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EPIGRAFE

Mama told me when I was young
Come sit beside me, my only son
And listen closely to what I say.
And if you do this

It will help you some sunny day.
Take your time... Don't live too fast,
Troubles will come and they will pass.
Go find a woman and you'll find love,
And don't forget son,

There is someone up above.

And be a simple Rind of man.

Be something you love and understand.
Baby, be a simple Rind of man.

Of won't you do this for me son,

If you can?

Forget your lust for the rich man's gold
All that you need is in your soul,
And you can do this if you try.
All that I want for you my son,
Is to be satisfied.

And be a simple kRind of man.

Be something you love and understand.
Baby, be a simple Rind of man.

Oh won't you do this for me son,

If you can?

Boy, don't you worry.
You'll find yourself.
Follow your heart,

And nothing else.
You can do this,
If you try.
Al that I want for you my son,
Is to be satisfied.

And be a simple kind of man.

Be something you love and understand.
Baby, be a simple kind of man.

Oh won't you do this for me son,

If you can?

Baby, be a simple, be a simple man
Of, be something you love and understand
Baby, be a simple Rind of man

Simple Man - Lynyrd Skynyrd



RESUMO

DOMINGUES, D.S. Desenvolvimento de métodos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem para anélises de farmacos (LC-MS/MS no modo column
switching com capilar monolitico de silica hibrida), aminoacidos e neurotransmissores (HILIC-
MS/MS) em amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos. 2015. 152f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2015.

A esquizofrenia € um transtorno neuropsiquiatrico crénico que afeta aproximadamente 1% da
populacdo mundial. As teorias neurobiolégicas descrevem que a esquizofrenia é essencialmente
causada por alteragBes bioquimicas e estruturais do cérebro, devido as disfungdes nos sistemas
glutamatérgico, dopaminérgico e serotoninérgico. Desta forma, a determinacdo das concentracdes de
aminoacidos e neurotransmissores em amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos pode auxiliar
na avaliacdo da eficacia da terapia. Além dos antipsicoticos, medicacdo de primeira linha no
tratamento inicial da esquizofrenia, a maioria dos pacientes também faz uso concomitante de outras
classes de farmacos, tais como antidepressivos, anticonvulsivantes e ansioliticos para minimizar os
sintomas associados a esta doenca. Nesta tese, um método empregando a precipitacdo de proteinas
(PPT) e a cromatografia liquida por interacdo hidrofilica acoplada a espectrometria de massas em
tandem (HILIC-MS/MS) foi adequadamente desenvolvido e validado para a determinacdo de
aminoacidos (aspartato, serina, glicina, alanina, metionina, leucina, tirosina e triptofano) e
neurotransmissores (glutamato e acido y-aminobutirico) em amostras de plasma de 35 pacientes
esquizofrénicos em tratamento com clozapina (27 pacientes) e olanzapina (8 pacientes) para avaliar
a eficicia do tratamento, tendo como controle 38 voluntérios sadios. O método HILIC-MS/MS
apresentou linearidade do LIQ (9,7 pmol mL™ - 13,3 nmol mL1) ao LSQ (19,4 nmol mL™ - 800 nmol
mL1), tempo de analise de 3,0 min, exatiddo com EPR de -18 a 19% e precisdo com CV de 0,1 a 16%
(L1Q). A analise de variancia (ANOVA), seguida por teste post-hoc de Duncan, revelou que 0s niveis
médios plasmaticos (nmol mL™) de metionina (F270 = 3,14, p = 0,049) de pacientes esquizofrénicos
em tratamento com olanzapina foram significativamente mais elevados, quando comparados aos
valores obtidos com o grupo controle (voluntarios saudaveis), ja o nivel de glutamato em pacientes
esquizofrénicos em tratamento com clozapina apresentaram tendéncia a valores mais altos (F2.70 =
2,50, p =0,090). Ja os métodos, PPT/LC-MS/MS e LC-MS/MS no modo column switching utilizando
uma coluna monolitica de silica hibrida com grupos cianopropil na primeira dimensdo, foram
desenvolvidos e validados para a determinacdo dos antipsicoticos (olanzapina, quetiapina, clozapina,
haloperidol e clorpromazina), antidepressivos (mirtazapina, paroxetina, citalopram, sertralina,
imipramina, clomipramina e fluoxetina), anticonvulsivantes (carbamazepina e lamotrigina), e
ansioliticos (diazepam e clonazepam) em amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos para fins
de monitorizacdo terapéutica. O método PPT/LC-MS/MS apresentou linearidade do L1Q (0,2 ng mL"
1.50ngmL?) ao LSQ (40,5 ng mL™ - 10,5 ug mL1), exatiddo com EPR de -9,7 a 8,0%, e precisio
com CV de 0,1 a 12%. Ja 0 método LC-MS/MS no modo column switching apresentou linearidade
do LIQ (63,0 pg mL? - 1250,0 pg mL™) ao LSQ (40,5 ng mL™ - 10,5 ug mL?), exatiddo com EPR
de -14 a 12% e precisdo com CV de 0,6 a 6,5%. A pré-concentracdo seletiva dos farmacos na coluna
monolitica com grupos cianopropil incorporados e a remocdo dos componentes enddgenos da amostra
bioldgica, antes da separagdo cromatogréfica, favoreceram a seletividade e detectabilidade do método
LC-MS/MS no modo column switching. Este método quando comparado ao de referéncia PPT/LC-
MS/MS, através da anélise de 10 amostras de pacientes esquizofrénicos, ndo apresentou diferenca
significativa (teste t) entre as concentracdes plasmaticas, podendo ser aplicado na monitorizacao
terapéutica. Além deste fato, este método automatizado favoreceu a precisdo, a exatiddo e a
freqliéncia analitica.

Palavras-chave: Aminoacidos, amostras de plasma, antipsicoticos, column switching, cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem, esquizofrenia, interacdo hidrofilica,
monitorizagdo terapéutica, monolito hibrido, neurotransmissores.



ABSTRACT

DOMINGUES, D.S. Development of methods for liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry for drug analysis (LC-MS/MS in column switching mode with monolithic
capillary hybrid silica), amino acids and neurotransmitters (HILIC-MS/MS) in plasma samples
of schizophrenic patients. 2015. 152f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Schizophrenia is a chronic neuropsychiatric disorder that affects approximately 1% of the world
population. According to neurobiological theories, schizophrenia stems from biochemical and
structural alterations in the brain due to dysfunction in the glutamatergic, dopaminergic, and
serotonergic systems. Determining the concentrations of amino acids and neurotransmitters in plasma
samples from schizophrenic patients may assist evaluation of therapy effectiveness. In addition to
antipsychotics (the first-line drug in the initial treatment of schizophrenia), most patients
concomitantly use other classes of drugs such as antidepressants, anticonvulsants, and anxiolytics to
minimize the symptoms associated with this disease. To evaluate treatment efficacy, in this thesis a
method based on protein precipitation (PPT) and hydrophilic interaction liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (HILIC-MS/MS) has been properly developed and validated
to determine amino acids (aspartate, serine, glycine, alanine, methionine, leucine, tyrosine, and
tryptophan) and neurotransmitters (glutamate and y-aminobutyric acid) in plasma samples obtained
from 35 schizophrenia patients treated with clozapine (27 patients) or olanzapine (8 patients); 38
healthy volunteers served as controls. The HILIC-MS/MS method was linear for concentrations
ranging from the LLOQ (9.7 pmol mL™? - 13.3 nmol mL™) to the ULOQ (19.4 nmol mL™ - 800 nmol
mL1). The analysis time was 3.0 min. In the case of accuracy, RSE ranged from -18 to 19%. As for
precision, CV lay between 0.1 and 16% (LLOQ). Analysis of variance (ANOVA) followed by post-
hoc Duncan showed that the average methionine serum levels (nmol mL™?) (Fz.70 = 3.14, p = 0.049)
in schizophrenic patients treated with olanzapine were significantly higher as compared with the
control group (healthy volunteers). The glutamate level in schizophrenic patients treated with
clozapine tended to higher values (F270 = 2.50, p = 0.090). Concerning the analytical methods,
PPT/LC-MS/MS and LC-MS/MS operating in the column-switching mode were developed and
validated to determine antipsychotic (olanzapine, quetiapine, clozapine, haloperidol, and
chlorpromazine), antidepressants (mirtazapine, paroxetine, citalopram, sertraline, imipramine,
clomipramine, and fluoxetine), anticonvulsants (carbamazepine and lamotrigine), and anxiolytics
(diazepam and clonazepam) in plasma samples taken from schizophrenic patients for therapeutic drug
monitoring. A monolithic hybrid column containing silica with cyanopropyl groups in the first
dimension was employed. The PPT/LC-MS/MS method was linear from the LLOQ (0.2 ng mL™? -
5.0 ng mL™) to the ULOQ (40.5 ng mL™t - 10.5 pug mL™). In the case of accuracy, RSE ranged from
-9.7 to 8.0%; as for precision, CV lay between 0.1 and 12%. LC-MS/MS in the column-switching
mode was linear from the LLOQ (63.0 pg mL™* - 1250.0 pg mL™?) to the ULOQ (40.5 ng mL™* - 10.5
ug mL™Y). RSE ranged from -14 to 12%; CV lay between 0.6 and 6.5%. The drugs were selectively
pre-concentrated in the monolithic column containing silica incorporated with cyanopropyl groups.
For the LC-MS/MS method operating in the column-switching mode, the endogenous components of
the biological sample of the LC-MS/MS method were removed before analysis. Analysis of 10 plasma
samples obtained from schizophrenic patients did not reveal any significant differences (t test)
between the LC-MS/MS method and the reference PPT/LC-MS/MS method. Therefore, LC-MS/MS
can be applied in therapeutic monitoring, with the advantage that this method offers improved
precision, accuracy, and analytical frequency.

Keywords: Amino acids, drugs, column switching, hydrophilic interaction, neurotransmitters, hybrid
monolith, liquid chromatography-tandem mass spectrometry, plasma samples, schizophrenia,
therapeutic drug monitoring.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esquizofrenia

A esquizofrenia tem sido considerada como o0 mais grave dos transtornos
neuropsiquiatricos, afetando aproximadamente 1% da populagdo mundial. E uma doenca
crbnica e debilitante, caracterizada por varios sintomas como, diminuicdo das capacidades
mentais (embotamento emocional), alucinacbes (percepcOes irreais, sobretudo auditivas) e
delirios. As funcGes mais bésicas sdo acometidas, principalmente aquelas relacionadas a
independéncia, liberdade ou autossuficiéncia [1-3].

A esquizofrenia tem sido manifestada a partir do final da adolescéncia até a idade adulta,
ocorrendo mais frequentemente em homens, os quais sao afetados mais severamente do que as
mulheres. Apo6s o surgimento de sintomas como delirios, alucinagdes, prejuizo da cognicéo,
vontade e emocao, ha substancial deterioracdo funcional [4].

Caracteristicamente, a esquizofrenia apresenta dificil regressdo, sendo mais habitual
manifestar-se na forma cronica - cerca de 95% dos pacientes [5]. Destes, aproximadamente
15% tornam se capazes de manter uma rotina proxima da normalidade, incluindo vida familiar,
interacOes sociais e atividade laboral remunerada [6]. O suicidio é a principal causa de morte
prematura entre pacientes esquizofrénicos e estima-se uma taxa de suicidio em torno de 10%
[7]. Além de uma elevada taxa de suicidio, a incidéncia de tentativas de suicidio em pacientes
com esquizofrenia € de duas a cinco vezes maiores do que a encontrada na populagéo geral [8].

Atualmente, a esquizofrenia ndo é caracterizada como uma doenga Unica, mas como um
grupo de patologias, atingindo todas as classes sociais e grupos humanos [9-11].

A manifestacdo do transtorno psicético esquizofrénico ocorre de maneira peculiar em
cada paciente. No entanto, para diagnosticar a doenca, € necessario considerar se ha a presenca
de pelo menos dois sintomas psicéticos, durante no minimo um més, proeminentes por pelo
menos seis meses [12].

Os sinais e sintomas caracteristicos da esquizofrenia podem ser agrupados em dois
grandes grupos: sintomas positivos e negativos.

Os sintomas positivos estdo relacionados a um acréscimo ou distor¢do das funcoes
normais, tais como:

e Alucinages (percepc¢éo de algo inexistente como real) que podem ocorrer em qualquer

modalidade sensorial (auditivas, visuais, olfativas, gustativas e tateis);
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e Perturbacdes da forma e do curso do pensamento (como incoeréncia, tangencialidade,
desagregacéo e falta de l6gica);

e Comportamento desorganizado, bizarro ou inadequado;

e Agitacdo psicomotora;

e Negligéncia dos cuidados pessoais e

e Delirios (interpretacdo erronea da realidade) dos mais variados temas - persecutorios,

referenciais, somaticos, religiosos ou grandiosos.

Os delirios persecutérios sdo os mais frequentes. Neles, o individuo acredita que certos
gestos, comentarios, passagens de livros, letras de musica, figuras ou outros fatores ambientais
séo direcionados pra si [13].

Por sua vez, os sintomas negativos sdo aqueles que incluem limitacdes da intensidade e
amplitude:

e Da expressdo afetiva (embotamento afetivo);

e Da fluéncia e produtividade do pensamento (alogia);
e Navolicéo;

e |solacionismo;

e Anedoniae

e Prejuizo atencional.

Sintomas negativos sao de dificil avaliacdo porque ocorrem em uma linha continua com
a normalidade, sdo inespecificos e podem decorrer de uma variedade de outros fatores (por
exemplo, efeitos adversos de medicamentos, transtorno do humor, subestimacdo ambiental ou
desmoralizacéo) [13].

As causas da esquizofrenia ainda ndo sdo conhecidas. Porém, ha consenso em atribuir a
desorganizacao da personalidade, verificada na esquizofrenia, & interagdo de varidveis culturais,
psicoldgicas e bioldgicas, entre as quais se destacam as de natureza genética. Assim, ao longo

do tempo muitas teorias foram criadas para explicar o surgimento da doenca:

= Teoria familiar
As teorias familiares, apesar de terem bastante interesse historico, sdo as que possuem
menor fundamento cientifico. Surgiram na década de 1950, algumas baseadas no tipo de

comunicacdo entre os varios elementos das familias e outras mais ligadas as estruturas
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familiares. Dos estudos desenvolvidos surge o conceito “mae esquizofrenogénica”, maes
possessivas e dominadoras, como geradoras de personalidades esquizofrénicas. Estudos

posteriores, contudo, ndo ratificaram esta hipotese [11].

» Teoria psicanalitica

As teorias psicanaliticas ou de relagdo precoce tém como base a teoria freudiana da
psicanalise, e remetem para a fase oral do desenvolvimento psicolégico, na qual a auséncia de
gratificacdo verbal ou da relacdo inicial entre mée e bebé conduz igualmente as personalidades
frias ou desinteressadas ou indiferentes no estabelecimento das relagdes. A auséncia de relagdes
interpessoais satisfatdrias estaria assim na origem da esquizofrenia. A teoria psicanalitica atual
postula que os varios sintomas da esquizofrenia possuem um significado para cada paciente em
particular, por exemplo: delirios, de modo semelhante as alucinacdes, sdo tentativas regressivas

e repressivas de criarem uma nova realidade ou expressarem medos ou impulsos ocultos [11].

= Teoria genética

Segundo a teoria genética da etiologia esquizofrénica, o risco de desenvolver este
transtorno esta diretamente associado ao grau de parentesco bioldgico de um individuo afetado
[14], isto é, parentes em primeiro grau de um individuo afetado apresentam um risco maior de
manifestacdo da doenca do que os parentes em segundo grau. No caso de um dos pais sofrer de
esquizofrenia, a prevaléncia da doenca nos descendentes diretos é de 12% [11]. Na situacdo em
gue ambos 0s pais se encontram atingidos pelo transtorno, esse valor sobe para 40%. No
entanto, mesmo na auséncia de histérico familiar, a doenca pode ainda ocorrer, pois sabe-se
que cerca de 81% dos doentes com esquizofrenia ndo tém qualquer familiar em primeiro grau
atingido pela doenca e cerca de 91% néo tém sequer um familiar afetado [13].

A responsabilidade genética para a esquizofrenia parece ser transmitida em um padréo
poligénico ndo-Mendeliano, ou seja, ndo segue um simples padrdo recessivo ou dominante
associado a um unico gene. Quando se considera a existéncia de uma base genética multifatorial
para uma doenga, é fundamental lembrar que ndo é a doenga que é geneticamente determinada,
mas sim a suscetibilidade para a doenca [15]. No caso da esquizofrenia, os genes ndo codificam
0s sintomas, mas sim as proteinas envolvidas nos mecanismos e no funcionamento do sistema
nervoso central (SNC). Diferentes fendmenos genéticos podem aumentar a suscetibilidade para
a mesma doenca, ou seja, 0s determinantes genéticos das doencas multifatoriais podem ser

heterogéneos. No entanto, estas correlagdes gene/patologia ainda ndo foram convertidas em
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resultados consistentes. Esse fendmeno pode revelar a complexidade genética da esquizofrenia,
indicando o envolvimento de diferentes alteracbes moleculares [16].

» Teoria neurodesenvolvimental

A teoria neurodesenvolvimental relaciona além dos fatores genéticos, a adi¢éo dos fatores
ambientais. Uma variacdo genética ou um fator ambiental podem levar a uma cadeia de eventos,
em que ocorrendo numa fase sensivel; por sua vez, podem determinar um desenvolvimento
cerebral alterado, eliciando uma estrutura mais vulnerdvel ao surgimento e perpetuacdo da
psicose e/ou de outros sintomas que compdem a esquizofrenia [17].

Segundo o modelo neurodesenvolvimental, a esquizofrenia constitui uma patologia da
plasticidade e conexdo sinaptica a qual resulta de uma desconexéo (ou conexdo disfuncional)
entre varios circuitos cerebrais. As complexas fases do processo de desenvolvimento cerebral,
como a proliferacdo neuronal e das células da glia, a migracdo celular, a diferenciacéo
morfolégica e bioquimica e a formacdo de sinapses, sdo definidas pela carga genética
individual, mas podem ser moduladas por fatores ambientais [18].

Na verdade, o modelo neurodesenvolvimental sugere que, assim como todo o genoma
precisar ser pesquisado para identificar os genes que transmitem a susceptibilidade a
esquizofrenia, o ambiente ao qual o individuo se insere deve ser analisado para localizar fatores
de risco ambientais [17]. Consequentemente, a maioria dos modelos etiolégicos da
esquizofrenia propde modelos aditivos e/ou efeitos interativos entre multiplos genes de
suscetibilidade e fatores ambientais. Muitos dos eventos ambientais que tém sido associados
com um aumento do risco de esquizofrenia ocorrem durante o periodo pré-natal ou perinatal de
vida. Ou seja, muito antes do inicio considerado tipico: no final da adolescéncia ou inicio da
idade adulta quando surgem os sintomas psicéticos necessarios para o diagndstico da
esquizofrenia [19]. Esse atraso entre os eventos ambientais com possivel significado etiologico
e 0 aparecimento da doenca clinica tem desempenhado um papel importante na idéia de que a

esquizofrenia pode ser um transtorno do desenvolvimento neural.

= Teoria neurobiolégica
As teorias neurobiologicas defendem que a esquizofrenia é essencialmente causada por
alteracdes bioquimicas e estruturais do cérebro, devido as disfungbes nos sistemas
glutamatérgico, dopaminérgico e serotoninérgico.
O sistema glutamatérgico é considerado o maior sistema excitatério do SNC humano. Ele

se distribui, principalmente, nas estruturas do SNC e esta envolvido em funcdes cognitivas
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fundamentais como memoria e aprendizado, dentre outras. Os receptores de glutamato podem
ser divididos em duas grandes categorias: receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) que s&o
ionotrépicos e 0s nao-NMDA que sdo metabotropicos . Os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA sdo neuroreceptores sofisticados, essenciais para a plasticidade neuronal, incluindo os
mecanismos de “potenciagdo de longo prazo” (LTP), sinaptogenesis e excitotoxicidade [20].
Pesquisas recentes também tém demonstrado que receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
estdo envolvidos na fisiopatologia desta doenca e podem ser alvos para um tratamento
psicofarmacoldgico. Alteracdes do sistema glutamatérgico sdo associadas ndo apenas na
esquizofrenia, mas também em doencas neuroldgicas como epilepsia, isquemias, doenca de
Alzheimer e doenca de Huntington [21] e transtornos psiquiatricos como dependéncia de
substancias, transtornos obsessivo compulsivo e afetivo bipolar [22].

A relacdo entre esquizofrenia e o glutamato adveio, principalmente, dos efeitos
psicotogénicos observados apds administracdo do cloridrato de fenciclidina (PCP). A PCP ¢
uma substancia utilizada, inicialmente, como anestésico e que teve o uso clinico abolido apos
relatos associando o medicamento a sintomas psicoticos, uso abusivo (angel dust) e a
neurotoxicidade. Os usuarios de PCP desenvolveram um quadro de psicose induzida, que se
assemelha a esquizofrenia. Apenas 30 anos mais tarde foi estabelecido que o quadro psicético
induzido pela PCP se dava pelo blogqueio dos receptores NMDA, sitio de ligacdo desta droga
[23]. Os antagonistas dos receptores NMDA produzem efeitos mais semelhantes aos sintomas
da esquizofrenia do que os agonistas dopaminérgicos que geralmente eliciam efeitos
comportamentais semelhantes, apenas, a sindrome positiva e aspectos desorganizados da
patologia. Neste sentido, a feniciclidina induz grande parte dos sintomas observados na
esquizofrenia; por exemplo, os sintomas positivos e negativos bem como prejuizo na
aprendizagem e memoria.

De uma maneira geral, pode-se afirmar que existam duas hipéteses opostas, mas nao
totalmente contraditdrias, de como o glutamato estaria envolvido na esquizofrenia: {i} hipotese
da hipofuncao glutamatérgica e {ii} hipotese da hiperfuncéo glutamatérgica [20, 24].

A teoria dopaminérgica € um modelo neuroquimico para explicar a neurogenese da
esquizofrenia, onde diversos estudos indicavam que a efetividade clinica das drogas
antipsicoticas estavam diretamente relacionadas a sua afinidade com o0s receptores
dopaminérgicos (receptores D) [25]; ou seja, quanto maior a afinidade da droga com receptores
D mais eficaz esta se mostrava em diminuir os sintomas da esquizofrenia. Os receptores D1 e
D5 sdo expressos, principalmente, em neurbnios do cortex cerebral e hipocampo e possuem

baixa afinidade com a maioria dos antipsicoticos. Ja os receptores D2, D3 e D4 séo expressos
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em altos niveis nos neurdnios do nucleo caudado, do putdmen, no nlcleo accumbens, amigdala,
no hipocampo e partes do cortex cerebral, sendo que nestas trés ultimas estruturas apenas o0s
receptores D2 estdo presentes. Este receptor tem alta afinidade com os antipsicoticos tipicos
enguanto que as drogas atipicas sdo mais efetivas aos receptores D3 e, especialmente, D4 [26].
Os corpos dos neurdnios que sintetizam dopamina estéo localizados, primordialmente, em trés
regides no cérebro: {i} no nucleo do estriado ventral; {ii} no lobo pré-frontal do cértex cerebral
e {iii} no estriado dorsal (sistema extrapiramidal). Tendo em vista que 0s neurdnios
dopaminérgicos ndo estdo distribuidos aleatoriamente no encéfalo, a teoria da dopamina
considera que as vias dopaminérgicas corticais - mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal e
tuberoinfundibular - estariam implicadas na mediacdo dos sintomas positivos e negativos da
esquizofrenia.

Alguns pesquisadores defendem que os sintomas negativos podem ser ocasionados por
reducdo dopaminérgica nas areas de projecdo mesocorticais, como o cortex pré-frontal
dorsolateral [27]. Vale ressaltar que a transmissdo dopaminérgica no cértex pré-frontal é
principalmente medida pelos receptores D1 e disfuncdes nestes receptores tém sido
relacionadas com prejuizos cognitivos e 0s sintomas negativos na esquizofrenia [28].

