utilizada para o estudo da exatiddo foi a mesma que
foi descrita para a precisdo intermédia. Esta foi expressa como EMR para os trés niveis de
concentracdo, sendo calculada segundo a equagdo 7. Os resultados do calculo de EMR

encontram-se também na Tabela 31.
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Tabela 31. Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisdo e exatiddo do método,
para cada um dos compostos em estudo, calculados para trés niveis de concentragao por
QUEChERS /UHPLC-PDA.

Analito Cor(\;;;\:i)g a0 Repetibilidade Prefisé.o entre iniﬁf’rl\s:;a cv EMR
(Sr) sequéncias (Srun) (s1) (%) (%)
Tedrica Obtida

0,1 0,094 0,011 0,004 0,122 8,3 -6,0

FLX 2,5 2,512 0,022 0,008 0,172 0,6 0,48
5,0 4,994 0,018 0,008 0,161 0,1 -0,12

0,1 0,102 0,007 0,009 0,129 9,9 2,0
NORFLX 2,5 2,496 0,023 0,015 0,195 0,8 -0,16
5,0 5,002 0,018 0,005 0,152 0,2 0,04

0,1 0,099 0,009 0,009 0,131 10,1 -1,0

CLpP 2,5 2,502 0,010 0,019 0,171 0,8 0,08
5,0 4,999 0,022 0,008 0,172 0,2 -0,02

0,1 0,101 0,010 0,004 0,116 4,1 1,0
DESCLP 2,5 2,498 0,014 0,002 0,127 0,3 -0,08
5,0 5,001 0,011 0,005 0,129 0,1 0,02

Podemos verificar que os valores de CV obtidos para a precisdao intermédia sdo
iguais ou inferiores a 10,1%. Apesar de ligeiramente superior aos critérios (<10%), este
valor foi considerado aceitavel.

Relativamente a exatiddo, os valores absolutos obtidos variaram entre 0,02 e 6,0%,
0s quais se encontram dentro dos limites considerados aceitaveis: £20% perto do LOQ e
+15% nas restantes concentragoes.

A presenca de erros sistematicos (tendéncias) também foi investigada através da
aplicacdo de um teste estatistico. Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela

seguinte.
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Tabela 32. Resumo dos resultados obtidos no teste de hipdteses (teste t-Student) para o
estudo dos erros sistematicos associados a recuperacio do método por
QUEChERS/UHPLC-PDA.

Antidepressivo Concentragao R ¢ Critério de decisdo
P (ug/ml) P Loy S erir(N-1;0,95)
0,1 93,7
FLX 2,5 100,5 1,82
5,0 99,9
0,1 102,2
NORFLX 2,5 99,8 0,48
5,0 100,0
0,1 98,9 2,78
CLP 2,5 100,1 0,24
5,0 99,9
0,1 101,2
DESCLP 2,5 99,9 0,66
5,0 100,0

Os resultados obtidos mostram que o t,y, € inferior ao t;; para todos os ADs
com um intervalo de confianga de 95%. Conclui-se portanto que o método é exato, uma
vez que ndo existem erros sistematicos.

Os valores das taxas de recuperagdao adquiridos encontram-se no intervalo de

valores, definido por uma margem de erro de 20% que varia entre 80 a 120%.

5.4.5. Eficiéncia de extragao

O estudo da eficiéncia de extracdo do método QUEChERS foi realizado segundo o
procedimento descrito na sec¢do 4.6.6. A Tabela 33 apresenta os valores obtidos da
avaliagdo deste parametro segundo a equagdo 15, em percentagem, da extragao por

QUEChERS para os compostos em estudo na urina.

154



Resultados e Discussdo

Tabela 33. Resultados da determinacgado da eficiéncia de extragdo por QUEChERS para
trés niveis de concentragao.

EE (%)
Antidepressivo
LL (0,1 pg/mL) ML (2,5 pg/mL) HL (5,0 ug/mL)

FLX 99,6 90,8 108,8
NORFLX 86,1 90,1 94,4

CLP 108,6 93,4 106,9
DESCLP 107,2 92,4 102,1

Podemos verificar que os valores de recuperacao obtidos variam entre 86,1% e
108,8%, os quais estdo de acordo com os critérios anteriormente referidos, ndo havendo
perdas significativas de analito no processo extrativo. Os valores de recuperagdo foram
igualmente satisfatérios, podendo-se considerar que a técnica por QUEChERS é

igualmente adequada para a extracdao dos ADs em amostras de urina.

5.5. Aplicagdo de ambas as metodologias, MEPS/UHPLC-PDA e
QUEChERS/UHPLC-PDA, a amostras reais.

Apds a validacdo das duas metodologias analiticas desenvolvidas para a
determinacdo da FLX, CLP e respetivos metabolitos ativos em amostras de urina,
aplicaram-se os dois métodos a 12 amostras reais, provenientes de pacientes sob
tratamento com ADs. Estas amostras foram obtidas na Casa de Saude S. Jodo de Deus do
Funchal (I1SID).

Foram selecionados os pacientes cujo tratamento envolvia os ADs em questao,
nomeadamente FLX e CLP, com, pelo menos, 3 semanas. Todos os individuos que
participaram neste estudo foram devidamente informados sobre a investigacdo, a qual
foi previamente submetida a aprovacao da Comissdo de ética do ISID e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC).

A Tabela 34 apresenta alguns dados das amostras dos pacientes analisados, como

idade, tipo de farmaco e respetiva posologia e o tempo de tratamento.
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Tabela 34. Informacdo das amostras dos pacientes.

Paciente | tdade S ratamento
1 55 CLP 75 mg 10 anos
2 61 FLX 20 mg 6 meses
3 51 FLX 20 mg 3 meses
4 49 FLX 20 mg 4 meses
5 67 FLX 20 mg 2 anos
6 52 FLX 20 mg 20 anos
7 72 FLX 20 mg 9 anos
8 30 FLX 20 mg 7 anos
9 28 FLX 20 mg 3 anos
10 60 FLX 40 mg 8 anos
11 57 CLP 25 mg 9 anos
12 52 CLP 25 mg 8 anos

As concentragdes determinadas nas amostras de urina dos pacientes para as duas
metodologias em estudo, MEPS/UHPLC-PDA e QuEChERS/UHPLC-PDA, encontram-se

apresentadas na Tabela 35 e na Tabela 36, respetivamente.