A teoria da dopamina é criticada na medida em que ndo descreve as origens etioldgicas
das disfuncbes dopaminérgicas [20]. Por outro lado, alguns pesquisadores tém sugerido que as
anormalidades nos neurdnios dopaminérgicos sdo uma consequéncia de alteracGes nas vias
neuronais que influenciam o fluxo de dopamina [29]. Neste sentido, surgiu o interesse pelos
sistemas que modulam ou regulam o tbnus dopaminérgico, tais como 0s sistemas
glutamatérgico e serotoninérgico [30].

Baseado no antagonismo do LSD (acido D-lisérgico) nos receptores de serotonina (5-HT)
e na similaridade da sua estrutura quimica foi proposto que o efeito alucindgeno desta droga
podia resultar em um antagonismo do 5-HT no sistema nervoso central [31]. O LSD causa
efeitos como despersonalizacdo e alucinagdes visuais, experiéncias semelhantes a alguns
sintomas da esquizofrenia. Devido a estes efeitos e tendo em vista seu antagonismo nos
receptores serotoninérgicos, foi proposto que uma deficiéncia nos niveis de 5-HT poderia ser a
causa da esquizofrenia [32]. No entanto, a hipotese serotoninérgica foi rapidamente modificada
considerando achados que identificavam que o LSD poderia antagonizar apenas certas agoes
do 5-HT [31]. Foi entdo considera a possibilidade de que um excesso de serotonina no sistema
nervoso poderia causar a esquizofrenia.

Particularmente os receptores 5-HT2 desempenham um papel importante na reducgéo dos

sintomas psicéticos e de efeitos extrapiramidais ocasionados pelo antagonismo dos
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antipsicoticos nos receptores D2 [27]. Um conjunto importante destes medicamentos atua como
antagonistas de serotonina e dopamina. Os medicamentos atipicos apresentam uma acgao
antipsicotica com baixa inducdo de sintomas extrapiramidais e uma afinidade maior por
receptores serotoninérgicos do que por receptores dopaminérgicos. Segundo a teoria
serotoninérgica, a afinidade dessas drogas pelos receptores 5-HT seria responsavel por uma
melhora dos sintomas negativos e teria agdes protetoras sobre a inducdo de sintomas
extrapiramidais [33]. Kapur e Seeman (2001) [34] discordam dessa observacdo em relacdo a
acao dos atipicos, apontando que: {i} antipsicéticos tipicos, como a loxapina e a clorpromazina,
mostram grau comparaveis aos atipicos de ocupacdo 5-HT2A e {ii} os medicamentos atipicos
s0 se tornam efetivos quando a ocupacdo de D2 excede 65%, limiar que ndo difere do necessario
para a acao do haloperidol. Dessa forma, a teoria serotoninérgica como modelo explicativo da
esquizofrenia ndo tem sido bem aceita na literatura, mas vem exercendo grande influéncia no
estudo e na pesquisa de novos antipsicéticos [35].

Apesar de existirem todas estas hipdteses para a explicacdo da origem da esquizofrenia,
nenhuma delas individualmente consegue dar uma resposta satisfatoria as muitas davidas que
existem em torno das causas da doenca, reforgando, assim, a idéia de uma provavel etiologia
multifatorial [11].
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1.2. Amino&cidos e neurotransmissores na esquizofrenia

Os aminodacidos constituem as unidades fundamentais das proteinas, estando ligados
covalentemente entre si através de uma ligacdo peptidica. O que diferencia uma proteina da
outra é a sequéncia com que os aminodcidos estdo dispostos. Essencialmente, apenas 20
aminoacidos sdo responsaveis por produzir todas as proteinas, independente da forma de vida
[36].

A estrutura quimica geral dos aminoacidos (Figura 1) é formada por um carbono central
(carbono o) ligado a um grupamento amino (-NH2), um grupamento carboxila (-COOH) e, um
atomo de hidrogénio, variando apenas a cadeia lateral, chamada genericamente de grupamento

R, sendo esta a responsavel pela diferenciacdo entre os 20 aminoacidos [36].

" COOH
“NH,

Figura 1 - Estrutura geral dos aminoacidos.

R

A sintese de aminas biogénicas (dopamina, noradrenalina, serotonina e histamina) esta
relacionada absorcao de seus aminoacidos precursores tirosina, triptofano e histidina. Os niveis
destes substratos no SNC sédo influenciados pela concentracdo sanguinea de valina, leucina,
isoleucina e fenilalanina, que tém afinidade pelas mesmas transportadoras de tirosina e
triptofano para atravessar a barreira sangue-cérebro. Outros aminoacidos tais como glicina,
serina, glutamato e aspartato, apresentam funcéo de neurotransmissores no cérebro e estdo
envolvidos no desenvolvimento neuronal. Um desequilibrio quimico destes neurotransmissores
tem sido postulado na fisiopatologia da esquizofrenia. Assim, as mudancas nas concentragoes
plasmaticas de aminoacidos pode afetar a suscetibilidade a transtornos psicoticos e influenciar
o resultado do tratamento [37].

De acordo com esta hipotese, muitos pesquisadores tém monitorado concentracGes de
aminoéacidos periféricos em pacientes com esquizofrenia durante o tratamento antipsicotico. No
entanto, as alteracdes nas concentracdes plasmaticas desses aminoacidos ndao foram explicadas

de forma abrangente. Sendo assim, estudos adicionais sdo necessarios tanto para desvendar o
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papel desses aminodcidos na neurofisiologia, quanto para avaliar a eficicia dos antipsicoticos
atipicos [37].

Diante dessas observacdes, as teorias neurobioldgicas defendem que a esquizofrenia é
essencialmente causada por alteracdes bioquimicas e estruturais do cérebro, levando em
consideracao as alteracGes nos niveis de dopamina, mas também voltando a atencdo para 0s
niveis de outros sistemas de neurotransmissao, tais como serotonina, adrenalina, noradrenalina,
canabindides enddgenos e, atualmente, um dos principais focos de estudo, o glutamato [2, 20,
38]. Baseado em estudos da literatura, segue abaixo uma breve descri¢do de cada aminoéacido e

sua influéncia na esquizofrenia:

e Glutamato

O glutamato é o aminoacido excitatério mais importante do sistema nervoso central,
embora ndo seja essencial. Dentre as duas hipoteses citadas, a hipotese da hipofuncéo
glutamatérgica correlaciona o blogueio da funcéo dos receptores NMDA e o0 aparecimento de
surtos psicoticos [39, 40]. Os receptores glutamatérgicos tipo NMDA, tem como co-agonista,
0 aminoacido glicina, proveniente da serina. Ambos os aminoacidos levam a um aumento da
transmissdo glutamatérgica. Observou-se que a enzima serina hidroximetil transferase (SHMT)
responsavel pela clivagem da serina em glicina, encontra-se deficitdria em pacientes
esquizofrénicos, levando a uma diminuicéo dos niveis de glutamato nestes pacientes [39, 40].

A hipotese de hiperfuncdo glutamatérgica foi inicialmente sugerida pelos niveis
plasmaticos (glutamato) aumentados em portadores de esquizofrenia e, posteriormente, a partir
de evidéncias neuroquimicas de uma superabundancia de sinapses glutamatérgicas no cortex
frontal de esquizofrénicos [41-43]. Na avaliacdo dessa hipotese de hiperfuncdo glutamatérgica,
Dursun et al. [44] avaliaram a adi¢do de um inibidor da liberagcdo de glutamato, a lamotrigina,
juntamente com a clozapina no tratamento de esquizofrénicos refratarios, e observaram melhora
significativa em todo o espectro sintomatoldgico e psicopatolégico em seis pacientes. Saba et
al. [45] confirmaram este efeito terapéutico em trés outros pacientes e Tiihonen et al. [46] em
ensaio duplo-cego.

Tortorella et al. [47] e Van der Heijden et al. [48] encontraram niveis de glutamato em
amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos superiores aos determinados em amostras
controle (pacientes sadios).

Van der Heijden et al. [48] também observaram correlacdo inversa entre niveis
plasmaticos de glutamato e sintomas negativos (alteracbes cognitivas e transtorno do

pensamento). No estudo de Tortorella et al. [47], os niveis plasmaticos de glutamato diminuiram
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apos terapia com clozapina. No entanto, estes niveis ainda se mantiveram superiores aos niveis

de referéncia (valores estatisticamente significativos).

e Aspartato

O aspartato também € um aminoacido ndo essencial. Luca et al. [37] determinaram
concentracdes plasmaticas elevadas de aspartato em amostras de pacientes esquizofrénicos
resistentes ao uso de antipsicéticos. Estes autores também observaram que individuos
esquizofrénicos, apds 12 semanas de tratamento com clozapina, ndo apresentaram alteracGes
nos niveis plasmaticos de aspartato. Portanto, de acordo com esses pesquisadores, concluiu-se
gue os niveis plasmaticos de aspartato e de glutamato podem ser diferentemente alterados pelo
tratamento com antipsicéticos. No entanto, Evins et al. [49] relataram que o tratamento com

clozapina aumentou o nivel sérico basal de aspartato.

e Serina

Entre os aminoacidos essenciais, a serina € a mais estudada na esquizofrenia pelo seu
papel como co-transmissor responsavel por regular os receptores NMDA. Vérios estudos tém
mostrado altos niveis séricos de serina em pacientes com esquizofrenia. Waziri et al. [50]
relataram que as concentracdes de serina tanto no soro quanto no cérebro de individuos
esquizofrénicos sdo mais elevadas.

Macciardi et al. [51] relataram resultados similares. No entanto, Luca et al. [37]
determinaram menores concentracdes plasmaticas de serina em pacientes esquizofrénicos sem
tratamento com antipsicético. Ap6s a administracdo de antipsicotico, estes autores nao
observaram mudancas significativas nos niveis de serina, embora tenham notado melhora
significativa nos sintomas psicéticos.

A serina, assim como a glicina, age como neuromoduladora se ligando no receptor
excitatorio NMDA, o qual estd envolvido com os processos de aprendizagem, memodria,

plasticidade neuronal e desenvolvimento do sistema nervoso central [52].

¢ Glicina
A glicina € um aminoacido ndo essencial e um neurotransmissor inibitorio; que
desempenha também um papel na regulacdo dos receptores NMDA. Concentragbes mais
elevadas de glicina foram determinadas no plasma de pacientes com esquizofrenia em
comparacdo com os controles em alguns estudos. No entanto, Carl et al. [53], ndo relataram
diferenga significativa entre as concentracbes plasméaticas de glicina em pacientes



INTRODUCAO 28

esquizofrénicos e em voluntarios sadios (controle), concluindo ndo haver qualquer relacéo entre
niveis plasmaticos de glicina e a esquizofrenia.

Por outro lado, Altamura et al. [54] observaram niveis elevados de varios aminoacidos
como, glicina, glutamato e serina em amostras de plasma e de urina de pacientes
esquizofrénicos, quando comparados aos niveis de referéncia. Entretanto, os niveis de
glutamato foram similares aos obtidos em amostras de outros pacientes psiquiatricos
ambulatoriais. Assim, estes aminoacidos merecem atencdo no estudo da esquizofrenia. Alguns
trabalhos descrevem que ha correlacdo entre os niveis séricos e liquoricos de glicina e serina.
Além disso, também ha correlacdo dos mesmos com sintomas esquizofrénicos. Tais estudos
sugerem que a serina pode atuar como marcador periférico da esquizofrenia [52]. Os
antipsicoticos atuam como neuroprotetores, pois diminuem os niveis de serina e glicina no

cérebro de esquizofrénicos.

e GABA

Acido y-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério no sistema
nervoso central. Ele desempenha o principal papel na reducdo da excitabilidade neuronal no
sistema nervoso. Em seres humanos, o GABA também é diretamente responsavel pela
regulagéo do tdnus muscular [55].

O sistema GABAGérgico esta envolvido principalmente no equilibrio de excitacdo e
inibicdo no cérebro. GABA ¢ sintetizado em cerca de 20-30% de todos os neurbénios do SNC
[56] e é o principal neurotransmissor, sendo responsavel por 25-50% das sinapses do cérebro
[57]. Por estas razdes, espera-se que a maioria das fungdes cerebrais envolvam a transmisséo
GABAérgica [58]. Consequentemente, o papel do GABA no processamento de informacéo é
crucial, atuando para manter os processos do SNC sob controle [58, 59].

Um deficit no sistema GABAEérgico é fortemente relacionado com a esquizofrenia,
resultando em uma irregular transmissdo inibitoria. Receptores GABAA mostraram-se
alterados em cérebros (p6s-morte) de pessoas com esquizofrenia. Como a transmissdo
GABAérgica € vital na modulacdo da atividade cortical, a alteracdo na atividade do receptor
GABA, em conjunto com uma inadequada farmacologia, poderia perturbar a normalidade do
processamento neural, desencadeando um desequilibrio em outros sistemas,e facilitando o
aparecimento dos sintomas da esquizofrenia [60].

Eckstein et al. [61] e Cai et al. [62] relataram que GABA e glutamato teriam niveis com

relacdo oposta em pacientes esquizofrénicos, sendo possivel verificar niveis elevados de
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GABA, e niveis de glutamato mais baixos. Essas altera¢cdes poderiam evidenciar o surgimento

da esquizofrenia.

e Alanina
Niveis de alanina relacionados a esquizofrenia tém sido pouco investigados. Luca et al.
[37] ndo encontraram associacao entre alanina e esquizofrenia, mas observaram uma reducgéo

deste aminoacido durante um tratamento de 12 semanas com clozapina.

e Metionina
Van der Heijden et al. [63] observaram baixos niveis de metionina em pacientes em
tratamento com antipsicético atipico. Além disso, Bjerkenstedt et al. [64] encontram
concentracdes plasmaticas de metionina mais elevadas em esquizofrénicos ndo medicados.
Finalmente Fekkes et al. [65] relataram que a raz&o entre taurina e serina-metionina poderia ser

uma ferramenta Gtil no diagnéstico para a psicose aguda.

e Tirosina
Tirosina é um aminoacido aromatico ndo essencial. Luca et al. [37] descreveram que a
alta concentragdo plasmaética de tirosina ndo influencia a razéo tirosina/aminoacido neutro de
cadeia longa em pacientes com esquizofrenia em tratamento com clozapina. Este aminoacido é
o precursor de dopamina, noradrenalina e adrenalina; Por conseguinte, menores concentracdes
plasmaticas de tirosina em pacientes esquizofrénicos pode ser um marcador periférico da

hipbtese hiperdopaminérgica para explicar a psicose [66].

e Triptofano

O triptofano € um aminoacido essencial, e em diversos estudos, pesquisadores
encontraram menores concentragcdes de triptofano em pacientes esquizofrénicos e baixa razao
triptofano/aminoacido neutro de cadeia longa (aminoécidos que competem com o triptofano
para a absorcdo). Por exemplo, Rao et al. [67] e Tortorella et al. [47] encontraram niveis
plasmaticos mais baixos de triptofano em pacientes com esquizofrenia, resultando em baixa
absorcdo neuronal de triptofano, a qual por sua vez pode produzir niveis mais baixos de
serotonina no sistema nervoso central destes pacientes.

Triptofano é o precursor da serotonina, e consequentemente, a variagdo oposta de

serotonina em relacdo a tirosina na esquizofrenia, poderia ser um marcador do desequilibrio
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quimico da transmissdo dopaminérgica e serotonérgica postuladas na esquizofrenia. Luca et al.
[37] observaram aumento significativo nos niveis de triptofano em pacientes com
esquizofrenia, apds 12 semanas de tratamento com clozapina, No entanto, estes niveis
mostraram-se significativamente inferiores aos dos pacientes sadios. Da mesma forma
Alfredsson et al. [68] correlacionaram o aumento nas concentra¢fes plasmaticas de triptofano

com a melhora dos pacientes durante a fase inicial do tratamento da esquizofrenia.

e Leucina
Luca et al. [37] ndo encontraram alteracdes nas concentracdes plasmaticas de leucina que
pudessem associar a esquizofrenia ou com o uso de antipsicoticos. No entanto Reveley et al.[69]
encontraram niveis significativamente mais elevados de leucina em amostras de liquor de

pacientes esquizofrénico.

Diante do exposto, as alteracdes no metabolismo de aminoécidos podem ser a causa da
fisiopatologia da esquizofrenia [70, 71]. Frente a esses relatos, fica evidente que a complexa
neurobiologia da esquizofrenia ainda ndo foi completamente elucidada e, a melhor
compreensdo desta é essencial para que tratamentos mais eficazes sejam desenvolvidos, ou seja,
tratamentos que possam equiparar 0s niveis de neurotransmissores dos pacientes
esquizofrénicos aos niveis dos pacientes sadios.

Alguns pesquisadores tém monitorado as concentracdes plasmaticas dos aminoacidos
periféricos em pacientes com esquizofrenia, especialmente no tratamento com medicamentos
como clozapina e olanzapina (antipsicéticos atipicos ou de segunda geracdo) [37]. Os
aminoacidos e neurotransmissores sdo importantes biomarcadores indiretos para o diagndstico
da esquizofrenia e a determinacdo das concentracfes plasmaticas destas substancias pode
auxiliar na avaliacéo da eficécia da terapia com os antipsicoticos [72-77].

A Figura 2 ilustra as estruturas quimicas dos principais neurotransmissores e aminoacidos

relacionados a sintomatologia da esquizofrenia.
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Figura 2 - Estruturas dos principais neurotransmissores e aminoacidos relacionados a
sintomatologia da esquizofrenia.
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1.3. Farmacos na esquizofrenia

Desde sua introducdo, em 1952, os antipsicéticos sdo a principal forma de tratamento dos
sintomas da esquizofrenia [78] e, atualmente, sdo classificados como ‘“convencionais”,
“tipicos”, “de primeira geracao” (APG) ou “atipicos” ou “de segunda geracdo” (ASG). Os
antipsicoticos tipicos estdo associados a melhora dos sintomas psicéticos positivos, como
delirios e alucinacBes [79], porém 0 seu uso esta associado ao surgimento de sintomas
parkinsonianos agudos e crénicos, tais como distonias e discinesias tardias, bem como ao
desenvolvimento de sintomas negativos e depressivos [80]. Os antipsicéticos atipicos,
caracterizados pela baixa incidéncia de eventos adversos extrapiramidais [81], passaram a ser
administrados com a retomada do uso da clozapina, possibilitando melhor adeséo ao tratamento
a longo prazo [82, 83].

No entanto, apesar dos avangos no tratamento da esquizofrenia, varios estudos indicam
que aproximadamente, 20% a 30% dos pacientes ndo apresentam resposta satisfatoria ao
tratamento com antipsicoticos [84]. Tais pacientes sdo considerados resistentes ao tratamento
ou refratarios [85]. Nestes pacientes que ndo respondem ou ndo toleram os tratamentos padrdes
com antipsicéticos sdo observados a persisténcia da psicose [86], ocasionando incapacidade
permanente [87], e altos gastos para minimizar os sintomas [88, 89], fato que justifica os varios
esforcos para aperfeicoar o tratamento da esquizofrenia.

O desenvolvimento da clorpromazina, na década de 1950, foi um marco na histéria da
psiquiatria, gerando uma mudanca qualitativa no atendimento da esquizofrenia, ao possibilitar
ao paciente o tratamento em regime ambulatorial e reducdo da permanéncia hospitalar, bem
como do namero de internacGes [90]. A descoberta da atividade antipsicotica da clorpromazina
foi por acaso, e somente na década de 1960 foi estabelecido que sua atividade era devido ao
bloqueio do receptor dopaminérgico D2 [91]. A partir de entdo, foi desenvolvida a teoria da
atividade hiperdopaminérgica na esquizofrenia — um modelo até hoje aceito, mesmo com
modificagdes. Muitos outros compostos foram criados apos a clorpromazina, com base na
capacidade de bloqueio dos receptores D2, levando ao desenvolvimento de compostos
antagonistas D2 mais “puros”, como o haloperidol e a flufenazina, que requeriam menores
doses [34].

Denominados “neurolépticos”, devido a sua capacidade de induzir catalepsia em ratos,
estes antipsicoticos, passaram a ser os farmacos de escolha para o tratamento da esquizofrenia
até a década de 1980 [92]. A eficécia dos antipsicoticos tipicos logo foi demonstrada tanto no

tratamento agudo quanto no tratamento de manutencdo da esquizofrenia, por varios ensaios
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clinicos controlados por placebo e randomizados (ECRs), ndo havendo evidéncia de distingao
em termos de efic&cia entre nenhum farmaco e nem entre as diferentes subclasses [93].

A clozapina e seu perfil “atipico” marcaram uma nova geracdo de antipsicOticos a partir
da década de 1990 [83]. Mas 0 que caracteriza a atipicidade? Esta definicdo é necessaria, uma
vez que ¢ comum que o termo “antipsicético atipico” seja intercambidvel com ‘“novos
antipsic6ticos”, ou “antipsicéticos de segunda geragdo” — ASG, com a premissa de que tais
compostos sao comparaveis em termos clinicos. De fato, a defini¢do de atipicidade permanece
pouco clara [94]. Em termos clinicos, a baixa incidéncia de eventos adversos extrapiramidais é
a definicdo central e mais estrita [83]. Alguns autores distinguem a discinesia tardia dos demais
transtornos do movimento extrapiramidais, afirmando que ambos precisam ter evidéncia de
estarem diminuidos para que um antipsicotico seja considerado atipico, mas dado que os
transtornos do movimento extrapiramidais sdo fatores de risco para o desenvolvimento de
discinesia tardia, é razoavel postular que antipsicoticos atipicos com menor incidéncia de
eventos adversos extrapiramidais estejam associados a menor risco de discinesia tardia. Por
fim, a eficacia no tratamento dos sintomas negativos da esquizofrenia refrataria também séo
propostas para a defini¢do de atipicidade [95, 96].

A clozapina atende a todos os critérios de atipicidade descritos anteriormente, até porque
todos os critérios foram estabelecidos com base em caracteristicas da propria clozapina.
Entretanto, alguns antipsicéticos ditos atipicos podem ndo atender a todos os critérios. Como
por exemplo, a amissulprida e risperidona podem causar significativa elevacdo da prolactina;
jaarisperidona em doses altas (acima de 8mg/dia) nao ¢ diferente dos farmacos convencionais,
quanto a incidéncia de eventos adversos extrapiramidais. Nem todos antipsicéticos atipicos
apresentam eficacia no tratamento da esquizofrenia refrataria ou para os sintomas negativos
[95, 96].

Uma hipotese que emergiu no inicio dos anos 2000 postulou que a atipicidade poderia ser
explicada pela afinidade da molécula antipsicética com os receptores D2 [34]. Os antipsicoticos
atipicos seriam aqueles com afinidade mais baixa aos receptores D2 [97]. De fato, esta pode ser
uma alternativa para explicar a atipicidade inclusive de compostos como as benzamidas
substituidas — amissulprida, sulpirida e remoxiprida — que também podem ser consideradas
atipicas em termos clinicos mesmo néo se enquadrando no modelo de antagonismo D2/5HT2
[79].

Alguns pesquisadores tém relatado que alguns, mas nao todos antipsicéticos atipicos, sao
superiores em relacdo aos antipsicoticos tipicos em relacdo & melhora dos sintomas positivos e

negativos (e também dos sintomas depressivos). Esta diferenca foi evidenciada em estudos
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recentes que demonstraram que amissulprida, clozapina, olanzapina e risperidona diferenciam-
se em relacdo aos antipsicoticos convencionais quanto a melhora nos sintomas positivos;
amissulprida, clozapina, olanzapina e risperidona em relacdo a melhora nos sintomas negativos;
e amissulprida, aripiprazol, clozapina, olanzapina e quetiapina, em relacdo aos sintomas
depressivos [98]. Em relacdo ao dominio cognitivo da esquizofrenia, ainda ndo foi
demonstrado, de maneira inequivoca, que os antipsicéticos atipicos sejam diferentes dos
agentes convencionais — os efeitos de ambos neste dominio sdo pequenos [99]. Mesmo com
muitas evidéncias que indicam aumento na eficicia do tratamento da esquizofrenia com
farmacos atipicos, alguns estudos consideram este significado clinico modesto, quando se leva
em consideracdo o custo destes novos farmacos [100].