Tabela 35. Concentragdes obtidas das amostras dos pacientes através do método
MEPS/UHPLC-PDA
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Concentragio (ug/mL)
Paciente
FLX NORFLX CLP DESCLP
1 - - 0,31+ 0,002 0,25 + 0,002
2 0,73 £ 0,004 0,34 + 0,002 - -
3 0,18 + 0,002 0,20 + 0,002 - -
4 1,73+£0,077 1,71+£0,043 - -
5 0,20 +£ 0,003 0,14 £ 0,002 - -
6 0,39+0,017 0,26 £ 0,010 - -
7 0,85 +0,013 1,48 +£0,013 - -
8 - - 0,41 + 0,082 0,75+ 0,032
9 - - 0,78 £ 0,035 0,55+0,021
10 0,49 + 0,002 0,28 + 0,002 - -
11 0,47 + 0,005 0,33+0,019 - -
12 1,23 +£0,142 0,56 + 0,105 - -
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Tabela 36. Concentragdes obtidas das amostras dos pacientes através do método

QUEChERS/UHPLC-PDA

Concentracgdo (ug/mL)

Paciente FLX NORFLX CcLP DESCLP
1 - - 0,23 0,012 0,20 + 0,018
2 0,65+0,021  0,31+0,011 - -
3 0,15+0,009 0,18 +0,015 - -
4 1,56 + 0,068 1,58 + 0,052 - -
5 0,13+0,034 0,17 +0,026 - -
6 0,30+0,017 0,28 +0,010 - -
7 0,73 + 0,006 1,41+ 0,013 - -
8 - - 0,46 + 0,076 0,68+ 0,042
9 - - 0,65 + 0,028 0,52 +0,018
10 | 0,51+0,008  0,38+0,011 - -
11 | 0,32+0,013  0,21+0,022 - -
12 1,12+0,073  0,41+0,064 - -

Em seguida sao apresentados os cromatogramas obtidos da analise de amostras

de urina de dois pacientes, por ambas as metodologias.
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Figura 36. Cromatogramas obtidos das amostras de urina dos pacientes 1 e 4 por: (A)-
MEPS/UHPLC-PDA e (B) — QUEChERS/UHPLC-PDA.
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ApOds a visualizagdo cromatografica, constatou-se que a forma e resolugao dos
picos de cada antidepressivo sdo muito semelhantes aos obtidos usando a amostra de
urina branca fortificada. Além disso, ndao foi observada nenhuma interferéncia nos tempos
de retencdo dos analitos em estudo.

Relativamente a metodologia por MEPS/UHPLC-PDA, a gama de concentragdes
encontrada para as amostras de urina, provenientes de pacientes em tratamento com
FLX, variou entre 0,18 e 1,73 pg/mL para o composto principal (FLX) e entre 0,14 e 1,71
ug/mL para o metabolito ativo, NORFLX. Para as amostras de urina provenientes de
pacientes em tratamento com CLP, o intervalo de concentragdes foi de 0,31 e 0,78 pg/mL
para a CLP e para o metabolito ativo (DESCLP) foi de 0,25 e 0,55 pug/mL.

Quanto a metodologia por QUEChERS/UHPLC-PDA, as concentracdes relativas as
amostras com tratamento por FLX variaram entre 0,13 e 1,56 pug/mL para a FLX e entre
0,17 e 1,58 pug/mL para a NORFX, enquanto que para as amostras com tratamento por CLP
as concentragGes determinadas variaram entre 0,23 e 0,65 pug/mL para a CLP e entre 0,20
e 0,68 pug/mL para a DESCLP. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Unceta
et al. (2008)% na aplicagdo da SPME/HPLC-DAD a amostras de urina de pacientes em
tratamento com FLX.

Apesar do numero reduzido de amostras, as concentracdes urinarias
determinadas sugerem que a concentracdo plasmatica de steady-state foi atingida 52,
Contudo, mais estudos devem ser realizados para complementar os dados obtidos neste

trabalho.
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CAPITULO VI - CONCLUSOES

No decorrer deste trabalho, foram desenvolvidas duas metodologias analiticas
baseadas na MEPS e no QUEChERS, seguidas de analise por UHPLC-PDA para a
determinacao dos antidepressivos fluoxetina, clomipramina e dos respetivos metabolitos
ativos, norfluoxetina e desmetilclomipramina, em amostras de urina. O estudo dos
metabolitos ativos deveu-se ao facto destes compostos exercerem potencial atividade
farmacoldgica que, por sua vez, contribui para os efeitos gerados pelas substancias que
Ihes dao origem.

Depois de uma sele¢do cuidadosa das condi¢Ges cromatograficas, demonstrou-se
gue a separacdo dos antidepressivos e dos seus metabolitos poderd ser conseguida em
menos de 10 minutos, com uma boa resolu¢ao cromatografica. Além disso, a combinagao
do curto tempo de corrida com um fluxo da ordem dos L, permitiu reduzir drasticamente
o consumo de solventes tornando esta técnica ndo s6 mais econdmica, mas também
amiga do ambiente. Por outro lado, a dete¢do por fotodiodos revelou ser uma alternativa
econdmica, quando comparada com os equipamentos mais sofisticados e dispendiosos,
como por exemplo o detetor de espetrometria de massa, tornando esta metodologia mais
acessivel a outros laboratdrios.

No que respeita as técnicas de extracdo propriamente ditas, a MEPS e o QUEChERS
foram as técnicas selecionadas para este estudo dada a sua versatilidade, simplicidade,
rapidez e baixo custo, tornando-as atrativas do ponto de vista analitico, econdmico e
ambiental. Apds a otimizacdo das diversas varidveis que afetam o desempenho de ambas
as técnicas, a validagcdo das duas metodologias analiticas foi avaliada em termos de
seletividade, linearidade, limites de detecao e quantificacdo, precisdo e exatidao.

Os resultados obtidos no estudo da validacdo dos métodos demonstraram ser
adequados para a separacdo, identificacdo e quantificacdo da FLX, CLP e dos seus
metabolitos ativos em amostras de urina. Os métodos demonstraram ser rapidos,
seletivos e lineares na gama de concentragées de 0,1 ug/mL a 5,0 ug/mL. Os limites de
detecdo obtidos, iguais ou inferiores a 0,087 ug/mL para a MEPS e 0,092 pg/mL para o
QUEChERS, possibilitaram a detegdo destes compostos na urina em concentragdes
diminutas. Os ensaios validados provaram ainda ser precisos, exatos e reprodutiveis, tal

como demostrado nos resultados da andlise estatistica. Através do estudo dos 12 casos
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reais apresentados, foi comprovada a aplicabilidade das duas metodologias analiticas
descritas neste trabalho.

Estes resultados promissores sugerem que estas metodologias podem ser
potencialmente Uteis para quantificar cada uma destas substancias, assim como outros
farmacos, ndo sé em amostras de urina, como também noutras matrizes, sendo uma
alternativa as metodologias convencionais existentes. Importa referir que ambos os
métodos analiticos apresentados podem ser melhorados em algumas vertentes,
nomeadamente na otimizacao, de modo a aumentar a eficiéncia de extracgao.

De salientar que a simplicidade de ambas as metodologias propostas torna-as
compativeis com a rotina analitica de um laboratério de toxicologia. Neste sentido, os
métodos aqui apresentados podem encontrar uma aplicabilidade relevante na pratica
clinica, especialmente na monitorizacdo terapéutica e em cendrios forenses,

principalmente em casos de overdose.
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Anexos

CAPITULO VIIl- ANEXOS

ANEXO 1 - Formuldrio de recolha das amostras de urina de pacientes.

racunoaoe o e CEM% e @E

LAVERSDADE da MADERA,

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAQ DE NOVAS METODOLOGIAS ANALITICAS PARA A
DETERMINAGAO DE ANTIDEPRESSIVOS EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Formularie para recolha de amostras biologicas (urina) de pacientes internados na Casa de Saude S. Jodo de Deus

do Funchal, cujo tratamento clinico implique a administragdo de Antidepressivos, nomeadamente Fluoxetina e

Clomipramina.

Datadacolhetta: __ /[
Instituigio: Casa de Saude 5. Jodo de Deus do Funchal N amostra:
Idade: anos Sexo: MO FO

Ha guanto tempo o pacienta enconfra-se em fratamento?

Qual a medicacdo habitualmente administrada?

Clual a via de administragio da medicagio?

Tempo decorrido desde a administragdo da dlima dose?

Observagbes:

Volume de amostra de urina: mL

Assinatura do Técnico de Salde
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ANEXO 2 - Estudo Estatistico da Linearidade por MEPS/UHPLC-PDA.

Resultados estatisticos da Linearidade para a fluoxetina

Concentragdo (pg/mL) Area FLX Area PI Area (FLX/PI)
0,1 4698 262790 0,018
0,5 23199 270070 0,086
1,5 83032 277454 0,299
2,5 159935 261076 0,613
3,5 219870 259881 0,846
4,5 267796 242861 1,103
5,0 319940 251726 1,271
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da FLX
1,500
Estatistica de regressGo _ 1200 P »»9
R multiplo 0,998516232 g
X 0,900 e
R-Quadrado 0,997034666 z y = 0,2569x - 0,0409
R-quadrado ajustado 0,9964416 © 0,600 e R?=0,997
Erro padrdo 0,029395757 < 0,300 9
Observagdes 7
0,000 @ L
0 1 2 3 4 5
Concentragdo (pug/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significagdo
Regressdo 1 1,452700166 1,452700166  1681,150884 1,62751E-07
Residuo 5 0,004320553 0,000864111
Total 6  1,457020718
Coeficientes Erro padréo Statt valor-P 95% inferiores
Intersegdo -0,040913977 0,019278153 -2,122297581 0,08725121 -0,0905
Concentragio (ug/mL) 0,256916541  0,006265976 41,00184001  1,62751E-07 0,2408
Desenho de residuos
RESULTADOS DE RES{DUOS N
0,02
@
Observagio Previsto(a) Areas (Y) Residuos § 0 ¥ ) ) 3 B
1 -0,015222323 0,033099114 % *
2 0,087544294  -0,001643181 x 002
3 0,344460835 -0,045197413
4 0601377376  0,011219658 004 S
5 0,858293917 -0,012252249 0,06
6 1,115210458 -0,012542341 : Concentragdo (pug/mL)
7 1,243668728 0,027316412
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Resultados estatisticos da Linearidade para a norfluoxetina

Concentragdo (ug/mL) AreaNORFLX AreaPl  Area (NORFLX/PI)
0,1 5921 262865 0,023
0,5 28678 270109 0,106
1,5 89639 277495 0,323
2,5 176760 261100 0,677
3,5 230198 259915 0,886
4,5 289861 242852 1,194
5,0 334482 249606 1,340
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da NORFLX
1,500
- @
Estatistica de regressdo T 1,200 o
R multiplo 0,998251182 < .
R-Quadrado 0996505422 | 0,900 v =0,2712x - 0,0321
R-quadrado ajustado 0,995806507 Z 0,600 R?=0,9965
~ © -
Erro padrelo 0,033693169 ‘g 0,300 e
Observagbes 7 @
0,000 1@ . . . . ,
1 2 4 5 6
Concentragdo (pg/mL)
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significagdo
Regressdo 1 1,61859674 1,618596737 1425,787971 2,45419E-07
Residuo 5 0,00567615 0,00113523
Total 1,62427289
Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersegdo -0,032137071 0,02209646 -1,454399338 0,205586084 -0,0889 0,0247
Concentragdo (pug/mL) 0,271189833 0,00718201 37,75960766 2,45419E-07 0,2527 0,2897
RESULTADOS DE RESIDUOS Desenho de residuos
0,04
P L 4
0,02 ]
Observagdo Previsto(a) Areas (Y) Residuos " > @
1 -0,005018088 0,02754293 S 0 ' ! ! ! !
2 0,103457845 0,00271281 2 0or | 2 3 4 s 6
3 0,374647678 -0,05161796 e N
4 0,645837511 0,03114592 0,04 -
5 0,917027344 -0,03136381
6 1,188217177 0,00535158 0,06 - c =
oncentracdo (ug/mL)
7 1,323812093 0,01622853
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Resultados estatisticos da Linearidade para a clomipramina

Concentragédo (pg/mL) Area CLP Area PI Area (CLP/PI)
0,1 2308 262790 0,009
0,5 11153 270045 0,041
15 54418 277384 0,196
2,5 103040 261078 0,395
3,5 140350 259889 0,540
4,5 173143 242857 0,713
5,0 202582 249151 0,813
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da CLP
1,000
Estatistica de regressdo @
P = 0,750 @
R multiplo 0,998732308 & T
R-Quadrado 0,997466223 E 0,500 - y =0,1663x - 0,0314
R-quadrado ajustado 0,996959467 o . o R?=0,9975
Erro padrio 0,017585267 | < 0,250 o
Observagdes 7 .
0,000 @ @ T T T T )
0 1 3 4 5 6
Concentragdo (pg/mL)
ANOVA
gl sQ mMaQ F F de significagdo
Regressdo 1 0,608692087 0,608692087  1968,33824 1,09823E-07
Residuo 5 0,001546208 0,000309242
Total 6 0,610238295
Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersegdo -0,031421186  0,011532666 -2,724537787  0,041549671 -0,0611 -0,0018
Concentragdo (pg/mL) 0,166304079  0,003748461 44,36595812  1,09823E-07 0,1567 0,1759
Desenho de residuos
RESULTADOS DE RESIDUOS 0.04 7
@
0,02 -
L 4
« L 4
Observagdo Previsto(a) Areas (Y) Residuos S
1 -0,014790778  0,023573465 E 0 ¥ 2 : N .
2 0,051730854 -0,010431606 = A *
3 0,218034933 -0,021853559 -0,02 @
4 0,384339012  0,010332864
5 0,550643091 -0,010605871 004 J
6 0,71694717 -0,004007302 g Concentraggo (ug/mL)
7 0,800099209  0,012992009
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Concentragdo (pg/mL) Area DESCLP Area PI Area (DESCLP/P1)
0,1 2916 262891 0,011
0,5 12203 270180 0,045
15 52892 277497 0,191
2,5 98102 261102 0,376
3,5 138873 259775 0,535
4,5 169869 242845 0,699
5,0 193738 245949 0,788
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da DESCLP
1,000
E: isti a =
statistica de regressdo T 0750 @
Rmultiplo 0,998943381 | & e
R-Quadrado 0,997887878 | B 4500 - ¥ = 0,1616x - 0,0286
R-quadrado ajustado 0,997465454 2 -3 R?=0,9979
Erro padrio 0,015602315 | & 0250 e
Observagdes 7 <
0000 @& T T T - )
0 1 2 3 5 6
Concentragdo (pg/mL)
ANOVA
gl 5Q mMQ F F de significacdo
Regressédo 1 0,575056901 0,575056901  2362,287425 6,96633E-08
Residuo 5 0,001217161 0,000243432
Total 6 0,576274063
Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersegdo -0,028649889  0,010232219 -2,799968394 0,03799504 -0,0550 -0,0023
Concentragdo (ug/mL) 0,161643961  0,003325777 48,60336846  6,96633E-08 0,1531 0,1702
Desenho de residuos
RESULTADOS DE RESIDUOS 0.04 1
@
0,02 |
- P 8 L4
Observagéo Previsto(a) Areas (Y) Residuos S N N
1 -0,012485493  0,023576255 3 0 ?
1) ® 1 2 3 4 5 6
2 0,052172092 -0,007007141 =
3 0,213816052 -0,023213768 -0,02 - *
4 0,375460013  0,000261656
5 0,537103974 -0,002515121 008 J
6 0,698747934  0,000750428 g Concentragdo (ug/mL)
7 0,779569915  0,008147691
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ANEXO 3 - Estudo Estatistico da Precisdo Intermédia por MEPS/UHPLC-PDA.