Uma série de farmacos que atuam diretamente no sistema glutamatérgico esta atualmente
em desenvolvimento. Alguns exemplos sdo 0s agonistas da glicina (D-serina e D-cicloserina),
que atuam como inibidores seletivos da recaptagdo de glicina, inibidores da liberacdo de
glutamato (LY-354740 e lamotrigina), agonistas e antagonistas AMPA - acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazole-4-propionico - (LY-293558 e GYKI 52.466) e ampaquinas (CX-516)
[4, 101]. Além dos antipsicoticos, grande parte dos pacientes esquizofrénicos também faz uso
concomitante de outras classes de farmacos, tais como antidepressivos, anticonvulsivantes e
ansioliticos para minimizar os sintomas associados a esquizofrenia. A politerapia antipsicotica
na esquizofrenia € comum. No entanto, ndo ha evidéncias quanto a eficacia dessa terapia
empirica, em relacdo a monoterapia. Alguns consideram que associacdes, especialmente de
risperidona, olanzapina, quetiapina e ziprasidona sdo bem toleradas e podem ser mais eficazes
no tratamento da esquizofrenia refrataria [101].

Ao lado do importante papel da psicoterapia e do ambiente social, esta a farmacoterapia,
qgue pode melhorar os sintomas de forma significativa. Encontrar a terapia certa é dificil e
sistemas terapéuticos complexos sdo comuns. A monitorizacdo terapéutica (TDM), pode
auxiliar na otimizacao da terapia, minimizando os efeitos adversos, as respostas negativas, as
interacdes farmacocinéticas ou a baixa adesdo [102]. Além da necessidade da monitorizacéo
das concentracdes plasmaticas desses medicamentos, € importante também avaliar as interacdes
medicamentosas e o controle da conformidade, quando um paciente apresenta resposta
desfavoravel ao tratamento [103]. Pois apesar das vantagens, a terapia ainda falha em
aproximadamente um terco dos pacientes, devido principalmente aos efeitos adversos,
inadequado controle das convulsdes ou combinacdo de ambas [104]. A Figura 3 ilustra as

estruturas quimicas dos farmacos administrados no tratamento da esquizofrenia.
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1.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem na determinacéo

de farmacos, amino&cidos e neurotransmissores em fluidos biologicos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com os varios sistemas de deteccdo,
tais como fluorescéncia (FLD) [105, 106], eletroquimica (ECD) [107, 108] e espectrometria de
massas (MS) [109, 110] tém sido utilizadas para a determinagdo de neurotransmissores e
aminoacidos. Estas técnicas analiticas apresentam algumas limitacdes como, por exemplo, 0
ECD apresenta baixa repetitividade analitica, em razdo da adsorcdo de compostos enddgenos
no eletrodo (degradacéo histerética), o FLD requer procedimentos de derivatizacdo e algumas
vezes a resolucdo cromatografica é comprometida pela sobreposicdo de analitos e picos
interferentes. J& os métodos LC-MS, quando comparados aos FLD e ECD, apresentam alta
sensibilidade analitica, para determinacdes em niveis de tracos em fluidos bioldgicos.

Todo equipamento de espectrometria de massas é composto basicamente por um sistema
de introducdo de amostras, fonte de ionizagéo, analisador de massas e detector. A cromatografia
liquida quando acoplada a espectrometria de massas, o sistema de introducdo de amostras €
realizado através da insercdo da amostra pelo injetor LC.

A fonte de ionizagdo mais comumente utilizada para o acoplamento LC-MS ¢é a de
electrospray (ESI), descrita inicialmente por Fenn [111], onde o analito dissolvido na fase
maovel ou em um dos componentes da fase mdvel passa através de um capilar de aco inox, a
pressdo atmosférica, ao qual é aplicada uma voltagem de 3000 a 5000 V. Na saida do capilar
sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas (aerrossol) que sdo dessolvatadas ao se
deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressao
atmosférica. A dessolvatacéo é assistida por um fluxo continuo de gés seco (geralmente N2) na
regido do aerossol. A medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das gotas é reduzido até o
ponto em que a forga de repulséo entre as cargas similares fica maior que as forgas de coeséo
da fase liquida (tensdo superficial). Neste momento ocorre a chamada "explosdo coulémbica”,
que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas a partir das quais se
originaram. Uma série de explosdes passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos ions do soluto
a partir destas gotas, 0s quais sao transferidos para o analisador de massas por uma série de
dispositivos de focalizagéo.

O analisador de massas é a parte de um espectrometro responsavel pela separacdo dos
ions de acordo com sua m/z (razdo massa-carga). O analisador mais comumente utilizado em
analises quantitativas é o quadrupolo [112]. Esse analisador consiste basicamente de quatro

barras paralelas, onde as barras opostas sé@o conectadas ao mesmo potencial elétrico. A essas
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barras paralelas sdo aplicados dois tipos de voltagens diferentes, DC (corrente continua) e RF
(radiofrequéncia sinusoidal), 0 que causa uma transmisséo seletiva dos ions de acordo com a
m/z. A capacidade de filtrar ions de acordo com a m/z confere altissima sensibilidade a esse tipo
de analisador, o que explica sua alta utilizacdo em analises quantitativas. Por outro lado,
quadrupolos sdo limitados do ponto de vista quantitativo, visto que apresentam baixa exatidao
de massas (tipicamente massas medidas com quadrupolos apresentam exatiddo de uma casa
decimal) e baixa resolucéo (resolucédo unitaria).

Os detectores sdo os dispositivos responsaveis por converter o feixe de ions em sinal
elétrico, posteriormente processado pelo sistema de dados do computador de aquisicdo. O
sistema de deteccdo mais comumente encontrado em sistemas de espectrometria de massas é a
multiplicadora de elétrons, onde os ions sdo convertidos em elétrons por meio de um dinodo de
conversao.

Uma das caracteristicas das fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica (ESI) estd
relacionada a transferéncia de energia ao analito no processo de ionizacdo. Em todos esses
casos, a ionizacdo € dita suave, ou seja, ndo costuma induzir fragmentacdo do analito. Essa
caracteristica pode ser interessante quando se busca avaliar a presenca de diferentes compostos
no espectro (por facilitar a visualizagdo/atribuicao das espécies) e determinar a massa exata do
composto. Entretanto, quando se deseja obter informacdes estruturais ou aumentar a
seletividade de métodos quantitativos, a fragmentacdo passa a ser desejada. Nesse caso, iSSO
ocorre em condi¢fes muito bem controladas dentro do préprio espectrémetro de massas, em
dispositivos conhecidos como camara de colisdo ou dentro do proprio analisador (no caso de
lon Traps). Essa fragmentacéo se d& por meio de colisdes do analito de interesse, com um gas
neutro (em geral, Ar ou N>). Essa denominacdo foi mantida por motivos historicos, ja que nos
primeiros equipamentos desse tipo, a camara de colisdo também era um quadrupolo.

Esse tipo de equipamento consiste num dos mais versateis sistemas de espectrometria de
massas sequencial (MS/MS), ja que ambos os quadrupolos podem, dependendo dos resultados
necessarios trabalhar nos modos varredura ou sele¢cdo. O experimento conhecido como
varredura de ions produtos (ou ions fragmentos) é dado, onde o primeiro quadrupolo seleciona
somente o ion de interesse, e 0 fragmenta na camara de colisdo e esses fragmentos sdo separados
de acordo com a m/z no segundo quadrupolo. Outros modos de aquisi¢do em MS/MS com fins
qualitativos sdo os modos de varredura de ions precursores (PIS) e varredura de perda neutra
(NL). Esses experimentos sao utilizados para buscar compostos que apresentem fragmentos em
comum, em geral compostos estruturalmente relacionados [113]. Em ambos 0s casos, 0

primeiro quadrupolo opera no modo varredura, a diferenca esta no segundo quadrupolo: no caso
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do fragmento em comum ser i0nico, utiliza-se 0 modo PIS e esse analisador seleciona essa
massa. No caso do fragmento em comum ser neutro, 0 MS ndo consegue detectar essa espécie;
nesse caso, 0 segundo quadrupolo também opera no modo varredura, mas agora com uma
diferenca de massas de varredura para o primeiro correspondente a massa do fragmento neutro.
No caso de experimentos com fins quantitativos, € utilizado o modo de aquisicdo conhecido
como monitoramento de reacOes selecionadas, SRM. Nesse caso, ambos 0s quadrupolos

operam no seu modo mais sensivel (selecdo), como demonstrado na Figura 4.

Ly — U —

Céamara de colisio

Q1 Fragmentagdo dos Q2 )

Selecio (fons Precursores) ions precursores e Selegdo (Tons Produtos)
passagem de todas
as masssas

Figura 4 - Analisador de massas do tipo quadrupolo operando em modo de aquisi¢cdo SRM.

Nos ultimos anos, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem, (LC-MS/MS) com ionizacdo a pressdo atmosférica (API) através da ionizacdo por
electrospray (ESI) ou ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), tem se tornado a técnica
analitica de referéncia para bioanalises [114]. As metodologias APl LC-MS/MS apresentam
alta seletividade e sensibilidade analitica para a determinacdo de neurotransmissores e
aminoéacidos em fluidos bioldgicos (Tabela 1), as quais podem ser aplicadas na area clinica,

fornecendo subsidios para melhor compreensao da neurobiologia da esquizofrenia.
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Tabela 1 - Métodos LC-MS/MS para determinacdo de neurotransmissores e aminoacidos em

fluidos bioldgicos

Analitos Preparo da Anédlise LC-MS/MS L|r_n!te x Referéncias
Amostra Quantificacao
. HILIC amida
VEEIo: Eluicéo por
24 tireoidianos diente 0,100 a 50,0 Qietal.
aminoacidos Extragdo com ES| gra " ng mL* (2015) [115]
MeOH modo positivo
SRM
5-HIAA,
GLU,
glutamina, Urina Eluigéo por
prolina, PPT acetonitrila gradiente — C18 25-12800 ng Zhai et al.
triptofano, ESI modo positivo mL? (2015) [116]
tiramina, SRM
tirosina e
valina
Eluicéo por
19 DerivaPtIiisarg;o com _gradiente - C18 Onlrrfgl 2“1_815 de Puit et al.
aminoacidos EMOC-CI ESI modo positivo (LD) (2014) [117]
Orbitrap FTMS
Eluicdo isocratica —
Triptofano e Plasma C18 1250 ngmLte Huangetal.
quinurenina PPT TFA ESI modo positivo 62,5ngmL?  (2013) [118]
SRM
GLU, GABA,
colina,
acetilcolina, . Eluicéo por .
dopamina, 5- TEeC'dO E:erebral gradiente — C18 0,008-2,440 pg S 2L
Xtragdo com o g al (2011)
HIAA, 4cido férmico ESI modo positivo g [119]
serotonina, SRM
DOPAC e
HVA
Plasma e soro
PPT metanol (HCI  Par I6nico (HFBA)
22 0,1 M) Eluigéo por 1 UM Harder et al.
aminoacidos  Derivatizagéo: gradiente - C18 H (2011) [120]
(solucéo 1-butanol APCI - SRM
HCI 3 M, 60°C)
Dﬁ{/DAOIZéC’ Plasma humano Eluica
VI\/iA ' PPT acetonitrila uiGao por 0,27-1,63 pmol .
’ Derivatizagao: gradiente = C18 Lt (LD) Gl el
MHPG, 5-HT, . ESI modo positivo (2010) [62]
cloreto de dansila,
5-HIAA, H 11 SRM
GLU, GABA P

Continua...
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Continuacao da Tabela 1

Analitos Preparo da Anélise LC-MS/MS L|r_n!te x Referéncias
Amostra Quantificacao
PI-RPLC
Par I6nico (TDFHA)
Plasma e urina - C18 Waterval et
amingscidos Diluicéo da Eluicéo por 11'28L7_1“m0| al. (2009)
amostra com FM gradiente [121]
ESI modo positivo
SRM
PI-RPLC
GLU, Fluido (ol .
lutamina cerebroespinhal Eluu;go por Eckstein et
9 : T gradiente 7,8ngmL? al. (2008)
piroglutamato  Injecdo direta da
L Polar — RP 80 A [61]
e GABA amostra diluida "
ESI modo positivo
SRM
Plasma, soro ou
urina Eluic&o isocratica
32 PPT metanol ESI modo positivo 1 umol Lt Dietzen et al.
aminoéacidos Derivatizacao: C8 H (2008) [122]
(solucéo n-butanol SRM

HCI 3 M, 60°C)

HILIC: cromatografia liquida por interacdo hidrofilica, MeOH: metanol, GLU: glutamato,
DOPAC: é&cido 3,4-dihidroxifenilacético, HVA: acido homovanilico, NE: noradrenalina,
VMA: acido vanilimandélico, MHPG: 3-metoxi-4-hidroxi fenilglicol, 5-HT: serotonina, 5-
HIAA: &cido 5-hydroxindole-3-acético, GABA: y-4cido aminobutirico, PPT: precipitacéo,
TFA: é&cido trifluorodcetico, HFBA: é&cido heptafluorobutirico, TDFHA: 4&cido
tridecafluoroheptanoico, ESI: ionizacdo eletrospray, SRM: monitoramento de reacdes
selecionadas, LD: limite de deteccdo, FM: fase movel.

Na literatura, o emprego da cromatografia liquida com interagdo hidrofilica para analise
de aminoacidos e neurotransmissores é descrita solidamente, no entanto sua aplicagdo para
andlise fluidos bioldgicos foi observada apenas em determinagfes individuais de analitos.
Apenas Qi et al. [115] determinaram simultaneamente vinte e quatro aminoacidos em tecidos
tireoidianos utilizando uma coluna HILIC do tipo amida. Diante deste contexto, a aplicagéo de
colunas HILIC para andlise simultdnea dessas substancias ainda é pouco explorada, sendo
objeto de interesse do presente trabalho.

Em razdo da complexidade dos fluidos biolégicos, estes ndo sdo introduzidos em seu
estado in natura em sistemas LC-MS/MS, pois apresentam interferentes, principalmente as
proteinas que podem {i} adsorver de forma irreversivel junto a coluna analitica, modificando a
retencdo dos analitos, {ii} coeluir com os analitos durante a separagdo cromatogréafica ou {iii}
suprimir a ionizacdo dos analitos, durante processo de ionizac¢do. Portanto, a etapa de preparo
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de amostras tem sido requerida no desenvolvimento de métodos analiticos, para eliminar os

interferentes e pré-concentrar os analitos, quase sempre presentes em niveis de tragos em

amostras bioldgicas [123].

As técnicas de preparo de amostras, extracdo liquido-liquido (LLE), precipitacdo de

proteinas e extracdo em fase sélida (SPE), associadas a LC-MS/MS tém sido utilizadas no

desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacéao de farmacos em diferentes matrizes

bioldgicas, como plasma e soro, Tabela 2.

A quimica analitica moderna tem sido direcionada para a simplificacdo, através da

hifenacdo de técnicas, automacdo (high-throughput performance), miniaturizacdo dos sistemas

analiticos, minimizagdo do consumo de solvente organico e do volume da amostra. Neste

contexto, podemos destacar a cromatografia liquida no modo column switching.

Tabela 2 - Métodos LC-MS/MS para determinacao de farmacos em fluidos biol6gicos

Analitos Preparo da Analise LC-MS/MS Limite N Referéncias
amostra quantificacdo
Fase reversa
: : Soro A =Sl ac. :
48 Antidepressivos e PPT: AcéticopH 39 e 10-1000 Kirchherr et
Antipsicéticos (analise ACN/MéOH MeOH: Solucéo de ’ na/ L’ al. (2006)
. A . g/m
ndo simultanea) (9/1) amonia [124]
ESI+
20-24°C
Soro Fase reversa
PPT: 10% FM —-0,1% &c.
10 Antidepressivos ZnSO4.7H20  Foérmico em H20: UP:I," g_'\/ll%/OMS Hasselstrom J.
3 Antipsicoticos /0,1% ac. 0,1% &c. Férmico ’ (2011) [125]
A nmol/L
Formico em em MeOH
MeOH ESI+
Risperidona 7,6 ng/mL
Haloperidol Plasma Fase reversa 11,2 ng/mL .
Olanzapina PPT: citrato  FM- 4gua com 0,2% 11,9 ng/mL Vglcc(hzuo)iuza)et
Ziprasidona de sodio de &c. Acético: ACN 11,2 ng/mL .[126]
Clozapina 3,8% ESI + 9,7 ng/mL

Quetiapina 122,3 ng/mL

Continua...
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Continuacdo da Tabela 2

Analitos Preparo da Analise LC-MS/MS Limite ~ Referéncias
amostra guantificagéo
Fase reversa
FM-2 mM acetato
Soro de amonio 0,1% A&c.
PPT: 0,05%  Formico e 5% ACN: Urinovska et
5 Antidepressivos ZnSO4.7H20 2 mM acetato de 1,0-50,0
e A . al. (2012)
4 Antipsicoticos em amonio 0,1% ac. ng/mL [127]
ACN/MeOH Formico e 95%
(40/60, viv) ACN
ESI +
T:30°C
Fase Reversa
10 Psicotrdpicos e Plasma FM — 10 mM acetato UPI6 giVIlS 6MS Anse;:not et
Metabolitos PPT: ACN de am(érgllcl. ACN ng/mL. (2013) [128]
. . . Sangue Fasg reversa .
88 psicoativos (analise LLE: MeOH FM — &c. Férmico 0,8-128,2 Sempio et al.
nédo simultanea) ACN e EM ’ 0,1%: MeOH ng/mL (2014) [129]
ESI +
Fase reversa
Topiramato FM — 25Am_M acetato _
Soro de amonio: ACN 0,5 pg/mL Di Rago et al.
PPT: ACN ESI- ’ (2014) [130]
Carbama_ze_pma ES|+
Lamotrigina
Soro Fase reversa
LLE: tampdo FM —10 mM acetato
16 Antipsicoticos carbonato de amoénio: ACN 0,33-16,7 Patteet et al.
8 Metabolitos (1 M; pH 9,5) pH 3,7 ng/mL (2014) [102]
metil terc- T: 40°C
butil éter ESI+

PI: padrdo interno, LLE: extragdo liquido-liquido, PPT: precipitagcdo de proteinas, FM: fase
movel, ACN: acetonitrila, MeOH: metanol, ESI: ionizacdo por eletronebulizacdo, APCI:
lonizagéo quimica a pressédo atmosférica, UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia.
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1.4.1. Cromatografia liquida por interacdo hidrofilica - HILIC

O termo HILIC foi proposto por Andrew Alpert em 1990 como um acrénimo de
Hydrophilic Interaction Chromatography [131], ou seja, cromatografia por interacdo
hidrofilica. Essa técnica tem sido também denominada Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography e Aqueous Normal Phase. De uma maneira simples, pode-se dizer que HILIC
€ um modo de separacdo cromatografica que utiliza a fase estacionaria da cromatografia liquida
normal com a fase mdvel da cromatografia liquida em fase reversa. Assim, utiliza uma coluna
com fase estaciondria hidrofilica (“normal”) e um eluente contendo agua, tampao e uma
concentracdo elevada de solvente organico miscivel com agua. A ordem de eluicdo em um
sistema HILIC sera praticamente o contrario de um que opera em modo reverso. O fator de
retencdo € proporcional a polaridade do soluto e inversamente proporcional a polaridade da fase
movel [131].

A cromatografia liquida foi a primeira modalidade da cromatografia a ser desenvolvida
e descrita no inicio do século XX. Na forma classica, essa técnica foi desenvolvida empregando-
se uma fase sélida — usualmente um éxido inorganico como a silica ou alumina — a qual €
acondicionada dentro de um tubo, servindo como meio de separacao através da retencao relativa
de cada composto nesta fase (denominada estacionaria) [132-134].

Para remover 0s compostos retidos seletivamente na fase estacionaria, uma das técnicas
consiste em percolar um liquido sobre ela (denominada fase mdével), o qual arrastard os
compostos para fora do tubo de acordo com a maior ou menor intera¢do que cada um tenha com
a fase estacionaria. Durante muito tempo, essa forma de cromatografia foi praticamente a Gnica
a ser utilizada, sendo denominada de cromatografia liquida pelo fato de a fase moével ser um
liquido. A grande variedade de compostos polares facilmente disponiveis para funcionarem
como fase estacionaria, em especial 6xidos (silica, alumina, magnésia, titania e zircbnia) e
outros (talco, carvao ativo, argilas, etc.) fez com que a modalidade de cromatografia liquida,
mais empregada durante décadas, fosse baseada em uma fase estacionaria polar (ex.: silica —
oxido de silica) e uma fase movel ndo polar (ex.: hexano) ou contendo pequenas quantidades
de solventes mais polares (ex.: hexano/ diclorometano) [132-134].

Nesse periodo, esse era considerado o modo “normal” de operar a cromatografia liquida.
Nos anos 1970, surgiram as denominadas fases quimicamente ligadas (bonded phases), as quais
possibilitaram o uso de fases estacionarias mais hidrofobicas e fases mdveis baseadas em
solucBes aquosas, contendo solventes organicos misciveis com a agua. Esse novo sistema

contendo fases estacionarias com grupos apolares ancorados na silica (octadecilsilano — C18;
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octilsilano — C8; hexilsilano — C6, e outros) logo se tornou popular na anélise de biomoléculas,
em alimentos e na anélise de pesticidas de Ultima geracdo. Tal desenvolvimento deu grande
impulso a desenvolvida cromatografia liquida moderna ou simplesmente HPLC. Uma vez que
0 novo sistema utilizava composi¢des de fases mdveis mais polares (acetonitrila-agua; metanol-
agua) do que as fases estacionarias, a ordem de eluicdo dos compostos era contraria, inversa ou
reversa a da cromatografia liquida “normal”. Assim, foi cunhado o termo reversed phase (RP)
ou fase reversa para descrever esse tipo de cromatografia liquida no qual a polaridade da fase
moével € maior do que a da fase estacionaria. Além de cromatografia em “fase normal” (NP) e
em “fase reversa” (RP), existem dois outros modos de cromatografia liquida: cromatografia de
troca-idnica, baseada principalmente em interacdes eletrostaticas, importantes na analise de
compostos idnicos ou altamente polares, e a cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC)
[132-134].

Enguanto a troca idnica e a exclusdo por tamanho possuem nichos préprios e mais
seletivos, a cromatografia em fase normal e em fase reversa possuem uma faixa mais ampla de
aplicacdes. A cromatografia em fase reversa tem sido nos ultimos 20 anos, a primeira escolha
na analise de moléculas de interesse biolégico (aminoacidos, proteinas, farmacos humanos e
veterinarios), alimentos (carotenoides, lipideos, vitaminas, etc.) e muitos outros campos de
aplicacdo para analises de compostos de baixa ou média polaridade. Entretanto, a retencdo de
compostos polares nesse modo (RP) geralmente requer grande quantidade de agua na fase
movel para se obter alguma retencao dos analitos, o que ocasiona diversos problemas, tais como
a diminuicao da sensibilidade em LC-MS empregando ionizacdo via electrospray, e a ruptura
da estrutura da superficie da fase estacionaria (dewetting) [132-134].

O uso de troca ibnica e emparelhamento de ions também apresentam limitagdes na analise
de compostos polares. Ambos podem funcionar razoavelmente bem quando os analitos sdo
ionizaveis. Porém, os reagentes empregados no emparelhamento de ions geralmente causam
supressdo de sinal em espectrometria de massas, diminuindo a sensibilidade. Isso pode afetar a
analise quantitativa em métodos bioanaliticos. Portanto, existe um espacgo ndo apropriadamente
explorado para a analise de solutos polares, sendo a cromatografia, que envolve interacdo
hidrofilica (HILIC), o modo atualmente mais apropriado para preencher tal lacuna (Figura 5)
[132-134].
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Figura 5 - Correlacdo da HILIC com as demais formas de cromatografia liquida. RPLC:
cromatografia liquida em fase reversa; NPLC: cromatografia liquida em fase normal; IC:
cromatografia de troca i6nica. Adaptado de [133].

De acordo com a literatura, existem essencialmente trés maneiras possiveis para modelar
0 mecanismo de separacdo em HILIC. A primeira é dada pela particdo dos analitos entre as
fases movel e estacionaria (semelhantes as empregadas em RPLC); a segunda trata da adsor¢édo
do analito na superficie do adsorvente; e a terceira assume a adsor¢do preferencial do
modificador de fase mdvel organica sobre a superficie do adsorvente, seguida da parti¢do do
analito presente na camada adsorvida [132, 133].