Tabela 37. Resultados estatisticos da precisao intermédia para a fluoxetina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Declive 0,2098 0,2206 0,2230 0,2223 0,2082
Yo 0,0073 -0,0032 -0,0022 0,0001 -0,0022
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,106 0,108 0,105 0,087 0,097
Replicado 2 0,1076 0,093 0,11 0,091 0,103
Replicado 3 0,118 0,095 0,098 0,079 0,108
Média 0,111 0,099 0,104 0,086 0,103
Recuperagao (%) 111,3 98,6 104,5 85,8 103,1
Concentragcdao Média 0,107
Recuperagdo Média (%) 100,7
Repetibilidade (S,) 0,007
Between Run (S,,,) 0,008
Precisdo Intermédia 0,122
CV (%) 9,4
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,484 2,493 2,496 2,546 2,498
Replicado 2 2,479 2,506 2,504 2,516 2,487
Replicado 3 2,472 2,51 2,474 2,521 2,496
Média 2,478 2,503 2,491 2,528 2,494
Recuperagao (%) 99,1 100,1 99,6 101,1 99,8
Concentragao Média 2,499
Recuperag¢dao Média (%) 99,9
Repetibilidade (S,) 0,011
Between Run (S,,,) 0,017
Precisao Intermédia 0,169
CV (%) 0,74
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 5,014 4,995 5,015 4,982 4,993
Replicado 2 5,011 5,016 5,005 4,996 5,019
Replicado 3 5,008 4,986 4,993 4,979 4,997
Média 5,011 4,999 5,004 4,986 5,003
Recuperagio (%) 100,2 100,0 100,1 99,7 100,1
Concentragao Média 5,001
Recuperag¢do Média (%) 100,0
Repetibilidade (S,) 0,011
Between Run (S,,,) 0,007
Precisao Intermédia 0,135
CV (%) 0,18
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Tabela 38. Resultados estatisticos da precisdo intermédia para a norfluoxetina.

Anexos

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999 0,9999
Declive 0,1952 0,1961 0,1960 0,2123 0,2047
Yo 0,0343 0,0284 0,0342 0,0299 0,0324
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,095 0,112 0,095 0,110 0,103
Replicado 2 0,094 0,121 0,104 0,115 0,113
Replicado 3 0,098 0,118 0,108 0,113 0,106
Média 0,096 0,117 0,102 0,113 0,107
Recuperagao (%) 96,4 117,0 101,5 112,9 107,5
Concentragao Média 0,107
Recuperagdo Média (%) 107,1
Repetibilidade (S,) 0,005
Between Run (S,,,) 0,008
Precisao Intermédia 0,112
CV (%) 7,8
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,48 2,548 2,503 2,472 2,495
Replicado 2 2,522 2,549 2,496 2,479 2,478
Replicado 3 2,52 2,555 2,491 2,473 2,483
Média 2,507 2,466 2,497 2,475 2,485
Recuperagao (%) 100,3 98,6 99,9 99,0 99,4
Concentragdo Média 2,486
Recuperagao Média (%) 99,4
Repetibilidade (S,) 0,012
Between Run (S,,,) 0,029
Precisdo Intermédia 0,201
CV (%) 0,66
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 5,01 4,948 5,007 5,006 5,012
Replicado 2 5,003 5,002 4,996 5,021 5,010
Replicado 3 4,979 4,975 5,001 5,009 4,998
Média 4,997 5,017 5,001 5,012 5,007
Recuperagao (%) 99,9 100,3 100,0 100,2 100,1
Concentragdao Média 5,007
Recuperagdo Média (%) 100,1
Repetibilidade (S,) 0,015
Between Run (S,,,) 0,011
Precisdo Intermédia 0,162
CV (%) 0,16

189



Anexos

Tabela 39. Resultados estatisticos da precisao intermédia para a clomipramina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999 0,9999
Declive 0,1496 0,1517 0,1462 0,1300 0,1329
Yo -0,0041 -0,0071 -0,0056 -0,0006 -0,0013
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,102 0,123 0,113 0,124 0,101
Replicado 2 0,091 0,111 0,103 0,101 0,104
Replicado 3 0,093 0,108 0,104 0,106 0,109
Média 0,095 0,114 0,107 0,110 0,105
Recuperagdo (%) 95,4 113,6 107,3 110,4 104,5
Concentragao Média 0,106
Recuperagdo Média (%) 106,2
Repetibilidade (S,) 0,008
Between Run (S,,,) 0,006
Precisdo Intermédia 0,115
CV (%) 6,6
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,521 2,481 2,489 2,486 2,472
Replicado 2 2,499 2,471 2,496 2,479 2,494
Replicado 3 2,512 2,467 2,473 2,475 2,506
Média 2,509 2,473 2,486 2,480 2,491
Recuperagio (%) 100,4 98,9 99,4 99,2 99,6
Concentragcao Média 2,488
Recuperagdo Média (%) 99,5
Repetibilidade (S,) 0,011
Between Run (S,,,) 0,013
Precisdo Intermédia 0,155
CV (%) 0,55
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 4,985 5,009 5,014 5,007 5,002
Replicado 2 5,003 5,027 5,002 5,013 5,007
Replicado 3 5,001 5,004 5,006 5,011 5,003
Média 4,996 5,013 5,007 5,010 5,004
Recuperacio (%) 99,9 100,3 100,1 100,2 100,1
Concentragcao Média 5,006
Recuperag¢dao Média (%) 100,1
Repetibilidade (S,) 0,008
Between Run (S,,,) 0,005
Precisdo Intermédia 0,112
CV (%) 0,13
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Tabela 40. Resultados estatisticos da precisao intermédia para a desmetilclomipramina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9997 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999
Declive 0,1321 0,1261 0,1361 0,1120 0,1147
Yo -0,0020 0,0045 -0,0032 0,0031 0,0010
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,085 0,094 0,101 0,103 0,105
Replicado 2 0,102 0,103 0,112 0,109 0,121
Replicado 3 0,092 0,096 0,105 0,113 0,107
Média 0,093 0,098 0,106 0,108 0,111
Recuperagao (%) 93,4 98,1 105,7 107,5 110,9
Concentragao Média 0,103
Recuperagdo Média (%) 103,1
Repetibilidade (S,) 0,007
Between Run (S,,,) 0,006
Precisao Intermédia 0,115
CV (%) 7,0
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,498 2,515 2,479 2,493 2,482
Replicado 2 2,523 2,494 2,495 2,475 2,479
Replicado 3 2,519 2,504 2,492 2,487 2,476
Média 2,513 2,504 2,489 2,485 2,479
Recuperagao (%) 100,5 100,1 99,6 99,4 99,1
Concentragdo Média 2,494
Recuperagdo Média (%) 99,8
Repetibilidade (S,) 0,010
Between Run (S,.,) 0,013
Precisdo Intermédia 0,151
CV (%) 0,56
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 5,006 4,989 5,001 5,008 5,003
Replicado 2 4,993 5,008 5,005 5,003 5,019
Replicado 3 4,982 4,996 5,010 5,011 5,008
Média 4,994 4,998 5,005 5,007 5,010
Recuperagao (%) 99,9 100,0 100,1 100,1 100,2
Concentragdao Média 5,003
Recuperagdo Média (%) 100,1
Repetibilidade (S,) 0,008
Between Run (S,,,) 0,005
Precisdo Intermédia 0,115
CV (%) 0,14
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ANEXO 4 - Estudo Estatistico da Exatiddo por MEPS/UHPLC-PDA.

Tabela 41. Resultados estatisticos da exatiddo para a fluoxetina.

Data

12 Dia

22 Dia

32 Dia

42 Dia

52 Dia

Equagao dareta

y=0,2098x + 0,0073

y=0,2206x - 0,0032

y=0,2230x - 0,0022

y=0,2223x + 0,0001

y=0,2082x - 0,0022

Gama Baixa 0,1 pug/mL

Média 0,111 0,099 0,104 0,086 0,103
Recuperagio (%) 111,3 98,6 104,5 85,8 103,1
Recuperagdo Média (%) 100,7
Desvio padrdo 9,45
CV (%) 9,4
N (ne dias) 5
Texp 0,15
Tcrit 2,78
Incerteza de R% 4,2
Incerteza padrao rel. 0,042
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,478 2,503 2,491 2,528 2,494
Recuperagdo (%) 99,1 100,1 99,6 101,1 99,8
Recuperag¢do Média (%) 99,9
Desvio padrao 0,74
cV (%) 0,7
N (n2 dias) 5
Texp 0,15
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,33
Incerteza padrao rel. 0,003
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 5,011 4,999 5,004 4,986 5,003
Recuperagio (%) 100,2 100,0 100,1 99,7 100,1
Recuperagdo Média (%) 100,0
Desvio padrao 0,18
CV (%) 0,2
N (n2 dias) 5
Texp 0,15
Terie 2,78
Incerteza de R% 0,08
Incerteza padrao rel. 0,001
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Tabela 42. Resultados estatisticos da exatidao para a norfluoxetina.

Data

12 Dia

22 Dia

32 Dia

42 Dia

52 Dia

Equagdo dareta

y=0,1952x + 0,0343

y=0,1961x + 0,0284

y=0,1960x + 0,0342

y=0,2123x + 0,0299

y=0,2047x + 0,0324

Gama Baixa 0,1 pg/mL

Média 0,096 0,117 0,102 0,113 0,107
Recuperagdo (%) 96,4 117,0 101,5 112,9 107,5
Recuperacao Média (%) 107,1
Desvio padrao 8,32
CV (%) 7,8
N (ne2 dias) 5
Texp 1,90
Torit 2,78
Incerteza de R% 3,7
Incerteza padrdo rel. 0,037
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,507 2,466 2,497 2,475 2,485
Recuperagdo (%) 100,3 98,6 99,9 99,0 99,4
Recuperagdo Média (%) 99,4
Desvio padrdo 0,66
CV (%) 0,7
N (n2 dias) 5
Texp 1,89
Terie 2,78
Incerteza de R% 0,3
Incerteza padrdo rel. 0,003
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 4,997 5,017 5,001 5,012 5,007
Recuperagdo (%) 99,9 100,3 100,0 100,2 100,1
Recuperagao Média (%) 100,1
Desvio padrao 0,16
CV (%) 0,2
N (n2 dias) 5
Texp 1,88
Torit 2,78
Incerteza de R% 0,1
Incerteza padrdo rel. 0,001
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Tabela 43. Resultados estatisticos da exatiddo para a clomipramina.

Data

12 Dia

22 Dia

32 Dia

42 Dia

52 Dia

Equagao dareta

y=0,1496x - 0,0041

y=0,1517x-0,0071

y=0,1462x - 0,0056

y=0,1300x - 0,0006

y=0,1329x - 0,0013

Gama Baixa 0,1 pug/mL

Média 0,095 0,114 0,107 0,110 0,105
Recuperagdo (%) 95,4 113,6 107,3 110,4 104,5
Recuperagdo Média (%) 106,2
Desvio padrdo 6,96
CV (%) 6,6
N (n2 dias) 5
Texp 2,01
Terit 2,78
Incerteza de R% 3,1
Incerteza padrao rel. 0,031
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,509 2,473 2,486 2,480 2,491
Recuperagdo (%) 100,4 98,9 99,4 99,2 99,6
Recuperagdo Média (%) 99,5
Desvio padrao 0,55
CV (%) 0,5
N (n2 dias) 5
Texp 2,01
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,2
Incerteza padrao rel. 0,002
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 4,996 5,013 5,007 5,010 5,004
Recuperagdo (%) 99,9 100,3 100,1 100,2 100,1
Recuperagdo Média (%) 100,1
Desvio padrao 0,13
CV (%) 01
N (n2 dias) 5
Texp 2,01
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,1
Incerteza padrao rel. 0,001
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Tabela 44. Resultados estatisticos da exatidao para a desmetilclomipramina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
Equagdo da reta y=0,1321x - 0,0020 |y=0,1261x + 0,0045| y=0,1361x - 0,0032 |y=0,1120x + 0,0031|y=0,1147x + 0,0010
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Média 0,093 0,098 0,106 0,108 0,111
Recuperagdo (%) 93,4 98,1 105,7 107,5 110,9
Recuperagdo Média (%) 103,1
Desvio padrao 7,17
CV (%) 7,0
N (n2 dias) 5
Texp 0,98
Terit 2,78
Incerteza de R% 3,2
Incerteza padrdo rel. 0,032
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,513 2,504 2,489 2,485 2,479
Recuperagdo (%) 100,5 100,1 99,6 99,4 99,1
Recuperagdo Média (%) 99,8
Desvio padrao 0,56
CV (%) 0,6
N (n2 dias) 5
Texp 0,98
T 2,78
Incerteza de R% 0,25
Incerteza padrdo rel. 0,003
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 4,994 4,998 5,005 5,007 5,010
Recuperagdo (%) 99,9 100,0 100,1 100,1 100,2
Recuperagdo Média (%) 100,1
Desvio padrao 0,14
CV (%) 0,1
N (n2 dias) 5
Texp 0,98
T 2,78
Incerteza de R% 0,06
Incerteza padrao rel. 0,001
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ANEXO 5 - Estudo Estatistico da Linearidade por QUEChERS/UHPLC-PDA.