A teoria atual propde que a retencdo em HILIC € causada por particdo. Esse fendBmeno
ainda necessita de uma explicacdo teorica aprofundada. Neste modo, 0 mecanismo de separagédo
baseia-se na distribuicdo diferencial das moléculas do analito injetado entre a fase mdvel rica
em acetonitrila e uma camada enriquecida com agua adsorvida na fase estacionaria hidrofilica
(Figura 6). Quanto mais hidrofilico o analito, mais o equilibrio de parti¢do € deslocado para a
camada de agua imobilizada na fase estacionaria, e, assim, uma maior quantidade de analito é
retida [132, 133].
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Figura 6 - Esquema do mecanismo de separa¢do em um sistema HILIC. Adaptado de [133].

Quando a concentracdo de acetonitrila (ou algum outro solvente organico) aumenta, a
agua interage mais fortemente com a superficie da fase estacionaria polar (por exemplo, silica).
Neste caso, a acetonitrila ndo pode interagir com os silanois residuais da fase estacionaria,
proporcionando uma maior adsorcdo de moléculas de agua sobre eles [133].

Neste contexto, quando a concentracdo de dgua na fase mével € inferior a 20%, a adsorcao
de agua pode ocorrer na forma de mdultiplas camadas, podendo criar um excesso de agua
adsorvida em comparacdo com a concentracdo de agua no eluente. McCalley e Neue [135],
concluiram que cerca de 4-13% do volume dos poros da silica na fase estacionaria foram
ocupados por uma camada de agua quando havia cerca de 75-90% de acetonitrila no eluente.

As interacbes no modo HILIC, quando altas concentracfes de solventes orgéanicos séo
utilizadas, ndo sdo apenas parti¢do do analito entre as fases movel e estacionaria, inclui também
interacOes de hidrogénio entre espécies polares neutras, bem como mecanismos eletrostaticos
fracos. Alpert [131] também considerou que interacdes dipolo-dipolo e ligaces de hidrogénio
podem contribuir na sor¢do dos analitos na fase estacionaria. Este autor observou que grupos
basicos dos analitos levam a uma hidrofilicidade pronunciada e influenciam na retencdo e
mecanismo de separacdo. Yoshida [136] de modo semelhante considerou que a retencdo em
HILIC abrange tanto ligagdes de hidrogénio (que depende de acidez/basicidade de Lewis) e

interacdes dipolo-dipolo (dependente do momento de dipolo e da polarizabilidade das
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moléculas), e demonstrou que o padrdo de eluicdo era similar ao de cromatografia liquida em
fase normal (n&o aquoso), por isso, propds que o0 mecanismo deveria ser muito semelhante.

Por outro lado, as interacOes eletrostaticas podem desempenhar um papel importante na
HILIC, devido a ambos o0s grupos iénicos que tenham sido intencionalmente incorporados na
fase estacionéria ou a cargas residuais menos intencionais, tais como as dos grupos silandis
dissociados. Estes grupos residuais na superficie da silica, os quais ndo podem ser removidos
ou bloqueados devido a efeitos estéricos de ligantes ligados, sdo parcialmente ionizados.
Silanais residuais podem influenciar a separacéo dos analitos polares, especialmente compostos
basicos e biopolimeros, devido a polaridade (ligaces de hidrogénio e dipolo-dipolo) e
interacOes entre 0s grupos basicos e os silandis residuais ionizados do suporte [132-134].

As interacGes de analitos &cidos e basicos com a fase estacionaria podem ser baseadas
tanto em interacGes hidrofilicas quanto forgas eletrostaticas. No entanto, o mecanismo final de
separacdo é muito provavelmente uma sobreposicdo de particdo, interacGes eletrostaticas ou
ligacGes de hidrogénio com a fase estacionaria. Cada mecanismo depende do tipo de fase
estacionaria utilizada e as condi¢fes de tampao, incluindo a quantidade e o tipo de solvente
organico, concentracao de sal e o pH [133].

A fase mdvel tipica empregada em HILIC consiste em uma solucéo contendo acetonitrila
(ACN) e uma pequena proporcdo de dgua. Nesses casos, como na separacdo de carboidratos,
ndo é necessario o uso de tampdes. Em principio, qualquer solvente aproético que seja miscivel
com agua (por exemplo, dioxano e THF) pode ser usado como fase mével em HILIC. Alcoois
também podem ser empregados, mas em concentracdo maior para se obter boa retencdo. Para
compostos ionizaveis, a escolha de um tampéo adequado € dificil devido a baixa solubilidade
dos tampdes tradicionalmente usados em fase reversa, tais como fosfato em fases moveis

contendo altas proporc6es de solventes organicos [132-134].

A seguir apresentamos uma sequéncia de solventes (modificadores organicos) de acordo

com o aumento da forca de eluicdo em HILIC:

acetona < isopropanol ~ propanol < acetonitrila < etanol < dioxano < DMF ~ metanol < agua

As separacOes em HILIC séo realizadas em modo isocratico com uma elevada quantidade
de solvente orgénico, ou com eluicéo por gradiente, iniciando com pequena quantidade de agua
e elevadas quantidade do solvente organico (solvente mais “fraco”), diminuindo-se ao longo da

andlise a quantidade do solvente organico e aumentando a de agua (solvente “forte”) [134].
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Considerando que a estabilidade das colunas baseadas em silica (ainda as mais
empregadas em HILIC) é comprometida com o aumento do pH, é comum empregar-se, nesse
modo, aditivos cidos, principalmente &cido formico e acido acético a fim de se controlar o pH
da fase mdvel, a forca ibnica do meio e resolver problemas relacionados a baixa ionizacéo de
analitos basicos em meio organico. Além disso, essas solugcdes sdo volateis o suficiente para
serem compativeis com seu uso no acoplamento LC-MS [132-134].

Uma grande quantidade de colunas cromatograficas podem ser utilizadas para as
separacGes em HILIC. Fases estacionarias tipicas em HILIC consistem de um suporte de silica
pura que podem ser modificadas com diversos grupos funcionais polares como cétions ou
anions, ou até a base de polimeros [133, 134].

As fases baseadas em grupos ciano, diol, amino e outros grupos quimicamente ligados
sdo geralmente preparadas por meio de modificacdo quimica na superficie da silica gel, de
maneira similar as utilizadas no preparo de fases C18 e C8 empregadas em cromatografia
liquida em fase reversa [133, 134].

Uma das primeiras fases quimicamente ligadas a ser utilizada no modo HILIC era
constituida de grupos aminopropil quimicamente ligados a silica. Essas fases requerem tempos
longos de equilibrio quando determinadas solucGes tampdo sdao empregadas. Um cuidado
importante com as fases do tipo aminopropil de silica é relativo a sua estabilidade limitada em
eluentes aquosos, o que leva a rapida perda de ligante, deteriorando a forma dos picos quando
operada no modo HILIC. Para contornar esse problema, desenvolveram-se empacotamentos
contendo grupos amino, porém baseados em polimeros organicos ao invés de silica. Essas novas
fases podem ser empregadas em condicdes acidas ou basicas no modo HILIC, com maior
estabilidade [132-134].

Vérias colunas apresentando grupos amida quimicamente ligados a silica foram
preparadas especialmente para HILIC e sdo comercializadas por diferentes empresas.
Geralmente, o grupo amida é ligado a superficie da silica gel por meio de um pequeno espacador
(grupo alquil); em contraste com 0s grupos amino, nao possui carater basico, dependendo
menos do pH e apresentando menor propensdo a adsor¢do irreversivel [134].

Outra fase interessante para HILIC baseia-se no grupo diol quimicamente ligado a silica.
A elevada polaridade e as propriedades apropriadas para formacéo de pontes de hidrogénio dos
didis, juntamente com a maior estabilidade da ligacdo a estrutura da silica, sugerem ser essa
uma fase bastante apropriada para ser utilizada no modo HILIC. Mesmo assim, existem poucas
aplicacdes de fases do tipo diol em HILIC até o0 momento [134].
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As fases baseadas em cianopropil quimicamente ligadas & silica foram muito populares
no inicio da HPLC em fase normal. Entretanto, por ndo apresentarem capacidade de formacéo
de ligacdes de hidrogénio e, portanto, pouca retencdo de compostos polares em fases moveis
aquosas organicas, ndo sao muito promissoras em HILIC. Outra limitacdo dessas fases € a
instabilidade mecénica na presenca de solventes de polaridade intermediaria [134].

O emprego de resinas trocadoras de ions para separa¢ao de sacarideos e outros compostos
neutros, em condicdes HILIC, sdo conhecidas hd muito tempo. Apesar de apresentarem baixa
eficiéncia e separacdes lentas, a seletividade dessas colunas motivou seu posterior
desenvolvimento. As colunas de troca idnica atualmente empregadas no modo HILIC s&o muito
mais eficientes. Assim, monossacarideos, glicéis e glicerol foram separados em resina de troca
ibnica a base de estireno entrecruzado com divinilbenzeno, usando acetonitrila — &gua como
eluente. Mecanismos mistos envolvendo troca cationica/troca aniénica/HILIC em resinas & base
de silica tém sido empregados com sucesso para separacao de dipeptideos [133, 134].

Recentemente uma nova fase estaciondria baseada no carater zwiteridnico da
sulfoalquilbetaina foi desenvolvida para uso em HILIC. Baseia-se em uma fase polimérica
grafitizada com cadeias zwiteribnicas de sulfoalquilbetaina de sal interno de 3-
sulfopropildimetilalquil amdnio como grupo funcional em silica de poros largos. A presenca de
um grupo amonio quaternario e um grupo sulfénico na razdo 1:1 na mesma cadeia pendente
resulta em uma carga liquida préxima de zero na camada ligada. Essa fase adsorve fortemente
agua em sua superficie, a qual passa a fazer parte da fase estacionaria e controlar o mecanismo
da retencdo por meio de processos de parti¢do [133, 134].

Varios outros tipos de fases estacionarias foram desenvolvidas e estdo em uso no modo
HILIC. Colunas capilares monoliticas foram preparadas por polimerizacdo de derivados da
fosforilcolina na superficie da silica gel. Colunas capilares monoliticas foram preparadas pela
copolimerizacdo de derivados da betaina com etileno dimetaacrilato para a separagdo de
compostos acidos, basicos e neutros no modo HILIC, usando fases moveis acetonitrila - agua
com teores de ACN superiores a 60%. Polimeros polares ndo iénicos também foram preparados
e empregados em HILIC; oligonucleotideos foram separados em coluna monolitica capilar a
base de hidroximetacrilato [132-134].

As primeiras aplicagdes do HILIC foram inicialmente voltadas a anélise de carboidratos.
Atualmente existem aplicacGes que demonstram o uso da técnica desde pequenas moléculas até
proteinas. Na andlise de pequenas moléculas, especialmente altamente polares, a HILIC
destaca-se na analise de compostos de carater basico, cuja analise por fase reversa requer o0 uso

da técnica de adicdo de par id6nico. Esse campo de aplicacdo da HILIC tem crescido muito
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recentemente, e um grande numero de moléculas pequenas, pertencentes a vérias funcgdes
quimicas, tém sido analisadas com sucesso por essa técnica [132-134]. Uma vez que muitos
farmacos e drogas veterinarias sdo compostos de elevada polaridade, a HILIC tem sido
empregada na andlise dessa classe, especialmente quando presentes em baixas concentractes
[137, 138]. Na area de desenvolvimento farmacéutico, a HILIC tem sido bastante utilizada [139,
1401, inclusive no estudo de fitoterapicos [141]. Moléculas de tamanho intermediério ou
maiores, como Vvarios tipos de toxinas [142, 143], aminoacidos e peptideos [144, 145],
carboidratos [146], protedmica [147] e metaboldmica [148], também tém sido analisadas com

sucesso empregando-se HILIC.
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1.4.2. Cromatografia liquida no modo column switching

A cromatografia liquida multidimensional (também conhecida como cromatografia com
acoplamento de colunas ou column switching) representa uma poderosa ferramenta e um
procedimento alternativo para os classicos métodos baseados em HPLC unidimensional.

Esta técnica pode ser realizada em modo online ou off-line. No modo off-line as fragfes
eluidas da primeira coluna sdo coletadas manualmente ou em coletor de fragdes e entdo
reinjetadas na segunda coluna. Essa abordagem tem a vantagem de ser simples e ndo requerer
uma valvula seletora de colunas. Entretanto, os procedimentos demandados sdo laboriosos e
consomem muito tempo. As técnicas online tém a vantagem de serem automatizadas por meio
de uma valvula seletora de colunas, onde a automatizacdo melhora a confiabilidade e
capacidade de processamento de amostras, reduzindo o tempo de analise e a perda de amostras.
Uma limitacdo do acoplamento entre colunas é que as fases moveis usadas devem ser
compativeis uma com a outra [149], Tabela 3.

A cromatografia liquida no modo column switching tem sido utilizada para a extracéo
dindmica e analise online dos analitos pré-concentrados. O sistema analitico € montado com
duas ou mais colunas com diferentes dimensdes e fases estacionérias, valvulas com multiplos
porticos e uma ou mais bombas de alta pressdo. Geralmente, a amostra bioldgica, apos simples
pré-tratamento, € percolada pela primeira coluna (1D) para a pré-concentracdo (sorcao) seletiva
dos analitos. Apds clean-up da fase estaciondria para a remocdo dos componentes end6genos
da amostra bioldgica e acoplamento (comutacdo) das colunas conectadas a valvula de seis
porticos, os analitos sdo eluidos para a segunda coluna (2D). Em seguida, as colunas sdo
desacopladas para a separacdo cromatografica na segunda coluna (2D) e simultanea
regeneracdo da primeira coluna (1D) [149-157].

A Tabela 3 apresenta algumas vantagens e desvantagens da cromatografia liquida no

modo column switching, quando comparada a cromatografia liquida convencional.
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Tabela 3 - Vantagens e desvantagens da cromatografia liquida no modo column switching
Vantagens
Simples pré-tratamento da amostra biologica
Minimo risco de contaminacdo da amostra - menor numero de etapas manuais
Menor volume da amostra bioldgica
Menor exposicdo dos analistas as amostras bioldgicas
Menor perda de amostra - sistema analitico online
Diferentes mecanismos de sor¢do — colunas 1D e 2D
Possibilidade de completa automacéo do sistema analitico
Maior frequéncia de amostras
Diferentes configuracdes para o acoplamento das colunas
Maior exatidao e repetitividade dos resultados
Maior seletividade e detectabilidade analitica
Reuso de sorventes
Regeneracdo da coluna 1D durante a separacdo cromatogréfica na coluna 2D

Desvantagens
Vélvulas de comutacdo, coluna de pré-concentracdo e bombas de alta pressdo sdo
necessarias
Efeito de memdria — reuso dos sorventes (coluna 1D)
Sorcéo dos componentes endogenos da matriz bioldgica no sorvente - aumento de
pressdo do sistema analitico
Otimizacdo das etapas de pré-concentracao dos analitos, limpeza do sorvente, elui¢do
dos analitos para a coluna 2D e separacao cromatografica
Incompatibilidade entre as fases méveis das colunas 1D e 2D

O desenvolvimento de novas fases estacionarias para a injecdo direta de amostras
bioldgicas em cromatografia liquida no modo column switching tem simplificado a etapa do
preparo da amostra e diminuido o tempo da analise. Estes procedimentos analiticos online
diminuem a exposicao dos analistas as amostras bioldgicas, a contaminagdo destas amostras e
eventuais perdas do analito. Além disso, a técnica de cromatografia liquida em modo column
switching pode favorecer a detectabilidade e a precisdo analitica, utilizando modos de injecao
de amostras denominados straight-flush (direto) ou back-flush (reverso) [149], Figura 7.

O modo straight-flush ou modo direto € 0 modo mais simples aplicado ao processamento
de amostras biologicas usando a configuragdo no modo column switching. Inicialmente, a
amostra € injetada na coluna 1D, os componentes enddgenos da matriz bioldgica sdo eluidos
diretamente para o descarte, e ao comutar a valvula de seis porticos, a fracdo (contendo os
analitos que estdo sendo analisados) é eluida para a coluna analitica (2D) e os analitos sdo

separados [158].
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Por outro lado, 0 modo back-flush ou modo reverso, a eluicdo dos analitos da coluna 1D
para a coluna 2D é realizado no sentido oposto empregado na pré-concentragdo dos analitos.
Desta forma, os analitos retidos no inicio da coluna 1D séao transferidos diretamente para a
coluna analitica (2D). Depois de eluir a fracdo de interesse, 0s componentes enddgenos da
matriz sdo removidos da coluna 1D também no fluxo inverso. Nesta abordagem, a coluna
analitica é protegida de contaminacdo dos componentes enddgenos da matriz, que sdo eluidos

apos dessorcédo dos analitos [158].
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Figura 7 - Sistema de column switching. A: straight-flush (direto) e B: back-flush (reverso).

A cromatografia liqguida no modo column switching tem sido utilizada para a
determinacdo de diferentes analitos em alimentos, amostras ambientais e amostras bioldgicas
[159-161]. Além disso, as inovacdes tecnologicas em ciéncias dos materiais e robotica tém
facilitado o desenvolvimento de novas estratégias nas técnicas de cromatografia liquida no
modo column switching [158, 162-173]. A Tabela 4 apresenta alguns trabalhos que utilizam a

cromatografia liquida no modo column switching.
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Tabela 4 - Anélises de diferentes substancias em fluidos bioldgicos utilizando a técnica LC no modo column switching

Amostra

Analito . Coluna 1D Coluna 2D Sistema de detecgéo Referéncia
Bioldgica
Xantina oxidadase Leite bovino RAM-C18 C18 LC-DAD Li et al. (2014) [157]
11-nor-9-carboxi-tetra-hidrocanabinol ~ Cabelo humano C18 Cc18 LC-MS3 Park et al. (2014) [156]
Estatinas Plasma humano RAM-BSA C18 LC-UV Fagundes et al. (2014) [155]
Acidos alquil mercaptricos Urina Humana RAM-ADS-C18 C18 LC-MS/MS Eckert et al. (2014) [154]
Clorpromazina Plasma humano  RAMIP-BSA C18 LC-UV Figueiredo et al. (2013) [174]
Quimioterapico Plasma humano C18 C18 LC-MS/MS Wickremsinhe et al. (2013) [175]
Inibidor da topoisomerase Plasma humano C18 C18 LC-MS/MS Kamei et al. (2011) [176]
Sulfonamidas Leite bovino RAM-MIP-SG C18 LC-UVv Xu et al. (2010) [177]
B-blogueadores Plasma de rato RAM-MIP beta-.c iclodextrina LC-UV Sanbe et al. (2003) [178]
fenilcarbamato
Derivados de acido 2-arilpropidnico Plasma de rato RAM-MIP C18 LC-UV Haginaka et al. (2000) [179]

UV: detector de ultravioleta, MS: detector de espectrometria de massas, RAM: material de acesso restrito, MIP; polimero molecularmente impresso, ADS: alquil diol
silica, BSA: albumina sérica bovina, SG: silica gel.

Na Tabela 4 podemos observar uma variedade de colunas utilizadas em 1D, que vdo desde a fase reserva C18 até colunas RAM-MIP que sdo
aplicadas para sorcdo seletiva dos analitos com exclusdo de proteinas das amostras bioldgicas. Neste contexto, podemos destacar também a utilizacdo de

fases estacionarias quimicamente modificadas, como as fases monoliticas de silica hibrida.
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1.4.3. Fases monoliticas hibridas organo-silica

Uma fase monolitica € um meio continuo de separagdo que possui uma estrutura sélida e
altamente porosa, de pequenos dominios e canais relativamente grandes, que fornecem altas
permeabilidade e eficiéncia de coluna. Os dominios podem ser micro ou mesoporosos, ter
estrutura dupla de poros (micro e mesoporos), ou podem ser ndo porosos [180]. As fases
monoliticas apresentam algumas vantagens, tais como, ndo necessitam de filtros nas
extremidades, bom controle da porosidade, facilidade de incorporacdo de diferentes grupos
(moléculas hidrofobicas, moléculas carregadas, moléculas para interacGes especificas, etc.)
durante seu preparo e capacidade de sor¢do superior as colunas capilares abertas.

As fases monoliticas com polimeros organicos [181-183] ou a base de silica [184-186]
tém sido utilizadas para andlises in-tube SPME. Os polimeros monoliticos organicos
apresentam boa estabilidade em ampla faixa de pH, no entanto, o intumescimento desses
polimeros na presenga de alguns solventes organicos pode levar a diminui¢do da estabilidade
mecanica. J& os monolitos a base de silica apresentam altas permeabilidade e estabilidade
mecanica e ndo intumescem na presenca de solventes organicos, mas o preparo convencional é
moroso e de baixa reprodutibilidade. Uma alternativa promissora tem sido os monolitos
hibridos organo-silica para as analises in-tube SPME [161, 184, 187].

Estes apresentam uma ligacdo covalente entre a parte organica (trialcoxisilano organo-
funcionalizado) e a parte inorganica (tetrametoxisilano, TMOS ou tetraetoxisilano, TEOS). Os
grupos alcoxidos sob reacdes de hidrolises e policondensacdo, processo sol-gel, resultam na
matriz de silica hibrida com grupos orgéanicos covalentemente incorporados. O meio &cido
favorece as reacdes de hidrolise, enquanto que o meio alcalino favorece as reagdes de
condensacdo. Geralmente, os monolitos hibridos sdo sintetizados via reagdes sol-gel, em duas
etapas. Inicialmente, os silanos sdo hidrolisados em altas temperaturas em solucgéo
agua/metanol (co-solvente), na presenca de um catalisador acido (&cido cloridrico, acido
acetico). Em uma segunda etapa, dodecilamina € adicionada a solu¢gdo como um catalizador
secundario, aumentando o pH e acelerando as rea¢des de condensacdo e reduzindo tempo de
gelatizagdo. A dodecilamina também atua como supramolecular template para formar poros na
matriz monolitica. Este procedimento foi adotado para a sintese de monolitos com grupos
cianoetil e octil incorporados, os quais foram utilizados, respectivamente, para analises in-tube
SPME/LC de antidepressivos [161] em amostras de plasma e de hidrocarbonetos policliclicos
aromaticos (PAHs) [184]. Xu e Lee [187] sintetizaram um capilar com monolitos hibridos

organo-silica com grupos mercapto incorporados, via processo sol-gel em uma Unica etapa. Este
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capilar monolitico, ap6s oxidagdo com perdxido de hidrogénio, gerou grupos sulfénicos, que
permitiram a extragdo in-tube SPME de anestésicos (fa&rmacos basicos) em amostras de urina

para analises por eletroforese capilar (CE).
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2. OBJETIVOS

Desenvolver e validar método empregando as técnicas analiticas de precipitacdo de
proteinas (PPT) e cromatografia liquida por interacdo hidrofilica acoplada a espectrometria de
massas em tandem (HILIC-MS/MS) para anélise de aminoacidos e neurotransmissores em
amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos, para avaliar a eficacia do tratamento, tendo

como controle voluntarios sadios.

Desenvolver, validar e avaliar os métodos empregando as técnicas analiticas de
PPT/LC/MS-MS e LC-MS/MS no modo column switching para analise de farmacos
(antipsicoticos, antidepressivos, anticonvulsivantes e ansioliticos) em amostras de plasma de

pacientes esquizofrénicos para fins de monitorizacao terapéutica.



MATERIALS E
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Determinacdo de aminoacidos e neurotransmissores em amostras de plasma empregando o
método HILIC-MS/MS

3.1.1. Materiais e reagentes

Os padrdes analiticos, aspartato, glutamato, serina, glicina, alanina, GABA, metionina,
leucina, tirosina, triptofano e os is6topos estaveis (padrdes internos) metionina-d3 e glutamato-
d5 foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, USA). A agua utilizada para preparar a fase
movel foi purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, Séo Paulo, Brasil). ACN grau HPLC e
acetato de amonio foram obtidos do fornecedor JT Baker (Phillipsburg, EUA).