Resultados estatisticos da Linearidade para a fluoxetina

Concentragéo (ug/mL) Area FLX Area Pl Area (FLX/PI)
0,1 12777 458862 0,028
0,5 38453 410614 0,094
1,5 120008 474976 0,253
2,5 213023 461706 0,461
3,5 332764 497341 0,669
4,5 460957 533813 0,864
5,0 506122 525070 0,964
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da FLX
1,200
Estatistica d a @
— statistica ade regressao — 0,900 Q
R multiplo 0,999178055 [
R-Quadrado 0,998356787 E_ 0,600 @ y =0,1932x - 0,0097
R-quadrado ajustado 0,998028144 s @ R?=0,9984
Erro padrdo 0,01644248 < 0,300 @
Observagdes 7
0,000 &
0 1 2 3 4 5
Concentragdo (pug/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significagdo
Regressdo 1 0,821289803 0,821289803  3037,818398 3,71851E-08
Residuo 5 0,001351776 0,000270355
Total 6 0,822641579
Coeficientes Erro padréo Statt valor-P 95% inferiores
Intersegdo -0,00969038 0,01078321 -0,89865448 0,410022689 -0,0374
Concentragdo (ug/mL) 0,193175608 0,003504866 55,1164077 3,71851E-08 0,1842
Desenho de residuos
RESULTADOS DE RES{DUOS 0,04
0,02 {4
Observagio Previsto(a) Areas (Y) Residuos § + *
1 0,00962718  0,018218545 E 0 ! ! ; .
2 0,086897424 0,006750955 < @
3 0,280073032  -0,027410885 0,02
4 0,473248641  -0,011865297 *
5 0,666424249 0,002661353 008
6 0,859599857 0,00391828 : Concentragdo (pug/mL)
7 0,956187661 0,007727049
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Resultados estatisticos da Linearidade para a norfluoxetina

Concentragdo (ug/mL) Area NORFLX Area Pl Area (NORFLX/PI)
0,1 10630 458862 0,023
0,5 26827 410633 0,065
1,5 92745 474902 0,195
2,5 163823 461716 0,355
3,5 271476 497345 0,546
4,5 369453 533806 0,692
5,0 401670 525077 0,765
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da NORFLX
0,900
Estatistica de regresséo T @ e
R miltiplo 0,998383041 X 0,600 s
R-Quadrado 0,996768697 g‘ y = 0,1555x - 0,0137
R-quadrado ajustado 0,996122437 = 0,300 - R?=0,9968
Erro padrio 0,018579999 g @
Observagdes 7 < Py
0,000 +
1 2 3 4 5 6
Concentragdo (pg/mL)
ANOVA
gl sa mQ F F de significacdo
Regressdao 1 0,53244915 0,532449152 1542,364 2,02E-07
Residuo 5 0,00172608 0,000345216
Total 6 0,53417523
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersegdo -0,013710352 0,01218503 -1,12518038 0,311605 -0,0450 0,0176
Concentragio (x) 0,155540376  0,0039605 39,27293752 2,02E-07 0,1454 0,1657
RESULTADOS DE RESIDUOS Desenho de residuos
0,04
0,02 ¥
Observagéo Previsto(a) Areas (Y) Residuos " *
1 0,001843686 0,02132226 S N & N
=] 0 T T T T v 1
2 0,064059836 0,00127021 @
4] 1 2 3 4 5 6
3 0,219600211 -0,02430705 =
4 0,375140587 -0,02032789 0,02 ° *
5 0,530680962 0,01516956
0,04
6 0,686221338 0,00589003 Concentragio (pg/mL)
7 0,763991526 0,00098287

197



Anexos

Resultados estatisticos da Linearidade para a clomipramina

Concentragédo (pg/mL) Area CLP Area PI Area (CLP/PI)
0,1 7415 458857 0,016
0,5 29048 410631 0,071
15 88541 474932 0,186
2,5 145140 461710 0,314
3,5 214607 497390 0,431
4,5 300589 533811 0,563
5,0 345206 525042 0,657
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da CLP
0,750
Estatistica de regressdo _ P g
R mdltiplo 0,998837607 & 0,500
R-Quadrado 0,997676565 | o @ -01273x-0,0002
R-quadrado ajustado 0,997211878 2 0250 @ R?=0,9977
Erro padrio 0,012893281 | < @
Observagdes 7 [~
0,000 1€ . . . : s
0 1 3 4 5 6
Concentrag&o (pg/mL)
ANOVA
gl sa mMQ F F de significagdo
Regressdao 1 0,356907923 0,356907923 2146,98637 8,84231E-08
Residuo 5 0,000831183 0,000166237
Total 6  0,357739107
Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersegdo -0,000220563  0,008455596 -0,026084849  0,980198728 -0,0220 0,0215
Concentragdo (pg/mL) 0,127345079  0,002748321 46,33558427  8,84231E-08 0,1203 0,1344
Desenho de residuos
RESULTADOS DE RESIDUOS 0.03 1
+
0,015
Observagdo Previsto(a) Areas (Y) Residuos § *
1 0,012513945  0,003645791 3 0 * P’
4] 1 2 3 4 5 6
2 0,063451977  0,007287146 ® &
3 0,190797056  -0,004367401 -0,015 - ¢
4 0,318142135 -0,003789082
5 0,445487214 -0,014021085 0,03
6 0,572832293 -0,009732588 : Concentragdo (ug/mL)
7 0,636504833 0,02097722
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Resultados estatisticos da Linearidade para a desmetilclomipramina
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Concentragdo (pg/mL) Area DESCLP Area PI Area (DESCLP/P1)
0,1 4201 458863 0,009
0,5 17368 410600 0,042
15 59212 474833 0,125
2,5 102582 461703 0,222
3,5 176231 497384 0,354
4,5 237397 533777 0,445
5,0 257134 525057 0,490
RESUMO DOS RESULTADOS
Linearidade da DESCLP
0,750
Estatistica de regressdo =
R mltiplo 0,998071334 E 0,500 ® @
R-Quadrado 0,996146388 5 @
R-quadrado ajustado 0,995375666 % 0,250 y = 0,1005x - 0,0118
Erro padrdo 0,013119753 o § L R?=0,9961
Observagdes 7 < P @
0,000 &
0 2 3 4 5 6
Concentragdo (pg/mL)
ANOVA
gl 5Q mMQ F F de significacdo
Regressédo 1 0,222472583 0,222472583  1292,484078 3,13435E-07
Residuo 5 0,00086064 0,000172128
Total 6 0,223333222
Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersecdo -0,011769986  0,008604119 -1,367947782  0,229602077 -0,0339 0,0103
Concentragdo (ug/mL) 0,100540797 _ 0,002796596 35,95113458  3,13435E-07 0,0934 0,1077
Desenho de residuos
RESULTADOS DE RESIDUOS 002 1
*
001 %
= - P 3 Y >
Observagéo Previsto(a) Areas (Y) Residuos S
1 -0,001715906  0,010870413 3 ° *
4 1 2 3 4 5 6
2 0,038500413  0,003799485 =
3 0,139041209 -0,014341236 0,01 -
4 0,239582006 -0,017400351 Y
5 0,340122802  0,014192932 002 J @
6 0,440663599  0,004086205 g Concentragdo (ug/mL)
7 0,490933997 _ -0,001207447
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ANEXO 6 — Estudo Estatistico da Precisdo Intermédia por QUEChERS/UHPLC-PDA.

Tabela 45. Resultados estatisticos da precisao intermédia para a fluoxetina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9997 0,9998 0,9999 0,9999 0,9995
Declive 0,1928 0,1920 0,1857 0,1865 0,1846
Yo 0,0114 0,0108 0,0102 0,0067 0,0070
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,077 0,108 0,105 0,096 0,092
Replicado 2 0,083 0,083 0,110 0,108 0,103
Replicado 3 0,093 0,092 0,098 0,087 0,075
Média 0,084 0,094 0,104 0,097 0,090
Recuperagao (%) 83,6 94,1 104,3 96,8 89,7
Concentragdao Média 0,094
Recuperag¢dao Média (%) 93,7
Repetibilidade (S,) 0,011
Between Run (S,,,) 0,004
Precisao Intermédia 0,122
CV (%) 8,3
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,494 2,493 2,496 2,487 2,498
Replicado 2 2,542 2,529 2,506 2,514 2,535
Replicado 3 2,559 2,514 2,474 2,518 2,527
Média 2,532 2,512 2,492 2,506 2,520
Recuperagao (%) 101,3 100,5 99,7 100,2 100,8
Concentragcdao Média 2,512
Recuperagdo Média (%) 100,5
Repetibilidade (S,) 0,022
Between Run (S,,,) 0,008
Precisdo Intermédia 0,172
CV (%) 0,6
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 5,011 4,984 5,015 4,982 4,993
Replicado 2 4,968 5,012 5,005 4,996 5,012
Replicado 3 4,974 4,986 4,993 5,013 4,965
Média 4,984 4,994 5,004 4,997 4,990
Recuperagao (%) 99,7 99,9 100,1 99,9 99,8
Concentragao Média 4,994
Recuperag¢do Média (%) 99,9
Repetibilidade (S,) 0,018
Between Run (S,,,) 0,008
Precisao Intermédia 0,161
CV (%) 0,1
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Tabela 46. Resultados estatisticos da precisdo intermédia para a norfluoxetina.

Anexos

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9997 0,9996 0,9994 0,9999 0,9999
Declive 0,1503 0,1566 0,1548 0,1513 0,1498
Yo 0,0101 0,0063 0,0046 0,0071 0,0138
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,107 0,112 0,103 0,087 0,095
Replicado 2 0,113 0,102 0,112 0,105 0,089
Replicado 3 0,104 0,114 0,118 0,093 0,079
Média 0,108 0,109 0,111 0,095 0,088
Recuperagao (%) 108,1 109,2 110,9 94,6 88,2
Concentragao Média 0,102
Recuperagdo Média (%) 102,2
Repetibilidade (S,) 0,007
Between Run (S,,,) 0,009
Precisao Intermédia 0,129
CV (%) 9,9
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,483 2,468 2,487 2,528 2,563
Replicado 2 2,492 2,480 2,478 2,519 2,526
Replicado 3 2,476 2,498 2,471 2,486 2,481
Média 2,484 2,482 2,479 2,511 2,523
Recuperagao (%) 99,4 99,3 99,1 100,4 100,9
Concentragdo Média 2,496
Recuperagao Média (%) 99,8
Repetibilidade (S,) 0,023
Between Run (S,,,) 0,015
Precisdo Intermédia 0,195
CV (%) 0,8
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 5,015 4,987 5,007 4,962 4,991
Replicado 2 5,011 5,011 4,996 5,016 4,996
Replicado 3 4,997 5,028 5,027 5,008 4,979
Média 5,008 5,009 5,010 4,995 4,989
Recuperagao (%) 100,2 100,2 100,2 99,9 99,8
Concentragdao Média 5,002
Recuperagdo Média (%) 100,0
Repetibilidade (S,) 0,018
Between Run (S,,,) 0,005
Precisdo Intermédia 0,152
CV (%) 0,2
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Tabela 47. Resultados estatisticos da precisao intermédia para a clomipramina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9994 0,9995 0,9996 0,9994 0,9999
Declive 0,1254 0,1281 0,1287 0,1298 0,1314
Yo 0,0020 0,0079 0,0043 0,0052 0,0031
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,125 0,087 0,115 0,097 0,087
Replicado 2 0,098 0,096 0,108 0,087 0,104
Replicado 3 0,107 0,091 0,104 0,083 0,095
Média 0,110 0,091 0,109 0,089 0,095
Recuperagio (%) 110,2 90,6 109,0 89,4 95,5
Concentragao Média 0,099
Recuperagdo Média (%) 98,9
Repetibilidade (S,) 0,009
Between Run (S,,,) 0,009
Precisdo Intermédia 0,131
CV (%) 10,1
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,473 2,511 2,481 2,521 2,519
Replicado 2 2,487 2,527 2,496 2,512 2,494
Replicado 3 2,481 2,517 2,47 2,531 2,514
Média 2,480 2,518 2,482 2,521 2,509
Recuperagio (%) 99,2 100,7 99,3 100,8 100,4
Concentragao Média 2,502
Recuperagdo Média (%) 100,1
Repetibilidade (S,) 0,010
Between Run (S,,,) 0,019
Precisdo Intermédia 0,171
CV (%) 0,8
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 4,985 4,976 5,017 4,982 4,983
Replicado 2 5,013 5,027 4,998 5,013 5,016
Replicado 3 5,031 4,969 5,012 4974 4,988
Média 5,010 4,991 5,009 4,990 4,996
Recuperagdo (%) 100,2 99,8 100,2 99,8 99,9
Concentragao Média 4,999
Recuperagdo Média (%) 100,0
Repetibilidade (S,) 0,022
Between Run (S,,,) 0,008
Precisdo Intermédia 0,172
CV (%) 0,2
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Tabela 48. Resultados estatisticos da precisao intermédia para a desmetilclomipramina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
R? 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999
Declive 0,0970 0,0990 0,1017 0,0978 0,0972
Yo 0,0015 0,0004 -0,0006 0,0016 0,0009
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Replicado 1 0,088 0,097 0,101 0,098 0,105
Replicado 2 0,109 0,115 0,112 0,105 0,113
Replicado 3 0,097 0,096 0,105 0,085 0,092
Média 0,098 0,103 0,106 0,096 0,103
Recuperagao (%) 98,1 102,7 106,4 96,1 102,8
Concentragao Média 0,101
Recuperagdo Média (%) 101,2
Repetibilidade (S,) 0,010
Between Run (S,,,) 0,004
Precisdo Intermédia 0,116
CV (%) 4,1
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Replicado 1 2,486 2,515 2,479 2,493 2,485
Replicado 2 2,509 2,494 2,492 2,522 2,503
Replicado 3 2,517 2,477 2,489 2,508 2,496
Média 2,504 2,495 2,487 2,508 2,495
Recuperagao (%) 100,2 99,8 99,5 100,3 99,8
Concentragao Média 2,498
Recuperagdo Média (%) 99,9
Repetibilidade (S,) 0,014
Between Run (S,,,) 0,002
Precisao Intermédia 0,127
CV (%) 0,3
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Replicado 1 5,008 4,989 5,002 4,995 4,987
Replicado 2 4,995 5,014 5,005 4,983 5,014
Replicado 3 4,992 5,006 5,011 5,011 5,008
Média 4,998 5,003 5,006 4,996 5,003
Recuperagio (%) 100,0 100,1 100,1 99,9 100,1
Concentragao Média 5,001
Recuperagdo Média (%) 100,0
Repetibilidade (S,) 0,011
Between Run (S,,,) 0,005
Precisdo Intermédia 0,129
CV (%) 0,1
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ANEXO 7 - Estudo Estatistico da Exatiddo por QUEChERS/UHPLC-PDA.