3.1.2. Amostras de plasma

Amostras de plasma de voluntéarios ndo expostos a qualquer medicamento durante pelo
menos 72 h (plasma branco) foram utilizadas para otimizar e validar o método LC-MS/MS
desenvolvido. Estas amostras de plasma branco, bem como as amostras de plasma de
voluntarios saudaveis (parentes de primeiro grau de pacientes com esquizofrenia) e dos
pacientes esquizofrénicos em tratamento com clozapina e olanzapina foram gentilmente
fornecidos pela equipe de Enfermagem Psiquiatrica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo. Estas amostras de plasma foram coletadas de acordo com o0s
critérios estabelecidos pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo.

As amostras de sangue foram coletadas em um tubo de 6 mL, contendo heparina. Estes
tubos foram centrifugados e as amostras de plasma foram armazenadas a -20 °C. Estas amostras
de plasma foram analisadas no periodo de um més apos a coleta. Com base em trabalhos
descritos na literatura, os farmacos (analitos) em amostras de plasma séo estaveis por 24 horas
quando armazenados a temperatura ambiente, em amostras de plasma de pacientes por um
periodo de trés ciclos de congelamento/descongelamento ou, quando armazenadas a -20 °C

durante seis meses [188-191].
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3.1.3. Preparo dos calibradores

As solugdes padrdo diluidas foram preparadas em agua, a partir da diluicdo das solugdes
estoque (aquosas), nas seguintes concentragdes: 13,3 umol mL* para glicina, 11,2 umol mL*
para alanina, 9,5 pmol mL? para serina, 7,6 pmol mL? para leucina, 4,9 pmol mL™? para
triptofano, 7,5 umol mL™* para aspartato, 6,8 pmol mL* para glutamato, 6,7 umol mL™ para
metionina, 5,5 pmol mL™ para tirosina e 9,7 umol mL™ para GABA. Estas solucdes sdo estaveis
durante seis meses, a temperatura de -20 °C [191].

Para a otimizacdo e validacdo do método HILIC-MS/MS, amostras de plasma branco
foram enriquecidads com solugdes padrao resultando nas seguintes concentragcfes plasmaticas:
13,3 a 800 nmol mL™* para glicina, 11,2 a 700 nmol mL™ para alanina, 9,5 a 600 nmol mL™
para serina, 7,6 a 500 nmol mL™* para leucina, 4,9 a 300 nmol mL™ para triptofano, 7,5 a 500
nmol mL? para aspartato, 6,8 a 400 nmol mL™ para glutamato, 6,7 a 400 nmol mL para
metionina, 5,5 a 300 nmol mL™ para tirosina, e 9,7 pmol mL™ a 19,4 nmol mL* para GABA.
As solucdes dos padrdes internos, glutamato-d5 e metionina-d3, foram preparadas em agua nas

concentragdes de 197,0 nmol mL? e 1,6 nmol mL™?, respectivamente.

3.1.4. Preparo da amostra de plasma

As proteinas das amostras de plasma (50 pL) foram precipitadas com acetonitrila (100
pL). Este procedimento foi realizado em tubo de ensaio sob agitagcdo em vortex por 5 minutos,
e posterior centrifugacdo por 15 minutos a 9000 g. O sobrenadante do tubo de ensaio foi
transferido para um dispositivo de ultrafiltracio Amicon Ultra-4 (Millipore, Bedford, MA,
EUA) com uma membrana de celulose regenerada e centrifugado durante 30 minutos a 9000 g.
O filtrado (5 uL) foi analisado por HILIC-MS/MS.

3.1.5. Andlise HILIC-MS/MS

= Condigdes Cromatograficas

Coluna: Ascentis Express HILIC, Supelco (2,7um, 100 x 4,6mm), a 40°C;

Fase Movel: Solvente A - Acetato de amoénio 10 mM e B — Acetonitrila, na proporgédo
60:40; com fluxo de 500 pL min™,



MATERIALS E METODOS g2

Modo de elui¢do: Isocratico.

= Condi¢bes MS/MS

Equipamento: Waters® UPLC-MS/MS (Xevo TQD), equipado com fonte de ionizacao
por electrospray e analisador de massas do tipo quadrupolo. A fonte de ions operou no modo
positivo, nas seguintes condicfes: gas de dessolvatacdo: N2 a 650 °C; gas de colisdo: argbnio;
temperatura da fonte de ionizacdo: 150 °C; voltagem do capilar: 0,5 kV; e fluxo de
dessolvatacdo: 900 L Hr. Todos os AAs (aminoacidos) e NTs (neurotransmissores) foram
analisados no modo de monitoramento de reagdes selecionadas (SRM). O dwell time
estabelecido para cada transicdo foi de 0,048 s, e o interscan delay foi configurado no modo

automatico. Os dados foram adquiridos usando o software MassLynx V4.1.

3.1.6. Validacdo analitica

A validacdo analitica do método proposto (HILIC-MS/MS) foi realizada com amostras
(plasma branco de referéncia) enriquecidas com os analitos em diferentes concentragdes,
segundas normas estabelecidas pela RESOLUCAO RDC N.° 27, DE 17 DE MAIO DE 2012
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA [192]. A linearidade, exatidao,
precisdo, limite de quantificacdo, efeito residual, efeito da matriz e seletividade foram

avaliados.

3.1.6.1. Linearidade

Cinco curvas analiticas foram construidas e avaliadas com amostras de branco de
referéncia enriquecidas com seis diferentes concentracdes dos analitos e com adicGes dos
padrdes internos deuterados. Os sinais analiticos (areas dos picos dos compostos enddgenos)
da amostra de branco de referéncia foram subtraidos das areas dos analitos obtidas com as
amostras enriquecidas. A razdo entre estes valores e a area do padréo interno foi utilizada para
a construcdo das curvas analiticas (eixo y), ja o eixo x foi representado pelas concentragdes dos
analitos adicionadas as amostras (concentracdo nominal) [193].

Os calibradores (pontos da curva analitica) foram aprovados quando o coeficiente de
variacdo (CV) foi menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relacdo a concentragdo nominal

referente ao limite inferior de quantificacdo (L1Q); e o CV menor ou igual a 15% (quinze por
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cento) em relacdo a concentragdo nominal para os outros pontos da curva analitica, incluindo o

limite superior de quantificacdo (LSQ).

3.1.6.2. Exatidao

A exatiddo foi determinada em ensaios realizados em um mesmo dia (exatidao
intraensaios) e em 3 (trés) dias consecutivos (exatiddo interensaios). Sendo que, 0s ensaios
foram realizados com 5 (cinco) replicatas em 5 (cinco) diferentes concentragdes: limite inferior
de quantificacdo (LIQ), controle de qualidade baixo (CQB), controle de qualidade médio
(CQM), controle de qualidade alto (CQA) e limite superior de quantificacdo (LSQ).

A exatiddo foi expressa pelo Erro Padrdo Relativo (EPR), ndo se admitindo valores fora
da faixa de = 15% (quinze por cento) do valor nominal, exceto para o LI1Q, para o qual ndo se
admitiu valores fora da faixa de + 20% (vinte por cento) do valor nominal, segundo a formula

a sequir:

(Concentragao média experimental — Valor nominal)
X

EPR = 100

Valor nominal

3.1.6.3. Precisao

A precisdo foi determinada em ensaios realizados em um mesmo dia (precisdo
intraensaios) e em ensaios realizados em 3 (trés) dias consecutivos (preciséo interensaios). Cada
ensaio foi realizado com 5 (cinco) replicatas em 5 (cinco) diferentes concentracdes: limite
inferior de quantificagdo (L1Q), controle de qualidade baixo (CQB), controle de qualidade
médio (CQM), controle de qualidade alto (CQA) e limite superior de quantificacdo (LSQ).

A precisdo foi expressa como coeficiente de variagdo (CV%), ndo se admitindo valores
superiores a 15% (quinze por cento), exceto para o LIQ, para o qual se admitiu valores menores

ou iguais a 20% (vinte por cento), segundo a formula a seguir:

Desvio Padrio

Ccv x 100

Concentragdo média experimental
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3.1.6.4. Efeito residual

Para avaliar o efeito residual, 3 (trés) aliquotas do extrato da mesma amostra de branco
de referéncia foram injetados no sistema LC-MS/MS, sendo uma antes e duas logo apés a
injecdo de uma ou mais amostras enriquecidas com os analitos em concentracdes
correspondentes ao limite superior de quantificacdo (LSQ). Os cromatogramas obtidos foram
comparados com aqueles de amostras enriquecidas com os analitos em concentracdes
correspondentes ao limite inferior de quantificagdo (LIQ).

Os seguintes critérios foram avaliados: as respostas de picos interferentes nos tempos de
retencdo dos analitos devem ser inferiores a 20% (vinte por cento) da resposta (sinal analitico)
dos analitos das amostras enriquecidas com concentracdes correspondentes ao LIQ, e as
respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do padréo interno devem ser inferiores a
5% (cinco por cento) da resposta (sinal analitico) do padrdo interno.

3.1.6.5. Efeito de matriz

As areas dos analitos de amostras de plasma branco de referéncia (n=5) enriquecidas com
os analitos em concentracdes que representam o CQB e CQA versus as areas dos padrdes
internos foram comparadas com as areas das solucdes padrdo dos analitos nas mesmas
concentracOes referidas versus as areas dos padrdes internos.

Para cada amostra foi obtido o fator de matriz normalizado por padrdo interno (FMN),
onde, o coeficiente de variacdo (CV) dos FMNSs relativos a todas as amostras deve ser inferior

a 15% (quinze por cento), segundo a formula a seguir:

FMN Resposta do analito em matriz/Resposta do PI em matriz

B Resposta do analito em solucao/Resposta do PI em solugao
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3.2. Determinacdo de farmacos em amostras de plasma empregando as técnicas de
PPT/LC/MS-MS e LC-MS/MS no modo column switching

3.2.1. Materiais e reagentes

Os padrdes analiticos dos farmacos carbamazepina, mirtazapina, imipramina, fluoxetina,
olanzapina, clonazepan, clorpromazina, citalopram, clozapina, haloperidol, lamotrigina,
diazepam, sertralina, clomipramina, paroxetina, quetiapina, carbamazepina-d10, imipramina-
d3, diazepam-d5, sertralina-d3, fluoxetina-d6, clomipramina-d3, clonazepan-d4, citalopram-
d6, clozapina-d4, paroxetina-d6, haloperidol-d4 e quetiapina-d8foram adquiridos da Cerilliant
Corporation (Texas, USA). A agua utilizada para preparar a fase mével foi purificada em um
sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). ACN grau HPLC e acetato de aménio e acido
férmico foram obtidos do fornecedor JT Baker (Phillipsburg, EUA). TEOS (98%), 3-
cianopropiltrietoxisilano (CN-TEOS) (98%), N-dodecilamina (99%) e Brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) (95%), foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

3.2.2. Sintese do capilar monolitico hibrido com grupos cianopropil incorporados para as

analises LC-MS/MS no modo column switching

Anterior ao procedimento de polimerizagdo, os capilares de silica fundida (530 um D.I. e
4,5 cm de comprimento) foram lavados, respectivamente, com 40 mL HCI (1 mol L), 40 mL
de 4gua, 40 mL de NaOH (1 mol L) e 40 mL de 4gua. Posteriormente, os capilares foram secos
a 160°C por 8 h.

O desenvolvimento do capilar de silica fundida com monolitos hibridos com grupos
cianopropil incorporados foi realizada conforme procedimento descrito na literatura [161] com
algumas modificagoes.

Em um tubo Eppendorf de 1,5 mL foram adicionados: 180 pL de etanol, 25 pL de acido
acético (2 mol L), 110 pL de CN-TEOS e 110 pL de TEOS. Esta mistura foi agitada em
agitador de tubos do tipo vortex por 30 s e posteriormente, aquecida em banho termostatizado
a 60°C por 5 h. Apoés atingir a temperatura ambiente, 10 mg de N-dodecilamina foram
adicionados ao meio reacional e o tubo agitado por 40 s. Com o auxilio de uma microsseringa,

o capilar silica fundida pre-tratado foi preenchido com a mistura reacional, e ambas as
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extremidades deste capilar foram vedadas com septos de silicone. Este capilar foi mantido em
estufa a 40°C por 15 h para a polimerizacdo. Posteriormente, este capilar foi lavado com 2 mL
de etanol e 2 mL de &gua, para a remocdo do surfactante e dos subprodutos da reacdo. Em

seguida o capilar foi seco a 60°C por 30 h.

3.2.3. Caracterizacao morfologica e espectroscépica do capilar monolitico hibrido cianopropil

Aproximadamente 0,5 cm do capilar monolitico foi cortado, recoberto com ouro e
analisado por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em um equipamento Evo-Zeiss do
Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto-USP
(DQ-FFCLRP).

As fases monoliticas foram avaliadas por Espectroscopia na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) utilizando um equipamento Shimadzu-IRPrestige-21, DQ-
FFCLRP. Para obtencdo dos espectros, uma porcdo da solucdo de sintese (a mesma de
preenchimento dos capilares) foi deixada em um Eppendorf e submetida as mesmas condi¢coes
experimentais do capilar. Em seguida, uma pequena por¢do do bloco monolitico foi macerada
e pastilhada com brometo de potéssio.

Para avaliar a area superficial especifica e 0s volumes dos poros, experimentos de
adsorcdo-dessorcdo de nitrogénio foram conduzidos a 77 K num analisador Micrometrics
ASAP 2010. O tratamento dos dados foi realizado pelo método BET (Brunauer, Emmett e
Teller).

3.2.4. Amostras de plasma

Para otimizar e validar os métodos PPT/LC-MS/MS e LC-MS/MS no modo column
switching desenvolvidos, foram utilizadas amostras de plasma de voluntérios que ndo tinham
sido expostos a qualquer farmaco durante pelo menos 72 h (plasma branco). Estas amostras de
plasma branco e as dos pacientes esquizofrénicos foram gentilmente fornecidas pela equipe de
Enfermagem Psiquiatrica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo. As amostras de plasma foram coletadas de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.
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Os farmacos em analise, segundo testes de estabilidade no injetor automatico (amostra
pré-preparo) e nas condicdes de analise & temperatura ambiente mostraram-se estaveis. Segundo
resultados descritos na literatura, os farmacos em andlise presentes em amostras de plasma
mostraram-se estaveis a -20 °C durante seis meses, assim como apds trés ciclos de

congelamento/descongelamento [188-191].

3.2.5. Preparo dos calibradores

As solucdes padréo estogque dos analitos foram preparadas em metanol com concentracéo
inicial de 200 pg mL™. Essas solugGes sdo estaveis por dois meses a -20 °C [195, 196].

As solucdes dos padrbes internos (P1) foram preparadas em metanol nas seguintes
concentragdes: haloperidol-d4 (20,5 ng mL™?), clonazepam-d4 e paroxetina-d6 (80,0 ng mL™Y),
imipramina-d3 (185,0 ng mL™), citalopram-d6 e sertralina-d3 (205,0 ng mL™), clomipramina-
d3 e quetiapina-d8 (260,0 ng mL™), diazepam-d5 e fluoxetina-d6 (6550,0 ng mL™), clozapina-
d4 (850,0 ng mL1), e carbamazepina-d10 (5,5 pg mL™1).

Para a otimizacdo e validacdo dos métodos desenvolvidos, as amostras de plasma branco
foram enriquecidas com as solucdes padréo dos Pl e dos analitos, resultando em concentragdes
plasmaticas que contemplaram o intervalo terapéutico. Para 0 método PPT/LC/MS-MS as
concentracdes plasmaticas foram as seguintes: 0,2 a 40,5 ng mL™ para haloperidol e olanzapina,
0,5 a 155,0 ng mL* para mirtazapina e paroxetina, 0,5 a 360,0 ng mL™* para clorpromazina e
imipramina, 0,5 a 510,0 ng mL™ para clomipramina e quetiapina, 2,5 a 155,0 ng mL™ para
clonazepam, 2,5 a 405 ng mL? para citalopram e sertralina, 2,5 a 1050,0 ng mL™! para diazepam
e fluoxetina, 1,5 a 1550,0 ng mL™ para clozapina, 0,5 a 10500,0 ng mL™ para carbamazepina,
e 5,0 a 10500,0 ng mL* para lamotrigina.

Para 0 método LC-MS/MS no modo column switching as concentragdes plasmaticas
foram as seguintes: 0,075 a 40,5 ng mL™* para haloperidol e olanzapina, 0,625 a 155,0 ng mL™*
para clonazepam, 0,125 a 155,0 ng mL™? para mirtazapina, 0,250 a 155,0 ng mL™* para
paroxetina, 0,125 a 360,0 ng mL™ para clorpromazina e imipramina, 0,250 a 510,0 ng mL™
para clomipramina, 0,125 a 510,0 ng mL™ para quetiapina, 1,250 a 405,0 ng mL™ para
citalopram, 0,625 a 405,0 ng mL™ para sertralina, 0,313 a 1050,0 ng mL™ para diazepam e
fluoxetina, 0,188 a 1550,0 ng mL* para clozapina, 0,063 a 10500,0 ng mL™ para
carbamazepina, e 1,250 a 10500,0 ng mL™* para lamotrigina.
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3.2.6. Preparo da amostra de plasma

Para 0 método PPT/LC/MS-MS, as proteinas das amostras de plasma (200 pL) foram
precipitadas com acetonitrila na propor¢do 2:1 (v/v). Apds agitacdo (vortex) por 1 minuto, o
extrato foi centrifugado por 30 minutos a 9000 g. O sobrenadante (500 pL) foi seco em
concentrador a vacuo (Eppendorf, Brazil), e o extrato foi reconstituido (100 puL) com a fase
movel: acetato de aménio 5 mmol L™ com 0.1% &cido férmico:acetonitrila (90:10 v/v). 10 pL
desta solucgéo foi injetada no sistema LC-MS/MS.

Para 0 método LC-MS/MS no modo column switching, as proteinas das amostras de
plasma (200 pL) foram precipitadas com acetonitrila (400 pL). Este procedimento foi realizado
em tubo eppendorf sob agitacdo em vortex por 1 min, e posterior centrifugacéo por 30 minutos
a 9000 g. O sobrenadante (500 pL) transferido para um tubo eppendorf foi seco em um
concentrador a vicuo (Eppendorf, Brasil) e o extrato foi reconstituido em 100 pL de solucéo
tampéo de acetato de amo6nio 5 mmol/hidroxido de aménio 5 mmol L™ a pH 10,0. Diferentes
valores de pH (3,0, 7,0, 10,0) da solucdo de amdnio foram avaliados para estabelecer a

capacidade de sorcdo do capilar monolitico.

3.2.7. Analise LC-MS/MS

= Condi¢bes Cromatograficas PPT/LC/MS-MS

Coluna: XSelect CSH C18 XP (2,5um, 100 x 2,1mm), a 40°C;

Fase mavel: Utilizando como solvente (A) Acetato de aménio 5 mM + 0,1% de acido
formico e (B) acetonitrila.

Modo de eluigdo: Gradiente. Sendo: 90% A (0 min), 90-20% A (10,0 min), e 90% A (15,0
min). Um tempo de 5 minutos é necessario para condicionamento da coluna para a préxima

injecdo, com vazéo de 300 pL min™.

= Condigbes Cromatograficas LC-MS/MS no modo column switching
Coluna 1D: Capilar monolitico hibrido cianopropil (45 x 0,53 mm),
Coluna 2D: XSelect CSH C18 XP (2,5um, 100 x 2,1mm), a 40°C;

Bomba Quaternaria (QSM): Fase mdvel consistiu de solvente (A) agua e (B) acetonitrila.
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Bomba Binaria (BSM): Utilizando como solvente (A) Acetato de aménio 5 mM + 0,1%
de &cido formico e (B) acetonitrila.

As composicdes das fases moveis tanto para a QSM (coluna 1D), quanto para a BSM
(coluna 2D) sdo ilustradas na Tabela 5.

Modo de eluicdo: Gradiente.

= Condi¢bes MS/MS

Equipamento: Waters® UPLC-MS/MS (Xevo TQD), equipado com fonte de ionizacdo
por electrospray e analisador de massas do tipo quadrupolo. A fonte de ions por electrospray
operou no modo positivo, nas seguintes condigdes: gas de dessolvatacdo: N2 a 600 °C; gas de
colisdo: argbnio; temperatura da fonte de ionizacdo: 150 °C; voltagem do capilar: 0,5 kV; e
fluxo de dessolvatacdo: 600 L Hr™.,

Todos os farmacos foram analisados no modo SRM. O dwell time foi estabelecido para
cada transi¢do separadamente e o interscan delay foi configurado no modo automatico. Os

dados foram adquiridos usando o software MassLynx V4.1.
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Tabela 5 - Condi¢bes LC-MS/MS no modo column switching

t Vazao o Posicdo da -
(min) Bomba (L min‘) %B Valvula Comentarios
0,00 QSM 100 0 1 Pré-concentracao dos farmacos e remoc¢do dos componentes endogenos do capilar monolitico (1D)
0,00 BSM 100 30 1 Condicionamento da coluna analitica (2D)
500 QSM 100 30 2 Eluicdo dos farmacos do capilar monolitico (1D) para a coluna analitica (2D)
7,01 BSM 300 30 1 Separacao cromatografica na coluna analitica (2D)
10,00 BSM 300 80 1
10,01 QSM 100 100 1 Limpeza do capilar monolitico (1D)
10,01 BSM 300 30 1
15,01 QSM 100 0 1 Recondicionamento das colunas para a injecéo seguinte
17,01 BSM 100 30 1
20,00 Todas - - 1 Final do ciclo

QSM: bomba quaternaria e BSM: bomba binéria

Bomba QSM: A = Agua, B = Acetonitrila;
Bomba BSM: A = Acetato de amdnio 5 mmol L (0,1% acido férmico), B = Acetonitrila
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3.2.7.1. Otimizagdo da etapa de pré-concentracdo dos farmacos na coluna capilar
monolitica - 1D para LC-MS/MS no modo column switching

Inicialmente, avaliamos a influéncia do pH da amostra, na pré-concentracéo dos farmacos
no capilar monolitico com grupamentos cianopropil incorporados. Para a realizacdo deste
experimento, 50 pL da solugdo padrdo da mistura dos fArmacos na concentragdo de 250 ng mL"
! em metanol foram adicionados em tubo de ensaio e evaporados a secura sob fluxo de N2. Este
residuo seco foi reconstituido com 50 L de solucdo tampéo e 5 pL foram injetados no sistema
MS-MS. Solucbes aquosas com diferentes valores de pH, tais como pH 3,0 (acetato de
amonio/acido formico 5 mmol L), pH 7,0 (acetato de amdnio/hidroxido de amonio 5 mmol
L), pH 10,0 (acetato de amonio/hidréxido de amdnio 5 mmol L) foram avaliadas. A solugdo
dos farmacos em metanol também foi avaliada.

Para avaliar a influéncia da matriz bioldgica na pré-concentragdo dos farmacos,
analisamos amostras de plasma enriquecidas com os farmacos, ap6s procedimento de
precipitacdo de proteinas. Para a realizacdo deste experimento, inicialmente, as proteinas de
uma amostra de plasma (200 uL) enriquecida com os farmacos (62,5 ng.mL™) foram
precipitadas com acetonitrila (400 puL). Apds a agitagdo e centrifugacdo, o sobrenadante foi
coletado e seco sob fluxo de N2. O residuo seco foi reconstituido com 50 uL da solugdo tampao
a pH 10 (acetato de amonio/hidroxido de amonio 5 mmol L) e 5 pL foram injetados no sistema
LC. Com o objetivo de diminuir o volume da amostra de plasma e avaliar menores
concentracdes plasmaticas, avaliamos a pré-concentracdo dos farmacos na coluna 1D, com o

volume de amostra de plasma de 100 pL na concentragdo plasmatica de 10 ng mL™.

3.2.7.2.  Otimizagéo das condi¢des LC-MS/MS no modo column switching

A coluna analitica e a coluna capilar monolitica foram conectadas na valvula de injecéo
de 6 canais do equipamento, conforme mostrado no esquema da Figura 8. A coluna monolitica
foi conectada nos canais 1 e 4 da valvula de injecdo, a bomba quaternaria (QSM) no canal 3, a
bomba binaria (BSM) no canal 5 e a entrada da coluna analitica no canal 6. A bomba quaternaria
foi conectada a coluna 1D (monolitica) e a bomba binaria a coluna 2D (coluna analitica).