Tabela 49. Resultados estatisticos da exatiddo para a fluoxetina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
Equagao dareta y=0,1928x + 0,0114 | y=0,1920x + 0,0108 | y=0,1857x + 0,0102 | y=0,1865x + 0,0067 | y=0,1846x + 0,0070
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Média 0,084 0,094 0,104 0,097 0,090
Recuperagio (%) 83,6 94,1 104,3 96,8 89,7
Recuperagao Média (%) 93,7
Desvio padrao 7,73
CV (%) 83
N (n2 dias) 5
Texp 1,82
Tcrit 2,78
Incerteza de R% 3,5
Incerteza padrdo rel. 0,035
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,532 2,512 2,492 2,506 2,520
Recuperagdo (%) 101,3 100,5 99,7 100,2 100,8
Recuperagdo Média (%) 100,5
Desvio padrao 0,61
CV (%) 0,6
N (n2 dias) 5
Texe 1,82
Teri 2,78
Incerteza de R% 0,27
Incerteza padrao rel. 0,003
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 4,984 4,994 5,004 4,997 4,990
Recuperagio (%) 99,7 99,9 100,1 99,9 99,8
Recuperagdo Média (%) 99,9
Desvio padrao 0,15
CV (%) 0,1
N (n2 dias) 5
Texp 1,82
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,07
Incerteza padrao rel. 0,001
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Tabela 50. Resultados estatisticos da exatidao para a norfluoxetina.

Data

12 Dia

22 Dia

32 Dia

42 Dia

52 Dia

Equagdo da reta

y=0,1503x + 0,0101

y=0,1566x + 0,0063

y=0,1548x + 0,0046

y=0,1513x + 0,0071

y=0,1498x + 0,0138

Gama Baixa 0,1 pg/mL

Média 0,108 0,109 0,111 0,095 0,088
Recuperagio (%) 108,1 109,2 110,9 94,6 88,2
Recuperacdo Média (%) 102,2
Desvio padrao 10,15
CV (%) 9,9
N (ne dias) 5
Texp 0,48
Terit 2,78
Incerteza de R% 4,5
Incerteza padrio rel. 0,045
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,484 2,482 2,479 2,511 2,523
Recuperagio (%) 99,4 99,3 99,1 100,4 100,9
Recuperagao Média (%) 99,8
Desvio padrio 0,80
CV (%) 0,8
N (n2 dias) 5
Texp 0,48
T 2,78
Incerteza de R% 0,4
Incerteza padrao rel. 0,004
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 5,008 5,009 5,010 4,995 4,989
Recuperagio (%) 100,2 100,2 100,2 99,9 99,8
Recuperagao Média (%) 100,0
Desvio padrao 0,19
CV (%) 0,2
N (n2 dias) 5
Texp 0,48
Tori 2,78
Incerteza de R% 0,1
Incerteza padrao rel. 0,001
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Tabela 51. Resultados estatisticos da exatiddo para a clomipramina.

Data

12 Dia

22 Dia 32 Dia

42 Dia

52 Dia

Equagdo dareta

y=0,1254x + 0,0020

y=0,1281x + 0,0079

y=0,1287x + 0,0043

y=0,1298x + 0,0052

y=0,1314x + 0,0031

Gama Baixa 0,1 pg/mL

Média 0,110 0,091 0,109 0,089 0,095
Recuperagdo (%) 110,2 90,6 109,0 89,4 95,5
Recuperacao Média (%) 98,9
Desvio padrao 10,01
CV (%) 10,1
N (n2 dias) 5
Texp 024
Terit 2,78
Incerteza de R% 4,5
Incerteza padrdo rel. 0,045
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,480 2,518 2,482 2,521 2,509
Recuperagdo (%) 99,2 100,7 99,3 100,8 100,4
Recuperacdo Média (%) 100,1
Desvio padrdao 0,78
CV (%) 0,8
N (n2 dias) 5
Texp 0,24
T 2,78
Incerteza de R% 0,4
Incerteza padrao rel. 0,004
Gama Baixa 5,0 pug/mL
Média 5,010 4,991 5,009 4,990 4,996
Recuperagdo (%) 100,2 99,8 100,2 99,8 99,9
Recuperacao Média (%) 100,0
Desvio padrao 0,19
CV (%) 0,2
N (n2 dias) 5
Texp 0,24
Teri 2,78
Incerteza de R% 0,1
Incerteza padrao rel. 0,001
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Tabela 52. Resultados estatisticos da exatidao para a desmetilclomipramina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
Equacdo dareta y=0,0970x + 0,0015 | y=0,0990x + 0,0004 | y=0,1017x - 0,0006 | y=0,0978x + 0,0016 | y=0,0972x + 0,0009
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Média 0,098 0,103 0,106 0,096 0,103
Recuperagao (%) 98,1 102,7 106,4 96,1 102,8
Recuperacdo Média (%) 101,2
Desvio padrdo 4,11
CV (%) 4,1
N (n2 dias) 5
Texp 0,66
Tert 2,78
Incerteza de R% 1,8
Incerteza padrao rel. 0,018
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,504 2,495 2,487 2,508 2,495
Recuperagao (%) 100,2 99,8 99,5 100,3 99,8
Recuperagdo Média (%) 99,9
Desvio padrao 0,32
CV (%) 0,3
N (n2 dias) 5
Texp 0,66
Tcrit 2,78
Incerteza de R% 0,14
Incerteza padrao rel. 0,001
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 4,998 5,003 5,006 4,996 5,003
Recuperagdo (%) 100,0 100,1 100,1 99,9 100,1
Recuperagdo Média (%) 100,0
Desvio padrao 0,08
CV (%) 0,1
N (n2 dias) 5
Texp 0,66
T 2,78
Incerteza de R% 0,04
Incerteza padrdo rel. 0,0004
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