Com a valvula na Posicdo 1, ambas as colunas sdo condicionadas com a composi¢do
inicial das fases moveis. Posteriormente, 5 uL. de amostra foram injetados e a fase movel

composta por agua (solvente fraco) foi percolada pelo capilar monolitico com vazao de 100 pL
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min’t, para a sor¢do dos analitos e remogdo dos componentes enddgenos da amostra de plasma
da fase estacionaria (Tabela 5).

Apdbs 5 min, a valvula do injetor foi mudada para a Posicdo 2. Neste arranjo, a solucao
de acetato de amoénio 5 mM+0,1 % de acido formico:acetonitrila (70:30 v/v) foi percolada pelo
capilar monolitico com vazdo de 100 uL min™ para a elui¢do dos farmacos e transporte destes
para a coluna analitica (Tabela 5).

No tempo de 7 min, a valvula do injetor retornou a Posicdo 1. No periodo de 7,01 a 17
min foi realizada a separacdo cromatogréafica dos farmacos e limpeza da coluna analitica com
vazdo de 300 uL min"}(BSM). Apds este periodo, a composicio da fase movel foi retornada a
condicdo inicial para reequilibrio da coluna analitica para injecdo da proxima amostra. Ja no
periodo de 10,01 a 15 min foi realizada a limpeza da coluna monolitica (QSM). Apos este
periodo, a composicao da fase mével retornou a condicéo inicial para reequilibrio da coluna
monolitica, para injecdo da proxima amostra (Tabela 5). Diferentes tempos de
acoplamento/desacoplamento e condigdes sor¢do/dessorcdo foram testados até a obtencéo das

condicdes 6timas descritas anteriormente.
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3.2.8. Validacdo analitica

A validacéo analitica dos métodos propostos foi realizada com amostras (plasma branco
de referéncia) enriquecidas com os analitos em diferentes concentragdes, segundas normas
estabelecidas pela RESOLUCAO RDC N.° 27, DE 17 DE MAIO DE 2012 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. A linearidade, exatidao, precisao, limite de quantificagéo,
efeito residual, efeito da matriz e seletividade foram avaliados como descritos no item 3.1.6

com excecdo da seletividade.

3.2.8.1. Seletividade

Foram analisadas 06 amostras de plasma branco de referéncia e os cromatogramas obtidos
foram comparados com amostras de plasma branco enriquecidas com os analitos na
concentracdo que representa o LIQ. Picos interferentes no tempo de retencdo dos analitos
devem ser inferiores a 20% (vinte por cento) dos sinais analiticos dos farmacos no
cromatograma referente ao LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do
Pl devem ser inferiores a 5% (cinco por cento) da resposta do PI.

3.2.9. Amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos

Para avaliar a aplicabilidade do método PPT/LC-MS/MS, 51 amostras de plasma de
pacientes esquizofrénicos em tratamento junto a Enfermaria de Psiquiatria do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (EPQU-HCFMRP) foram analisadas para
fins de monitorizacéo terapéutica.

Para avaliar a aplicabilidade do método LC-MS/MS no modo column switching, 10
amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos em tratamento foram analisadas para fins de

monitorizacao terapéutica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo de aminoacidos e neurotransmissores em amostras de plasma empregando o
método HILIC-MS/MS

4.1.1. Preparo de amostra

A etapa de precipitacdo das proteinas das amostras de plasma e a redu¢do do volume de
amostra injetada (5 pL) diminuiram a quantidade de compostos interferentes inseridos no
sistema LC-MS/MS. Este procedimento de preparo da amostra influenciou tanto na viscosidade
da amostra quanto na tensao superficial das goticulas durante o processo de ionizagdo em ESI.
O ualtimo favorece a evaporacao do solvente e a capacidade do analito para atingir a fase gasosa.
Consequentemente, este passo minimiza o efeito de matriz; favorecendo a capacidade de
deteccdo, precisdo e exatiddo do método. A precipitacdo de proteinas com acetonitrila constitui
uma técnica de preparo de amostra eficiente que é frequentemente utilizada em estudos
metabolomicos [126, 197, 198].

4.1.2. Otimizacdo das condi¢Ges HILIC-MS/MS

As condicGes cromatograficas foram otimizadas para a obtencdo de resolucdo
cromatografica adequada, picos simétricos e rapida analise. Em nosso teste preliminar, duas
colunas, uma coluna Ascentis® Express HILIC (4,6 x 100 mm, 2,7 um) e uma coluna Kinetex®
C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um), foram avaliadas para a separagdo dos analitos. A maioria dos
analitos ndo apresentou retencdo (sorcdo) satisfatoria na coluna C18, devido a elevada
polaridade destes compostos, 0s quais foram eluidos préximos ao volume morto da coluna. Ja
a coluna HILIC, com a mesma fase mdvel (acetato de aménio 10 mmol Lt e acetonitrila), em
diferentes proporgdes, apresentou maior capacidade de sor¢do, bem como melhor resolucdo. Os
solventes organicos normalmente utilizados em RPLC, metanol e acetonitrila, também tém sido
utilizados em HILIC. Embora estes apresentem retencdes semelhantes, a acetonitrila, solvente
organico aprotico polar, é mais utilizada em aplicacGes envolvendo a HILIC [199]. A fase

movel constituida de formiato de amonio e acetonitrila também foi avaliada. A fase movel
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contendo solucédo de acetato de amdnio apresentou separagdo cromatografica mais satisfatoria.
Trés diferentes concentragdes molares de acetato de amonio (5 mmol L2, 10 mmol L e 20
mmol L) foram avaliadas. A concentragdo molar de acetato de aménio 10 mmol L™ n3o s6
melhorou a detectabilidade, como também a simetria dos picos. A eluicdo isocratica com a fase
maovel composta por (A) acetato de aménio 10 mmol L e (B) acetonitrila (com 10% de acetato
de amonio 10 mmol L™), na proporcio de 60:40 v/v, foi selecionada. As condicOes
cromatograficas foram estabelecidas para a separacdo dos 10 analitos com tempo total de

analise de 3,0 minutos (Tabela 6 e Figura 9).

Tabela 6 - Transi¢6es dos ions, configuragdes do instrumento e tempos de retencdo para cada
um dos aminoacidos e neurotransmissores estudados

fon ion fon de r
Analito Precursor Produto VC (V) EC (eV) Confirmacado )
(min)
(m/z) (m/z) (m/z)
Glicina 76,0 29,9 20 12 47,9 2,43
Alanina 90,0 44,0 20 10 62,0 2,39
Serina 106,0 60,0 20 10 88,0 2,33
GABA 104,1 87,0 20 12 45,0 2,74
Leucina 132,1 86,0 20 10 44,0 2,33
Triptofano 205,2 188,1 20 12 146,0 2,23
Aspartato 134,1 74,0 20 12 88,0 1,83
Glutamato 148,1 84,0 20 15 102,1 1,76
Metionina 150,0 104,0 20 15 56,0 2,31
Tirosina 182,1 136,1 25 15 91,0 2,21
Padrdes Internos
Metionina-d3 153,1 56,0 20 15 107,1 2,32
Glutamato-d5 153,1 88,0 20 15 89,0 1,77

Voltagem do cone (VC), energia de colisdo (EC) e tempo de retencgéo (tr).

Wu et. al. (2013) avaliaram a influéncia da composi¢do da fase movel em fases
estacionarias zwitterionicas em separacdes HILIC de 14 aminoacidos com concentracdo de
acetonitrila variando de 60 a 90%, com uma concentra¢do constante de acetato de aménio de
10 mmol L. Quando os autores usaram acetonitrila em concentragGes menores que 60%, a
maioria dos aminoacidos apresentaram baixa retencdo. Assim, metionina, leucina e triptofano
eluiram rapidamente, devido a baixa hidrofilicidade. Para altas concentra¢fes de acetonitrila
(>80%), fortes retencdes para todos os aminoacidos foram observadas. Aspartato e glutamato
sdo mais fortemente retidos em altas concentragdes de acetonitrila [200].
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No presente trabalho, utilizando uma coluna de silica, a fase moével com uma
concentracdo de acetonitrila de 40%, resultou em adequada resolugdo cromatografica para 0s
10 aminoacidos e neurotransmissores, para concentracdes superiores a 40% de acetonitrila, 0s

analitos aspartato e glutamato eram mais fortemente retidos, apresentando distor¢des nos picos,

Figura 9.
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Figura 9 - Cromatogramas SRM dos AAs e NTs de um paciente esquizofrénico. Concentracfes
plasmaticas; Glicina: 320,0 nmol mL™, Alanine: 271,9 nmol mL?, GABA: 5,2 nmol mL?,
Serina: 222,9 nmol mL™, Leucina: 226,7 nmol mL™, Aspartato: 13,5 nmol mL™, Metionina:
27,5 nmol mL™?, Glutamato: 28,6 nmol mL™, Triptofano: 147,5 nmol mL™, e Tirosina: 217,1
nmol mL™2.

Os mecanismos de separacdo em HILIC ainda ndo estdo completamente compreendidos.
As interacOes eletrostaticas desempenham um papel importante nesse mecanismo, devido a

cargas residuais, tais como as dos grupos silanois ionizados ou parcialmente ionizados. Estes
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grupos silant6is podem influenciar a separacdo dos analitos polares devido a polaridade
(ligacBes de hidrogénio e dipolo-dipolo) ou as interagdes eletrostaticas com o0s grupos bésicos.

As interacdes dos analitos acidos e basicos com a fase estacionaria podem ser baseadas
nas interacdes hidrofilicas ou eletrostaticas. No entanto, o mecanismo final de separagédo é
muito provavelmente uma sobreposicdo de particdo, interacOes eletrostaticas ou ligacdes de
hidrogénio com a fase estacionéria. Neste trabalho, aminoécidos e neurotransmissores
apresentam polaridades variadas devido aos valores de pKas (Tabela 7). O pH
aproximadamente 5,0 da fase movel utilizada [(acetato de amdnio 10 mmol L e acetonitrila
(com 10% de acetato de aménio 10 mmol L), na proporgdo de 60:40 v/v] influenciou a
ionizacdo dos analitos. Como exemplo, o aspartato e o glutamato apresentam trés valores de
pKas, em pH 5,0, explicando as interacoes eletrostaticas desses analitos com a fase estacionaria.
Este fato, ndo exclui as interacdes de parti¢cdo entre a silica e os analitos presentes, nem as

interacOes de hidrogénio com a agua e com 0s grupos silandis.

Tabela 7 - Valores de pKas dos aminoacidos e neurotransmissores avaliados neste trabalho
Aminoacido/Neurotransmissor  pKal pKa2 pKa3

Glicina 2,34 9,60 -
Alanina 2,34 9,69 -
Serina 2,21 9,15 -
GABA 4,23 10,43 -
Leucina 2,36 9,60 -
Triptofano 2,83 9,39 -
Aspartato 1,88 9,60 3,65
Glutamato 2,19 9,67 4,25
Metionina 2,28 9,21 -
Tirosina 2,20 10,07 9,11

Segundo Buszewski et al. (2012), quando a concentragéo de acetonitrila estiver entre 30
e 70%, a fase adsorvida consiste em pelo menos trés camadas de uma mistura de acetonitrila e
agua. Isto esta de acordo com estudos anteriores que demonstram uma multicamada de agua
adsorvida em silica. O numero de monocamadas adsorvidas de acetonitrila pura foi de cerca de
dois, enquanto que a da agua pura foi cerca de trés [133].

Biomoléculas polares, tais como aminoacidos, nucleotideos e nucleosideos, tipicamente
necessitam de derivatizacao, antes de serem analisadas por RPLC. No modo HILIC, neste caso

usando silica como fase estacionaria, os analitos foram analisados sem a derivatizagéo,
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eliminando esta etapa morosa no preparo de amostras bioldgicas. A HILIC apresenta vantagens,
quando comparada @ NPLC e RPLC. Por exemplo, analisa adequadamente substancias polares
em amostras complexas que geralmente, eluem préximo ao volume morto em colunas RP. Os
analitos polares apresentam alta solubilidade na porcéo aquosa da fase mével (orgénica/solugéo
aquosa) usada em HILIC, superando os problemas de fraca solubilidade nas fases moveis da
NPLC [133].

4.1.3. Principais fragmentacdes dos aminoécidos e neurotransmissores e a deteccdo por
HILIC-MS/MS

Os AAs e NTs avaliados neste estudo compartilham uma caracteristica estrutural comum:
tém uma cadeia lateral de hidrocarboneto ndo polar, e a maioria dos ions de quantificacdo
sofrem uma perda neutra de 46 unidades de massa, atribuido como ions de produtos [M + H —
H.O — COJ". O ion produto [M + H — H,O — CO]" é originario da molécula protonada [M +
H]*; onde o ion Al sofre uma perda neutra de uma molécula de H2O (18 Da), para formar o ion
acilio A2 como um intermediério. Em seguida, o ion acilio A2 sofre uma perda neutra de 28
Da (CO), para dar origem ao ion estavel iminio A3 (Figura 10), como reportado na literatura
[201].
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Figura 10 - Rotas de fragmentacéo para a formagdo de [M + H — H.O — CO]J".
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Por outro lado, ions de quantificagdo de compostos como GABA e triptofano sofrem
perda neutra de 17 Da. Em relacdo ao ion produto [M + H — H2O — CQO]*, os ions produtos
originarios da perda neutra de NH3 séo predominantes no espectro MS/MS desses compostos
[202].

Para 0 glutamato, os ions produtos com m/z 130 [M + H — H,0]*, 102 [M + H — H20 -
COJ]", e84 [M + H - 2H,0 — CO]* sdo observados no espectro MS/MS. O ion produto com m/z
84 é o0 mais intenso, sendo selecionado como ion de quantificacdo [203].

O espectro MS/MS do aspartato apresenta ions produtos com m/z 88 [M + H — H20 -
CO] e m/z 74 [M + H — H20 — C2H20]". Neste caso, o sinal do ion produto com m/z 74 é o
mais intenso no espectro, sendo utilizado como ion de quantificacdo. Todas as transicdes SRM
e 0s parametros utilizados no estudo estdo listados na Tabela 6.

Baseado nos cromatogramas SRM ilustrados na Figura 9, os AAs e NTs apresentaram
tempos de retencdo muito proximos devido & semelhante polaridade. No entanto, essa
proximidade ndo afetou a confiabilidade para a identificacdo e quantificacdo desses analitos,
pois cada substancia foi avaliada separadamente em seu canal especifico SRM, ndo sendo
observados sinais de interferéncia. Além disso, as proteinas (compostos enddgenos) da matriz
biolégica (amostras de plasma) ndo apresentaram sinal analitico nas transicbes SRM
selecionadas.
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4.1.4. Validacdo analitica

4.1.4.1. Seletividade

As coelui¢des dos analitos observadas nos cromatogramas SRM (Figura 9), devido as

semelhancas estruturais destas substancias, nao interferiram na identificacdo e quantificacdo
dos mesmos, ja que foram utilizadas transicdes especificas para cada analito. Nas analises das
amostras de plasma néo foram identificados interferentes para estas transi¢cdes sendo, portanto

este método considerado seletivo.

4.1.4.2. Linearidade e limite de quantificacao

O método HILIC-MS/MS apresentou faixas lineares de trabalho (FLT) que variaram do
LIQ (9,7 pmol mL* - 13,3 nmol mL?) ao LSQ (19,4 nmol mL? - 800 nmol mL™), com
coeficientes de determinacdo de 0,9998 para a maioria dos analitos. As curvas analiticas (n=5)
apresentaram CVs menores que 10%. A linearidade do método também foi comprovada pelo
test Lack of Fit (Tabela 8).

Tabela 8 - Faixas lineares de trabalho (FLT), equacfes de regressdo linear, coeficientes de
determinacdo, Lack of Fit com nivel de significancia de 0,05%, LIQs e padrdo interno utilizado

para cada um dos aminoacidos e neurotransmissores

Analito FLT Equacao de Lack of Fit LIQ Padréo

(nmol mL?) Regressao P (nmol mL1) Interno
Glicina 13,3-800 y=0,0005x + 0,0002 0,9968 0,203 13,3 Glutamato-d5
Alanina 11,2-700  y=0,0068x - 0,0027  0,9996 0,661 11,2 Glutamato-d5
GABA 9,7a-19,4 y=0,0009x + 0,0035 0,9998 0,764 9,7a Metionina-d3
Serina 9,5-600 y =0,0082x - 0,0021  0,9982 0,314 9,5 Glutamato-d5
Leucina 7,6 - 500 y =0,0471x - 0,0194  0,9998 0,979 7,6 Glutamato-d5
Aspartato 7,5-500 y =0,0083x - 0,0033  0,9998 0,978 7,5 Glutamato-d5
Metionina 6,7 - 400 y = 0,0446x - 0,0123  0,9998 0,942 6,7 Metionina-d3
Glutamato 6,8 - 400 y =0,0432x - 0,0187  0,9998 0,953 6,8 Glutamato-d5
Triptofano 4,9 - 300 y =0,0478x - 0,0121  0,9998 0,959 4,9 Glutamato-d5
Tirosina 5,5 - 300 y =0,0185x - 0,004  0,9998 0,995 5,5 Glutamato-d5

p: p-valor; a: pmol mL™,
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4.1.4.3. Exatiddo e precisao

A Tabela 9 apresenta os valores de exatiddo intra e interensaio avaliados entre 0 LIQ e 0
LSQ. Os valores de EPR variaram de -18,9 a 19,1% (intra-ensaio) e de -11,2 a 16,2%,
(interensaio). A precisdo intra e interensaio apresentou valores de CV na faixa de 0,1 a 16,2%
(intra-ensaio) e de 0,1 a 13,0% (interensaio), estando em congruéncia com os valores

preconizados pela ANVISA.

Tabela 9 - Exatiddo (%EPR) e precisdo (%CV) intra ¢ interensaio do método HILIC-MS/MS
para a determinag¢do de aminoacidos e neurotransmissores em amostras de plasma

Concentragéo Exatidédo Precisio
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(nmol mL™1) (YEPR) n=5 (%CV) n=5

13,3a -18,9 -11,2 16,2 12,6
40,0b -1,3 2,0 6,6 10,5

Glicina 300,0c -0,1 -0,1 1,1 15
700,0d 0,3 0,2 0,2 1,1

800,0e -2,8 1,7 6,9 7,7

11,2a 19,1 16,2 6,4 7,6

33,7b 3,5 6,5 1,9 4,2

Alanina 300,0c 0,6 1,4 1,2 1,8
600,0d 0,5 0,1 0,2 1,2

700,0e -0,4 -0,2 4.6 4.8

9,5a 8,1 6,0 3,8 3,1

28,6b 8,2 51 0,6 8,5

Serina 200,0c 1,2 0,8 1,1 2,3
500,0d 1,6 0,6 1,5 3,3

600,0e -0,3 2,1 4,4 4,1

0,0097a 11,8 11,1 14,9 9,8

0,029b 5,8 53 4,8 10,3

GABA 2,0c 0,5 0,6 0,1 0,1
16,8d 0,1 0,1 0,1 0,2

19,4e 0,1 0,1 0,2 0,2

7,6a 16,3 9,0 10,1 8,2

22,9b 59 6,1 3,4 7,5

Leucina 200,0c -0,2 -0,3 0,1 1,6
400,0d 0,5 0,3 1,0 1,0

500,0e 0,3 0,3 4,0 7,5

Continua...
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Continuacao da Tabela 9

Concentragéo Exatidao Precisao
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(nmol mL™1) (%0EPR) n=5 (%CV) n=5
7,5a 16,3 11,9 10,2 13,0
22,6b -1,5 -0,3 7,2 9,0
Aspartato 200,0c 1,3 1,2 2,6 2,9
400,0d 0,5 0,8 1,3 1,7
500,0e 1,5 0,1 1,7 STl
6,7a 13,3 11,0 3,9 4,0
20,1b 9,9 6,9 0,6 8,2
Metionina 200,0c 0,2 0,4 2,5 2,2
300,0d 0,3 0,1 0,1 0,6
400,0e -0,1 0,4 2,1 3,2
6,8a 12,7 5,7 9,6 3,9
20,4b 0,2 4.4 3,1 6,0
Glutamato 200,0c 0,2 0,1 15 3,0
300,0d -0,2 -0,2 0,9 14
400,0e 2,4 0,5 1,3 55
4.9a 11,0 8,6 4,0 3,9
14,7b 4,2 3,1 4,7 8,3
Triptofano 100,0c 0,2 -0,1 1,4 2,0
200,0d 0,1 0,2 0,3 0,5
300,0e 1,0 0,6 0,6 4,5
5,5a 11,2 6,0 10,1 51
16,6b 2,7 1,9 7,6 9,0
Tirosina 100,0c 0,8 0,6 14 2,3
200,0d -0,4 0,4 1,4 15
300,0e 2,5 0,5 4,6 8,7

a: LIQ, b: COB, ¢c:CQM, d: CQA e e: LSQ.

4.1.4.4. Efeito residual e efeito de matriz

O sinal analitico, nas amostras de plasma branco injetadas ap6s as analises do calibrador
LSQ, néo foi superior a 20% dos sinais dos analitos nas concentragdes do LIQ, e inferiores a
5% do sinal do padrao interno.

Em razdo do preparo da amostra de plasma (PPT) descrito e o processo de ionizacdo por
ESI, ndo observamos supressao idnica. Nenhuma distor¢ao significativa nos cromatogramas
SRM foi evidenciada nos tempos de retengdo de cada analito e padrao. Os CVs dos fatores de
matriz normalizados calculados a partir dos cinco lotes de matriz ndo foram maiores do que

15% (Tabela 10).
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Tabela 10 - Fatores de matriz normalizados (FMN) para as amostras de plasma de controle de
qualidade baixo (QCB) e alto (QCA) enriquecidas com 0s aminoacido e neurotransmissores

Analito  CQS Adicionados EMN

(nmol mL™Y) (%CV) n=3
Glicina 40,0a 14.1
700,0b 6.6
Alanina 33,7a 11.8
600,0b 73
Serina 28,6a 13,9
500,0b 43
0,029a 47
CABA 16,8 o
Leucina 22,92 9.6
400,0b 11
22.6a 20
Aspartato 400,00 20
. 20,1a 57
Metionina 30000 o
20,4a 55
Glutamato 300,00 o
] 14,7a 2.4
Triptofano 500.0b 24
Tirosina 16,6a 6.9
200,0b 1.1

a: CQOB; b: CQA.

4.1.5. Avaliacdo do método HILIC-MS/MS utilizando amostras de plasma de pacientes

esquizofrénicos

O método HILIC-MS/MS foi aplicado para avaliar o tratamento de pacientes
esquizofrénicos. As concentracdes de AAs e NTs de amostras de plasma de 35 pacientes
esquizofrénicos em tratamento com clozapina (27 pacientes) e olanzapina (8 pacientes) foram
comparadas com as concentragcdes plasmaéticas de 38 voluntarios saudaveis (Tabela 11). A
maioria destes pacientes esquizofrénicos apresentou niveis plasmaticos mais elevados de
clozapina (0,2 - 1,5 ug mL™) e olanzapina (0,003 - 0,04 ug mL™?) do que os estabelecidos para
o intervalo terapéutico [204]. Os niveis plasmaticos destes farmacos foram determinados
através da metodologia LC-MS/MS descrita no item 3.2 para fins de monitorizag&o terapéutica.
As concentracgdes de AAs e NTs determinadas em amostras de plasma de voluntarios saudaveis

estdo de acordo com valores descritos na literatura [205, 206].
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Tabela 11 - Comparacdo das concentracfes plasmaticas dos aminoacidos e neurotransmissores
(nmol mL™) entre pacientes esquizofrénicos e voluntarios saudaveis (controle)

Média

Desvio

Erro

Analito Grupo N (hmol mLY)  Padrdo  Padrio F210 P
Clozapina 27 200,93 77,12 14,84

Glicina Olanzapina 8 191,23 58,71 20,75 0,079 0,924
Controle 38 204,29 94,37 15,30
Clozapina 27 264,91 36,54 7,03

Alanina Olanzapina 8 270,09 29,09 10,28 0,328 0,722
Controle 38 260,91 28,12 4,56
Clozapina 27 4,61 3,80 0,73

GABA Olanzapina 8 3,96 1,85 0,65 0,272 0,763
Controle 38 5,00 4,04 0,65
Clozapina 27 150,51 57,51 11,06

Serina Olanzapina 8 172,44 57,32 20,26 0,747 0,477
Controle 38 145,77 54,80 8,89
Clozapina 27 161,62 57,75 11,11

Leucina Olanzapina 8 158,05 38,49 13,61 0,055 0,946
Controle 38 164,60 56,68 9,19
Clozapina 27 8,05 4,31 0,83

Aspartato Olanzapina 8 9,51 5,53 1,95 0,284 0,754
Controle 38 8,68 5,51 0,89
Clozapina 27 32,34 10,72 2,06

Metionina  Olanzapina 8 42,52 15,80 5,58 3,144 0,049
Controle 38 32,39 9,63 1,56
Clozapina 27 34,59 13,07 2,51

Glutamato  Olanzapina 8 29,99 16,16 571 2,495 0,090
Controle 38 27,71 10,67 1,73
Clozapina 27 46,85 14,27 2,74

Triptofano  Olanzapina 8 51,29 14,74 521 1,171 0,316
Controle 38 53,03 17,49 2,83
Clozapina 27 57,54 13,72 2,64

Tirosina Olanzapina 8 52,44 15,56 5,50 0,366 0,695
Controle 38 57,04 16,07 2,60

n: numero de amostras; F: F-calculado; p: p-valor com nivel de significancia de 0,05.

A andlise de variancia (ANOVA), seguida por teste post-hoc de Duncan, revelou que 0s

niveis médios plasmaticos (nmol mL™?) de metionina (F270 = 3,14, p = 0,049) de pacientes
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esquizofrénicos em tratamento com olanzapina foram significativamente mais elevados,
quando comparados aos valores obtidos com o grupo controle (voluntérios saudaveis), ja o nivel
de glutamato em pacientes esquizofrénicos em tratamento com clozapina tendem a ser mais
elevados (F2.70 = 2,50, p = 0,090), Tabela 11.

Estas alteracbes, sdo também, provavelmente, resultantes de interagBes entre estes
antipsicéticos com medicamentos co-administrados (antidepressivos, anticonvulsivantes e
ansioliticos), principalmente no caso da clozapina. No entanto, é necessario avaliar um maior
numero de individuos de cada grupo.

Em concordancia com a literatura, apds administracdo cronica de clozapina, os niveis de
glutamato foram significativamente menores do que os determinados no pré-tratamento, e,

significativamente maiores do que os encontrados nos controles saudaveis [47].
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4.2. Determinacdo de farmacos em amostras de plasma empregando a técnica de
PPT/LC/MS-MS

4.2.1. Otimizagdo e desenvolvimento da metodologia PPT/LC-MS/MS

A etapa do preparo das amostras de plasma (precipitacdo de proteinas), antes da analise
por LC-MS/MS, proporcionou a remocdo de grande parte dos componentes enddgenos,
principamente as proteinas. Este procedimento minimizou o efeito da matriz (supressdo ou
aumento do sinal dos ions) e possiveis danos a coluna cromatogréfica, como a adsorcdo de
proteinas.

Neste trabalho, os analitos foram detectados inicialmente no modo full-scan com
ionizacdo nos modos positivo e negativo. As moléculas protonadas [M + H]™ dos analitos alvo
foram submetidos a dissociacdo induzida por colisdo (CID). Todos os farmacos avaliados
apresentam carater basico, consequentemente, o0 modo de ionizacdo positivo apresentou a
melhor resposta analitica. Para selecionar a melhor transicdo MS/MS para cada analito, foram
realizadas infusdes diretas para cada analito e avaliados pelo menos dois pares de ions
precursor/produto. Com base na detectabilidade e especificidade, os pares de ions foram
selecionados para a determinag&o dos farmacos (Tabela 12).

Para a obtencdo de resolucdo cromatografica adequada, rapido tempo de anélise e picos
simétricos, a composicdo da fase mdvel, a fase estacionaria da coluna e elui¢do por gradiente
foram otimizadas. Um teste preliminar envolveu duas colunas, uma coluna XSelect Charged
Surface Hybrid (CSH) C18 XP (2,1x 100 mm, 2,5 um) e uma coluna Kinetex® C18 (2,1 x 100
mm, 1,7 pm). Ambas as colunas C18 separaram a maioria dos analitos, mas a XSelect
apresentou a resolugdo cromatografica adequada. Os aditivos de fase movel, acetato e formiato
de amdnio, também foram avaliados. A adicéo de acetato de amonio favoreceu tanto a simetria
do pico quanto a resolucao dos farmacos. Ja a adi¢ao de baixas concentragdes de acido férmico
(0,1%) favoreceu a detectabilidade e simetria dos picos. Considerando a solubilidade do acetato
de amdnio na acetonitrila e sua influéncia na detectabilidade, a fase mével: (A) solucéo de
acetato de amonio 5 mmol L (com 0,1% de &cido formico) e (B) acetonitrila mostrou-se como
a melhor condicdo, onde foi possivel separar os dezesseis farmacos em 8,0 min (Tabela 12 e
Figura 11).
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Tabela 12 - Transi¢des dos ions, configurac@es do instrumento e tempos de retencdo para cada
um dos farmacos estudados para 0 método PPT/LC-MS/MS

lon fon fon de

Analito Precursor Produto VC (V) EC (eV) Confirmacgao t_r

(m/2) (m/2) (miz)  (min)
Haloperidol 376,1 123,0 40 45 165,0 5,23
Olanzapina 313,3 84,1 45 20 256,2 1,49
Clonazepam 316,0 270,1 50 25 214,1 6,38
Mirtazapina 266,2 72,1 40 20 195,0 3,25
Paroxetina 330,2 70,0 50 25 192,2 5,49
Citalopram 325,3 109,1 45 25 262,0 5,01
Sertralina 306,2 159,0 25 30 275,1 6,25
Clorpromazina 319,2 86,1 40 20 58,1 6,23
Imipramina 281,2 86,0 30 15 57,9 5,68
Clomipramina 315,2 86,0 35 15 57,9 6,45
Quetiapina 384,3 253,2 45 20 221,0 4,84
Diazepam 285,1 193,1 50 35 154,2 7,64
Fluoxetina 310,1 43,9 25 10 148,2 6,16
Clozapina 327,2 192,2 40 40 270,2 4,62
Carbamazepina 237,1 194,1 35 20 - 5,78
Lamotrigina 256,1 58,0 55 40 1449 2,99

Padrdes Internos

Haloperidol-d4 380,2 127,1 45 45 169,1 5,21
Clonazepam-d4 320,1 274,1 50 30 218,1 6,36
Paroxetina-d6 336,2 76,1 30 35 198,2 5,48
Citalopram-d6 331,2 108,9 35 25 262,1 5,01
Sertralina-d3 309,1 159,0 20 25 275,0 6,25
Imipramina-d3 284,3 89,0 35 15 208,2 5,69
Clomipramina-d3 318,2 89,0 40 20 60,9 6,44
Quetiapina-d8 392,3 258,1 50 30 286,1 4,80
Diazepam-d5 290,1 198,1 55 30 153,9 7,59
Fluoxetina-d6 316,2 44,1 25 15 154,1 6,13
Clozapina-d4 331,2 192,2 50 50 272,4 4,58
Carbamazepina-d10 247,2 204,1 35 20 - 5,72

Voltagem do cone (VC), energia de colisdo (EC) e tempo de retengdo (tr).
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Figura 11 - Cromatogramas LC-MS/MS das amostras de plasma branco (sobrescrlto na esquerda) e amostras de plasma ennqueudas com os farmacos
nas concentragdes do LIQ.
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4.2.2. Validacdo analitica

4.2.2.1. Seletividade

A seletividade do método PPT/LC-MS/MS (modo SRM) foi comprovada pelos
cromatogramas de amostra de plasma branco, e desta enriquecida com os farmacos em
concentragdes correspondentes ao LIQ (Figura 11). Nestes cromatogramas ndo foram
observadas coeluic¢des de interferentes nos tempos de retencdo dos analitos.

4.2.2.2. Linearidade e limite de quantificacao

O método PPT/LC-MS/MS apresentou resposta linear entre o limite inferior de
quantificacdo (0,2 ng mL™ - 5,0 ng mL™?) e o limite superior de quantificacdo (40,5 ng mL™? -
10,5 pug mL1), com coeficiente de determinagéo superior a 0,9979 e coeficientes de variaco
dos calibradores menores que 12%. As faixas lineares de trabalho foram estabelecidas com base
nos intervalos terapéuticos preconizados. A linearidade do método foi também comprovada
pelo Lack of Fit com p-valor maior que 0,801 (Tabela 13). A Tabela 13 apresenta as faixas
lineares de trabalho, coeficientes de determinacio (R?), LIQ, valores de p para o Lack of Fit e
padrdo interno utilizado para cada farmaco.

4.2.2.3. Exatiddo e precisao

A Tabela 14 ilustra a exatiddo e a precisao intra e interensaio do método, avaliado entre
0 LIQ e 0 LSQ. A exatiddo apresentou valores de EPR variando de -9,7 a 8,0% (exatiddo intra-
ensaio) e de -9,1 a 7,9% (exatidao interensaio). A precisdo do método estabeleceu valores de
CV variando de 0,1 a 11,9% (precisao intra-ensaio) e 0,1 a 10,4% (preciséo interensaio) (Tabela
14).
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Tabela 13 - Faixas lineares de trabalho (FLT), equac6es de regresséo linear, coeficientes de determinacéo com Lack of Fit com nivel de significancia
de 0,05%, LIQs e padrdo interno utilizado para cada um dos farmacos para 0 método PPT/LC-MS/MS

Analito FLT 4 Equa(;ao~de Lack of Fit LIQ 1 Padréo Interno
(ng mL™) Regressao P (ng mL?)
Haloperidol 0,2-40,5 y=0,0750x + 0,0168  0,9989 0,975 0,2 Haloperidol-d4
Olanzapina 0,2-40,5 y=0,0258x + 0,0293  0,9999 0,932 0,2 Haloperidol-d4
Clonazepam 2,5-155,0 y=0,0205x + 0,2265  0,9995 0,923 2.5 Clonazepam-d4
Mirtazapina 0,5-155,0 y=0,2787x + 1,8921  0,9989 0,975 0,5 Clonazepam-d4
Paroxetina 0,5-155,0 y=0,0206x + 0,0012  0,9990 0,801 0,5 Paroxetina-d6
Citalopram 2,5-405,0 y=0,0009x + 0,0124  0,9979 0,905 2,5 Citalopram-d6
Sertralina 2,5-405,0 y=0,0067x + 0,0172  0,9999 0,865 2,5 Sertralina-d3
Clorpromazina 0,5-360,0 y=0,0047x + 0,0155  0,9982 0,942 0,5 Imipramina-d3
Imipramina 0,5-360,0 y=0,0040x + 0,1600  0,9987 0,921 0,5 Imipramina-d3
Clomipramina 0,5-510,0 y=0,0050x + 0,0194  0,9988 0,893 0,5 Clomipramina-d3
Quetiapina 0,5-510,0 y=0,0082x + 0,6111  0,9992 0,915 0,5 Quetiapina-d8
Diazepam 2,5-1050,0 y=0,0016x + 0,2173  0,9994 0,973 2,5 Diazepam-d5
Fluoxetina 2,5-1050,0 y=0,0025x + 0,0974  0,9987 0,939 2,5 Fluoxetina-d6
Clozapina 1,5-1550,0 y=0,0012x + 0,3043  0,9998 0,908 1,5 Clozapina-d4
Carbamazepina  0,5-10500,0 y=0,0002x + 0,1902  0,9998 0,986 0,5 Carbamazepina-d10
Lamotrigina 5,0-10500,0 y=2E-05x + 0,0249  0,9999 0,963 5,0 Carbamazepina-d10

p: p-valor com nivel de significancia de 0,05.
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Tabela 14 - Exatid@o (%EPR) e precisdao (%CV) intra ¢ interensaio para o método PPT/LC-MS/MS
Concentracéo Exatidéo Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) %EPR) n=5 %CV) n=5

0,2a 51 7,4 2,0 2,2
0,5b 7,8 5,7 2,7 3,3
Olanzapina 20,5¢ -0,2 -0,1 4,3 3,7
32,5d -0,1 0,3 2,5 2,3

0,5a -3,5 -3,7 0,2 0,2

1,5b -4,2 -4,3 0,6 0,4

Mirtazapina 80,0c 7,1 6,7 51 4,5
125,0d -1,2 -1,3 0,1 0,2

Continua...
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Continuacdo da Tabela 14
Concentracéo Exatidéo Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) %EPR) n=5 %CV) n=5

2,5a -6,6 -6,6 1,7 1,7

5,0b -3,2 -3,2 4.4 45

Sertralina 205,0c 3,3 2,4 9,7 8,8
325,0d -0,6 -0,1 10,4 9,0

0,5a 5,0 4,7 0,9 0,8

1,5b 0,5 0,6 1,1 1,1

Imipramina 185,0c 3,8 3,6 1,4 1,2
290,0d -3,2 -2,8 6,6 58

Continua...
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Continuacdo da Tabela 14
Concentracéo Exatidéo Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) %EPR) n=5 %CV) n=5

2,5a 3,2 2,8 2,6 2,6

5,0b -5,7 -5,5 1,5 1,9

Diazepam 550,0c -1,7 -1,9 3,1 2,7
850,0d -0,8 -1,0 54 47

1,5a -3,4 -3,4 1,3 1,2

4,5b 0,1 -1,5 2,0 3,0

Clozapina 850,0c -2,7 -3,0 2,6 2,3
1270,0d -4,1 -3,8 3,2 2,9

Continua...
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Continuacao da Tabela 14

Concentragéo Exatidao Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) (%EPR) n=5 (%CV) n=5
5,0a 3,2 51 1,8 1,3
15,0b 3,3 3,3 0,8 0,7
Lamotrigina 5500,0c -0,1 -0,4 0,8 0,8
8500,0d 0,7 0,7 0,2 0,2
10500,0e 0,5 0,5 0,1 0,1

a: LI1Q, b: CQB, c:CQM, d: CQA e e: LSQ.

4.2.2.4. Efeito residual e efeito de matriz

O sinal analitico, nas amostras de plasma branco injetadas ap6s as andlises do calibrador
LSQ, néo foi superior a 0,5% dos sinais dos analitos nas concentra¢fes do LIQ, e inferiores a
0,1% do sinal do padréo interno.

Nenhuma distor¢ao significativa nos cromatogramas SRM foi evidenciada nos tempos de
reten¢do de cada analito e padrio. Os CVs dos fatores de matriz normalizados calculados a

partir dos cinco lotes de matriz ndo foram maiores do que 12,2%. (Tabela 15).
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Tabela 15 - Fatores de matriz normalizados (FMN) para as amostras de controle de qualidade
baixo (QCB) e alto (QCA) para cada farmaco no método PPT/LC-MS/MS

Analito CQs Adicionados FMN
(ng mL1) (%CV) n=3
. 0,5a 3,5
Haloperidol 32,50 9.6
Olanzapina 0,52 8,6
32,5b 6,4
Clonazepam >.0a 6.8
125,0b 10,6
Mirtazapina 1.5 6
125,0b 6,0
Paroxetina 152 6.2
125,0b 8,6
Citalopram >.0a 2.0
325,0b 59
Sertralina >.0a >8
325,0b 12,2
Clorpromazina 152 10,3
290,0b 8,8
Imipramina 152 6.9
290,0b 4,9
Clomipramina 15a 6.4
410,0b 7,9
Quetiapina 152 212
410,0b 3,2
Diazepam >.0a 40
850,0b 6,5
Fluoxetina 502 712
850,0b 9,6
Clozapina 4,58 41
1270,0b 2,7
Carbamazepina 1.5 33
8500,0b 4,7
Lamotrigina 15,0a 32
8500,0b 55

a: CQB; b: CQA.
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4.2.3. Avaliacdo do método PPT/LC-MS/MS nas analises de amostras de plasma de
pacientes esquizofrénicos

A Tabela 16 apresenta as concentracfes plasmaticas dos farmacos avaliados em amostras
de plasma de 51 pacientes esquizofrénicos atendidos no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo. A Figura 12 ilustra os cromatogramas das amostras de plasma
de pacientes submetidos a politerapia com sertralina, clozapina, e lamotrigina. Muitos dos
pacientes avaliados apresentaram concentra¢@es plasmaticas fora do intervalo terapéutico, em
razdo das interacGes farmacocinéticas entre os medicamentos prescritos no tratamento da

esquizofrenia.

Tabela 16 - Niveis plasmaticos dos farmacos avaliados em amostras de pacientes
esquizofrénicos para 0 método PPT/LC-MS/MS

Intervalo . Niveis .
) Ao Niveis Recomendados - Numero de
Farmacos Terapéutico Plasmaticos .
1 para TDM? 1 Pacientes
(ng mL™) (ng mL?)
Haloperidol 1-10 1 1 1
Olanzapina 20-80 1 3-40 11
Citalopram 50-110 2 18-149 3
Sertralina 10-150 2 11-53 7
Imipramina 175-300 1 240 1
Clomipramina 230-450 1 14-402 2
Fluoxetina 120-500 2 99-742 3
Clozapina 350-600 1 204-1507 35
Lamotrigina 3000-14000 2 1136-5666 6

2. De acordo com Hiemke et al. [204].
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Figura 12 - Cromatogramas SRM (método PPT/LC-MS/MS) de amostra de plasma de um
paciente esquizofrénico. Concentragbes plasmaticas: sertralina: 28,0 ng mL™; clozapina:
1152,0 ng mL"%e lamotrigina: 5666,0 ng mL™.

A monitorizacdo terapéutica € uma importante ferramenta para ajustar as doses dos
medicamentos prescritos e consequentemente aumentar a eficacia do tratamento e diminuir os
efeitos adversos. Pacientes em terapia com a mesma dose de um medicamento podem
apresentar diferentes concentragbes plasmaticas do farmaco (principio ativo), devido as
distintas capacidades de absorcdo, distribui¢do, metabolizacdo e excrecao interpacientes. Além
das peculiaridades genéticas, doencas concomitantes, idade ou interagdes com outros farmacos
administrados. Os pacientes avaliados neste estudo receberam diferentes doses dos
medicamentos, especialmente os antipsicaticos. Este fato também contribuiu para as diferentes

concentracdes plasmaticas determinadas.
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A TDM avalia se as cocentragdes plasmaticas determinadas contemplam o intervalo
terapéutico preconizado, avalia a adesédo do paciente ao tratamento, a biotransformagéo do
farmaco e interacdes medicamentosas [204].

Considerando os antipsicoticos, dentre 0s onze pacientes em tratamento com olanzapina,
cinco apresentaram niveis plasmaticos abaixo do intervalo terapéutico. Para aqueles tratados
com clozapina (35 pacientes), cinco deles apresentaram niveis subterapéuticos, e vinte e quatro,
niveis considerados toxicos (overdose). Para o paciente em tratamento com haloperidol, a
concentracdo plasmatica determinada estd em concordancia com o intervalo terapéutico
preconizado (Tabela 16).

Para os antidepressivos, um dos dois pacientes em tratamento com clomipramina,
apresentou nivel plasmatico abaixo do intervalo terapéutico, e o outro, nivel normal. Dentre 0s
trés pacientes em terapia com fluoxetina, um apresentou concentracdo plasmatica em nivel
subterapéutico, e dois, niveis normais. Para 0s sete pacientes em tratamento com sertralina,
todos apresentaram niveis plasmaticos dentro do intervalo terapéutico. Porém, aqueles em
tratamento com imipramina (um paciente), e citalopram (um paciente) apresentaram seus niveis
plasmaticos em concordancia com o intervalo terapéutico preconizado.

Para o anticonvulsivante lamotrigina, trés dentre os seis pacientes em tratamento com este

farmaco apresentaram niveis plasmaticos abaixo do intervalo terapéutico preconizado [204].
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4.3. Determinacgdo de farmacos em amostras de plasma empregando a técnica de LC-MS/MS

no modo column switching

Com base nos parametros otimizados no método PPT/LC-MS/MS (Tabela 12), foram
utilizados os mesmos valores de m/z (ion precursor, ion produto e ion de confirmacéo),
voltagem do cone (VC) e energia de colisdo (EC) no presente método. J& os tempos de retencao
dos analitos foram diferentes, devido a etapa de pré-concentracdo no capilar monolitico (Tabela
17).

Tabela 17 - Tempos de retencdo para cada um dos farmacos estudados para 0 métodoL.C-
MS/MS no modo column switching

. tr

Analito (min)
Haloperidol 8,56
Olanzapina 7,40
Clonazepam 9,23
Mirtazapina 7,51
Paroxetina 8,64
Citalopram 8,44
Sertralina 9,01
Clorpromazina 9,01
Imipramina 8,77
Clomipramina 9,11
Quetiapina 8,37
Diazepam 9,89
Fluoxetina 8,95
Clozapina 8,29
Carbamazepina 8,94
Lamotrigina 7,47

Padroes Internos

Haloperidol-d4 8,54
Clonazepam-d4 9,22
Paroxetina-d6 8,63
Citalopram-d6 8,44
Sertralina-d3 9,00
Imipramina-d3 8,77
Clomipramina-d3 9,11
Quetiapina-d8 8,36
Diazepam-d5 9,87
Fluoxetina-d6 8,94
Clozapina-d4 8,27

Carbamazepina-d10 8,90

Tempo de retencao (tr).
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4.3.1. Caracterizacdo morfoldgica e espectroscopica do capilar monolitico hibrido cianopropil

O pré-tratamento do capilar de silica fundida é uma etapa importante a ser realizada, afim
de se aumentar a concentracdo de grupos silandis na superficie interior, uma vez que estes
grupos sdo sitios ativos durante a sintese pelo processo sol-gel [207].

A Figura 13 ilustra as imagens MEV da secdo transversal do capilar sintetizado nas
condicdes otimizadas descritas anteriormente em 200x e 30.000x de ampliacdo. A estrutura do
monolito (polimerizacdo in-situ) permaneceu confinada no interior do capilar, ou seja,
quimicamente ligada (ligacdo covalente) a superficie interna (Figura 13). Na sintese in-situ o
bloco monolitico é quimicamente ligado a parede interna do capilar por meio de ligagdes
siloxano. Uma das grandes vantagens desse tipo de sintese é que dispensa o uso de filtros nas
extremidades do capilar, contribuindo para a reducdo da pressdo no sistema analitico e
eliminacdo de um meio propicio para a sor¢cdo de componentes endégenos da amostra bioldgica
[187, 208]. Foi possivel reutilizar o capilar desenvolvido mais de cem vezes, sem alteracfes
significativas na sua capacidade de sorcdo. Esta reutilizacdo indicou que esta fase era robusta.
Os fatores de enriquecimento obtidos com o capilar monolitico cianopropil foram pelo menos
dez vezes maiores que os fatores de enriquecimento obtidos com injecOes diretas da solugéo

padréo.

Figura 13 - Imagens de microscopia eletronica de varredura da secdo transversal do capilar
monolitico hibrido de silica com grupos cianopropil incorporados.

A Figura 14.a) representa o espectro de FTIR do capilar monolitico de silica pura
sintetizado a partir de TEOS, e a Figura 14.b) o monolito sintetizado a partir de TEOS e CN-
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TEOS, onde é possivel perceber em comum as principais bandas dos modos vibracionais da
silica: 800 cm™ atribuida ao estiramento simétrico da ligagdo Si-O-Si, 1100 cm™ atribuida o
estiramento assimétrico e a banda larga em 3500 cm™ atribuida aos grupos OH, respectivamente
[209, 210]. O alargamento desta ultima banda, associada a presenca da banda em ~1630 cm
revela a presenca de 4gua adsorvida no material [211]. A adsorcao de &gua em materiais a base
de silica € um processo bastante comum, pois a presenca de grupos silandis residuais torna a
superficie bastante hidrofilica. Na auséncia desta agua adsorvida seria esperado uma banda
bastante fina em ~3740 cm™, correspondente aos grupos silanois isolados. A banda em 960 cm-
! também ¢ atribuida a vibragdo de Si-OH. A banda em ~2925 cm™, no espectro da silica pura
(Figura 14.a), é referente a vibracdo C-H, que pode ser proveniente de residuos de &lcool ou
agente porogénico remanescentes na estrutura monolitica. As bandas em 1341 e ~2960 cm™
sdo devidas ao estiramento —CH,— do grupo cianopropil [210, 212]. A banda em 2259 cm™,
relacionada ao estiramento -CN, confirmou com sucesso a incorporagdo dos mondmeros
cianopropiltrietoxisilano na estrutura do monolito [213].

A area superficial especifica e os volumes dos poros obtidos pelos experimentos de
adsorcdo-dessorcdo de nitrogénio para o capilar monolitico de silica hibrida com grupos
cianopropil incorporados foram 15 m? g e 3,37 cm® g%, respectivamente. Este capilar
comparado ao capilar monolitico com grupos cianoetil reportados por Zheng et al [161]
apresentou menor area superficial especifica e maiores volumes dos poros. A retencdo dos
analitos no sorvente monolitico se deve principalmente a interagdes intermoleculares que
ocorrem entre as moléculas alvo e os grupos funcionais incorporados a estrutura de silica.
Entretanto, parametros fisicos estruturais da fase sorvente, tais como os volumes dos poros e
area superficial especifica, podem influenciar neste processo de extragdo. O primeiro parametro
estd relacionado a permeabilidade e acessibilidade dos mesoporos no material sintetizado,
enguanto que o segundo parametro relaciona-se ao tamanho da superficie disponivel para tais

interacdes.
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Figura 14 - Espectros de infravermelho das fases monoliticas de a) silica pura, b) silica hibrida
com grupos cianopropil incorporados.



RESULTADOS E DISCUSSAO 104

4.3.2. Otimizacdo da etapa de pré-concentracdo dos farmacos na coluna capilar monolitica
com grupos cianopropil incorporados - 1D

Apdbs o simples pré-tratamento das amostras de plasma (precipitacdo de proteinas), 0s
extratos secos foram reconstituidos com solugbes de amoénio predefinidas. Inicialmente,
avaliamos a influéncia do pH da amostra, na pré-concentracdo dos farmacos no capilar
monolitico com grupos cianopropil incorporados. Para este experimento somente o capilar foi
conectado ao espectrometro de massas.

A Figura 15 representa o cromatograma de ions totais (TIC) das diferentes condicdes
testadas para o capilar monolitico com grupos ciano incorporados. Para a solu¢do dos farmacos
em metanol, observou-se baixa retencdo dos analitos na fase monolitica, visto que todos sairam
préximo ao Vo, Figura 15.a). No tempo de 5 min, com a mudanca de posic¢do da valvula do
injetor, a fase mével mudou de agua para acetonitrila, e em 8 minutos observou-se uma banda
cromatografica de baixa intensidade, devido a eluicdo de alguns farmacos sorvidos no capilar.

Em pH 3,0, Figura 15.b), observamos baixa sor¢do dos farmacos na fase cianopropil e
dois picos de elui¢do no inicio do cromatograma. Ja em pH 7,0, Figura 15.c), o tempo de
retencdo dos farmacos no capilar foi maior, mas ainda observamos perda dos analitos na etapa
de pré-concentrago.

Para os farmacos em solucdo tampdo a pH 10,0; Figura 15.d), observamos satisfatéria
sor¢do para a maioria dos farmacos, os quais apresentam valores de pKa acima de 8, Tabela 18.
Desta forma, em pH 10,0 tem-se maior quantidade de espécies parcialmente ionizadas ou ndo
ionizadas, aumentando a interagdo com a fase estacionaria. Nesta condi¢cdo, 0 mecanismo de
sorcdo da fase monolitica com grupos cianopropil incorporados se deve a interagdes do tipo
dipolo-dipolo e dipolo-dipolo induzido entre o grupo ciano e os farmacos [161]. A contribuicdo
da interagdo com os grupos silandis residuais na superficie dos poros também deve ser levada
em consideragao [214].

Alguns farmacos, como lamotrigina, clonazepam, mirtazapina, olanzapina, diazepam e
carbamazepina foram parcialmente eluidos no inicio da pré-concentracéo, no entanto, este fato
ndo influenciou nas etapas de validacdo analitica.

O tempo de pre-concentracdo foi de 5 min sendo, esta condicao (diluigdo da amostra com
solugdo tampdo pH 10,0) selecionada para as etapas posteriores na montagem do sistema

bidimensional.



RESULTADOS E DISCUSSAO 105

a)
0y "0
-
, B2
Q - - - - - e - - - - - Time
b 000 2 00 400 1] B OO 1000 12100 14,00
) ,
100 LR R
055 FRE! SR
T {1842
851
A ¥
& 41153 4 gy '.l.ﬁl:-':-
Iﬂ'%-;,,:'u B 79
L) " \
0 - i < : :
000 200 400 600 B OO 1000 1200 1400
; 053 B
i’ =
i - Fl_!.d:‘.l
' s0s ] 1853
0. 1 ¥
* ) | 2aes
bosr 528128 L3 HLH:x
1
"
| DA N . )
000 ) 200 ' 400 ' 500 ' B0 ' 1000 ' 12100 ' 14.00
d] 1: MRA of 19 Channets ES+
056 TIC
ey a5 a1t 1 356
-jl:l‘d B N335
l ) 11\, 850
-0 BT o 865
079 .
[ J A
L ! P T _/ T 1
000 200 400 600 B D 1000 1200 1400

Figura 15 - Cromatograma de ions totais (TIC) das solucdes padrao de farmacos a 250 ng mL"
! diluidas em: a) metanol; b) pH 3,0 (acetato de aménio/acido formico 5 mmol L); ¢) pH 7,0
(acetato de aménio/hidroxido de aménio 5 mmol L) e d) pH 10,0 (acetato de amonio/hidroxido
de aménio 5 mmol L) pré-concentrados na coluna monolitica com grupos cianopropil
incorporados.

O pré-tratamento da amostra de plasma e a limpeza da fase monolitica ap6s a sor¢do dos
analitos promoveu a remocdo dos compostos enddgenos da amostra de plasma, evitando o

entupimento do capilar e minimizando o efeito de matriz no processo de ionizacao.
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Tabela 18 - Valores de pKas dos farmacos pre-concentrados na coluna monolitica com grupos
cianopropil incorporados

Farmaco pKal pKa2
Olanzapina 7,20 14,20
Lamotrigina 5,87 14,98
Mirtazapina 6,67 -

Clozapina 7,50 -
Quetiapina 7,06 15,12
Citalopram 9,78 -
Haloperidol 8,66 -
Paroxetina 9,77 -

Carbamazepina 13,96 -
Imipramina 9,40 -
Clonazepam 11,89 -
Fluoxetina 9,80 -
Clorpromazina 9,30 -
Sertralina 9,85 -
Clomipramina 9,20 -
Diazepam 9,40 -

4.3.3. Configuracdo do sistema bidimensional com o capilar monolitico com grupos

cianopropil incorporados

As colunas monolitica e analitica foram conectadas na valvula do injetor do sistema
bidimensional e diferentes condicdes de pré-concentracdo (1D), eluicdo dos farmacos e
separagdo cromatogréafica (2D) foram avaliadas para a obtencédo de satisfatdria detectabilidade
analitica, ou seja, determinacdo dos farmacos no intervalo terapéutico.

Dentre as condigdes avaliadas, a pré-concentra¢do dos farmacos ocorreu de 0-5 min com
a valvula de injecdo na Posicéo 1, eluicdo de 5-7 min com a valvula de injecdo na posicdo 2 e
separagdo cromatografica de 7 a 10 min com a vélvula de injecéo na Posigéo 1.

ApOs essa etapa foram feitos testes para melhorar a separacdo cromatogréafica e resposta
analitica. Nesta etapa, o melhor resultado foi obtido com a elui¢cdo por gradiente, como
demonstrado na Tabela 5.

Posteriormente, com os tempos de acoplamento/desacoplamento em linha, composicéo e

proporcOes das fases moveis e gradientes de eluicdo estabelecidos, avaliou-se a sor¢do dos
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analitos nos diferentes valores de pH, Figura 16. O resultado ja anunciado foi confirmado que
a amostra diluida em solucdo tamp&o pH 10 apresentou maior detectabilidade analitica.
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Figura 16 - Influéncia do pH da amostra (solugdo padrédo de 250 ng mL™) na pré-concentragdo
dos a) farmacos e b) padrbes deuterados na fase monolitica hibrida contendo grupos
cianopropil.
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4.3.4. Validacdo analitica

4.3.4.1. Seletividade

A seletividade do método LC-MS/MS no modo column switching (modo SRM) foi
confirmada pelos cromatogramas de uma amostra de plasma branco, e desta enriquecida com
os farmacos em concentracdes correspondentes ao LIQ (Figura 17) onde ndo foram observadas

coeluicBes nos tempos de retencdo dos analitos em estudo.

4.3.4.2. Linearidade e limite de quantificacao

O método LC-MS/MS no modo column switching apresentou resposta linear dentro dos
intervalos de calibracdo adotados. Para todos os analitos estudados, a linearidade variou entre
o limite inferior de quantificagdo (63,0 pg mL™? - 1250,0 pg mL™) e o limite superior de
quantificacdo (40,5 ngmL™ - 10,5 ug mL), com coeficiente de determinago superior a 0,9945
e coeficientes de variacdo dos calibradores menores que 7%. As faixas lineares de trabalho
foram estabelecidas com base nos intervalos terapéuticos preconizados. A linearidade do
método foi também comprovada pelo Lack of Fit (Tabela 19). Os valores de LIQ (Tabela 19)
corresponderam a menor concentracdo determinada com precisdo com CV inferior a 7% e
exatiddo com valores de EPR menores que 14%. A Tabela 4 apresenta as faixas lineares de
trabalho, coeficientes de determinagdo (R?), LIQ, valores de p para o Lack of Fit e padrdo

interno utilizado para cada farmaco.
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Figura 17 - Cromatogramas LC-MS/MS no modo column switching das amostras de plasma branco (sobrescrito na esquerda), e amostras de plasma enriquecidas
com os farmacos nas concentracées do LI1Q.
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Tabela 19 - Faixas lineares de trabalho (FLT), equaces de regressao linear, coeficientes de determinacgéo, Lack of Fit com nivel de significancia de 0,05%,
LIQs e padréo interno utilizado para cada um dos farmacos para o método LC-MS/MS no modo column switching

Analito FLT 4 Equa(;ao~de R? Lack of Fit LIQ 4 Padréo Interno
(ng mL™) Regressao P (ng mL™)
Haloperidol 0,075-40,5 y =0,077x +0,0173  0,9985 0,987 0,075 Haloperidol-d4
Olanzapina 0,075-40.5 y =0,0121x - 0,0003  0,9974 0,965 0,075 Haloperidol-d4
Clonazepam 0,625-155,0 y =0,0227x - 0,013  0,9993 0,953 0,625 Clonazepam-d4
Mirtazapina 0,125-155,0 y=0,6038x + 0,5485 00,9985 0,995 0,125 Clonazepam-d4
Paroxetina 0,250-155,0 y =0,0165x + 0,0036  0,9945 0,901 0,250 Paroxetina-d6
Citalopram 1,250-405,0  y=0,0006x + 0,0006 0,9988 0,979 1,250 Citalopram-d6
Sertralina 0,625-405,0 y =0,0043x + 0,0068 0,9973 0,898 0,625 Sertralina-d3
Clorpromazina 0,125-360,0 y =0,0028x - 0,0049  0,9983 0,922 0,125 Imipramina-d3
Imipramina 0,125-360.0 y =0,0073x + 0,0141  0,9982 0,901 0.125 Imipramina-d3
Clomipramina 0,250-510,0  y=0,0046x + 0,0098 0,9961 0,865 0,250 Clomipramina-d3
Quetiapina 0,125-510,0 y =0,0104x + 0,0142  0,9976 0,805 0,125 Quetiapina-d8
Diazepam 0,313-1050,0 y=0,0021x +0,0367 0,9972 0,923 0,313 Diazepam-d5
Fluoxetina 0,313-1050,0 y =0,003x + 0,027 0,9932 0,956 0,313 Fluoxetina-d6
Clozapina 0,188-1550,0  y=0,0016x + 0,128  0,9966 0,943 0,188 Clozapina-d4
Carbamazepina 0,063-10500,0 y =0,0005x +0,0413 0,9940 0,876 0,063 Carbamazepina-d10
Lamotrigina 1,250-10500,0  y=2E-05x + 5E-05  0,9994 0,995 1,250 Carbamazepina-d10

p: p-valor com nivel de significancia de 0.05.

4.3.4.3. Exatidao e Precisdo

A Tabela 20 ilustra a exatiddo e a precisdo intra e interensaio do método, avaliado entre o LIQ e 0 LSQ. A exatiddo apresentou valores de EPR variando de
-14,0 a 10,7% (exatiddo intra-ensaio) e de -13,7 a 11,8% (exatiddo interensaio). A precisdo do método estabeleceu valores de CV variando de 0,7 a 6,5% (precisao

intra-ensaio) e 0,6 a 6,4% (precisao interensaio) (Tabela 20).
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Tabela 20 - Exatiddo (%EPR) e precisdo (%CV) intra e interensaio para o método LC-MS/MS no modo column switching
Concentracéo Exatidéo Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) %EPR) n=5 %CV) n=5

0,075a 10,4 9,2 4,3 4,5
0,225b -3,0 -3,9 4,7 4,7
Olanzapina 20,5¢ 3,1 42 2,2 3,0
32,5d 4,6 2,9 59 6,4

0,125a -12,9 -11,9 1,5 2,3
0,375b -2,8 -2,0 4,2 4,0
Mirtazapina 80,0c 1,2 2,9 51 5,6
125,0d -3,1 -3,3 6,5 5,6

Continua...

111



RESULTADOS E DISCUSSAO

Continuacdo da Tabela 20
Concentracéo Exatidéo Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) %EPR) n=5 %CV) n=5

0,625a -11,5 -10,7 3,1 3,0
1,875b -8,9 -8,2 1,8 2,1
Sertralina 205,0c -5,5 -4,5 2,9 3,4
325,0d 2,9 2,0 0,8 2,1
405,0e -1,0 -0,7 4.9 4,2

0,125a -6,1 -6,6 3,2 3,0
0,375b -5,2 -5,5 3,0 2,7
Imipramina 185,0c 0,1 0,3 2,0 1,8
290,0d 0,6 0,6 1,7 1,5

Continua...
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Continuacdo da Tabela 20
Concentracéo Exatidéo Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) %EPR) n=5 %CV) n=5

0,313a -11,5 -10,3 2,3 3,0
0,939b 0,7 1,6 3,1 3,3
Diazepam 550,0c -2,2 -1,8 14 1,4
850,0d 2,1 2,1 2,4 2,1

0,188a -4,5 -4,6 3,2 2,8
0,564b -3,6 -2,8 2,2 2,4
Clozapina 850,0c 15 1,8 4,6 4,0
1270,0d 0,8 1,5 3,4 33

Continua...
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Continuacao da Tabela 20

Concentragéo Exatidao Precisdo
Analito adicionada Intra-ensaio Interensaio Intra-ensaio  Interensaio
(ng mL1) (%EPR) n=5 (%CV) n=5
1,250a 3,8 4.8 2,0 2,9
3,750b 10,3 10,1 0,7 0,6
Lamotrigina 5500,0c 9,4 9,1 3,5 3,1
8500,0d 9,7 9,7 2,4 2,1
10500,0e 10,0 9,9 2,7 2,3

a: LI1Q, b: CQB, c:CQM, d: CQA e e: LSQ.

4.3.4.4. Efeito residual e efeito de matriz

O sinal analitico, nas amostras de plasma branco injetadas ap6s as andlises do calibrador
LSQ, néo foi superior a 0,5% dos sinais dos analitos nas concentra¢fes do LIQ, e inferiores a
0,1% do sinal do padréo interno.

Nenhuma distor¢ao significativa nos cromatogramas SRM foi evidenciada nos tempos de
reten¢do de cada analito e padrio. Os CVs dos fatores de matriz normalizados calculados a

partir dos cinco lotes de matriz ndo foram maiores do que 11,8% (Tabela 21).
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Tabela 21 - Fatores de matriz normalizados (FMN) para as amostras de controle de qualidade
baixo (QCB) e alto (QCA) para cada fa&rmaco no método LC-MS/MS no modo column
switching

Analito CQs Adicionados FMN
(ng mL1) (%CV) n=3

. 0,225a 2,9

Haloperidol 32,50 29

Olanzapina 0,225a 79

32,5b 11,8

Clonazepam 18752 7

125,0b 3,4

Mirtazapina 0,375a 6.3

125,0b 6,0

Paroxetina 0.750a 6.

125,0b 15

Citalopram 3,750a 43

325,0b 45

Sertralina 1.875a 30

325,0b 1,6

Clorpromazina 0,375 18

290,0b 7,2

Imipramina 0.375a 6.2

290,0b 2,0

Clomipramina 0,750a 38

410,0b 4,0

Quetiapina 0,375a 49

410,0b 3,9

Diazepam 0,939 39

850,0b 3,5

Fluoxetina 0,939 26

850,0b 3,8

Clozapina 0,564a 30

1270,0b 2,1

Carbamazepina 0,189 >0

8500,0b 3,4

Lamotrigina 3,750a 2.7

8500,0b 3,8

a: CQB; b: CQA.
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4.3.5. Comparagdo de métodos analiticos para a determinagdo de farmacos em amostras de
plasma utilizando capilares com diferentes fases estacionarias (in-tube SPME/LC) para a pré-

concentragéo

O método padronizado (LC-MS/MS no modo column switching) apresentou valores de
LIQ (0,063-1,250 ng mL™) menores que os descritos na literatura para a determinacgdo de
farmacos em amostras de plasma utilizando a técnica in-tube SPME-LC com o0s seguintes
capilares: capilar monolitico organico-inorganico hibrido cianoetil (0,23-9,83 ng mL™) [161],
OV-1701 (20-50 ng mL-1 ) [215], poli (N-isopropilacrilamida-co- dimetacrilato de etileno)
(poli (NIPAAmM-co-EDMA)) (41,1-238,1 ng mL-1) [183] ou polipirrol (10-15 ng mL™?) [216],
Tabela 22.

O método proposto neste projeto, quando comparado ao descrito por Zheng et al. [161]
para a determinacdo de antidepressivos em amostras de plasma por in-tube SPME-LC-MS/MS
(capilar monolitico organico-inorganico hibrido cianoetil), apresentou menor tempo de anélise
(20 min), incluindo a etapa de pré-concentracdo, e empregou menor volume de plasma (200
pL) para a determinacdo simultdnea de um namero maior de farmacos (16 farmacos) de
diferentes classes, 05 antipsicéticos, 07 antidepressivos, 02 anticonvulsivantes e 02 ansioliticos
prescritos na terapia da esquizofrenia.
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Tabela 22 - Métodos analiticos para a determinacdo de farmacos em amostras de plasma utilizando capilares com diferentes fases estacionarias

para a pré-concentragio

Analitos Volume de Tempo Total de  Tipo do Capilar e Técnica LIQ Referéncia
Amostra (UL)  Andlise (min) Dimensoes Analitica (ng mL™?)
Mirtazapina 50,0
Citalopram OV-1701 (14% 50,0 Queiroz et
Paroxetina 500 15 cianopropilfenil in-tube 50,0 al (2008)
Duloxetina metilpolisiloxano) SPME/LC-UV 20,0 '[215]
Fluoxetina 80 cm x 250 um ID 40,0
Sertralina 40,0
Poli(N-
isopropilacrilamida-
Doxepina co- dimetacrilato de in-tube 107,8 Ma et al.
Clozapina 700 12 etileno) (poli SPME/LC-UV 41,1 (2009)
Imipramina (NIPAAmM-co- 238,1 [183]
EDMA))monolitico
15cm x 250 um ID
S-Norfluoxetina 15,0 Queiroz et
R-Norfluoxetina 200 21 Polipirrol (PPY) in-tube 15,0 al. (2009)
S-Fluoxetina 60 cm x 250 um ID SPME/LC-UV 10,0 .[216]
R-Fluoxetina 10,0
Trazodona 0,34
Clozapina 9,83
Citalopram 0,49
PDa (ch))(jgtlir:]Z Mgnolitq hibri_do in-tube ggg Zheng et
Eluvoxamina 500 30 silica-cianoetil SPME/LC- 2:19 al. (2010)
Amitriptilina 15 cm x 250 um ID MS/MS 0.23 [161]
Fluoxetina 0,30
Sertralina 9,56
Clomipramina 0,35

Continua...
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Continuaca da Tabela 22

Volume de Tempo Total de  Tipo do Capilar e

Técnica

LIQ

Analitos Amostra (UL)  Analise (min) Dimensodes Analitica (ng mL1) Referéncia
Haloperidol 0,075
Olanzapina 0,075
Clonazepam 0,625
Mirtazapina 0,125
Paroxetina 0,250
Citalopram 1,250
Sertrallna_ Monolito hibrido LC-MS/MS no 0,625
Clorpromazina o - . 0,125 Este
' i 200 20 silica-cianopropil modo column
Imipramina 4.5 cm x 530 um 1D switching 0,125 trabalho
Clomipramina ' 0,250
Quetiapina 0,125
Diazepam 0,313
Fluoxetina 0,313
Clozapina 0,188
Carbamazepina 0,063
Lamotrigina 1,250
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4.3.6. Avaliacdo do método LC-MS/MS no modo column switching utilizando amostras de

plasma de pacientes esquizofrénicos

As analises das amostras de plasma de pacientes esquizofrénicos em tratamento com o0s
farmacos em estudo comprovaram a aplicabilidade do método desenvolvido. A Figura 18 ilustra
0s cromatogramas das amostras de plasma de pacientes em politerapia com citalopram,
clozapina e lamotrigina. A Tabela 23 apresenta os niveis plasmaticos de dez pacientes
esquizofrénicos, os quias contemplam os intervalos terapéuticos preconizados. As analises das
amostras destes pacientes apresentaram valores de CV inferiores a 5,0%, e 0s cromatogramas

ndo mostraram interferéncias nos tempos de retencdo dos analitos.

Tabela 23 - Niveis plasmaticos dos farmacos avaliados em amostras de pacientes
esquizofrénicos

Intervalo oo Niveis .
] A Niveis Recomendados " NUmero de
Farmacos Terapéutico ara TDM2 Plasmaticos Pacientes
(ng mL1) b (ng mL™?)
Haloperidol 1-10 1 1 1
Olanzapina 20-80 1 4-23 2
Citalopram 50-110 2 18-149 3
Sertralina 10-150 2 11-28 2
Imipramina 175-300 1 240 1
Clomipramina 230-450 1 402 1
Fluoxetina 120-500 2 99 1
Clozapina 350-600 1 434-1507 8
Lamotrigina 3000-14000 2 1136-5666 4

2. De acordo com Hiemke et al. [204].
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Figura 18 - Cromatogramas SRM (método LC-MS/MS no modo column switching) de amostra
de plasma de um paciente esquizofrénico. Concentracdes plasmaticas: citalopram: 149,0 ng mL"
1+ clozapina: 1267,0 ng mL™ e lamotrigina: 3326,0 ng mL™.
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4.4. Comparacdo entre os métodos PPT/LC/MS-MS e LC-MS/MS no modo column switching

para determinagdo de f&rmacos em amostras de plasma

Segundo estudo de linearidade dos métodos desenvolvidos (Tabela 13 e Tabela 19), o
método LC-MS/MS no modo column switching apresentou menores valores de LIQs e faixa
linear mais ampla (63,0 pg mL*? - 10,5 pg mL™?), quando comparado ao método PPT/LC-
MS/MS (0,2 ng mL™ - 10,5 pg mL1), provavelmente, em razio da etapa de pré-concentragio
no capilar monolitico. Para comprovar este fato, o fator de enriquecimento do método LC-
MS/MS no modo column switching foi determinado pela raz&o entre os sinais analiticos obtidos
com amostras de plasma enriquecidas com os farmacos na concentragio de 250 ng mL™* e os
sinais analiticos das solucdes padrdo dos farmacos (250 ng mL™?) injetadas diretamento no
sistema PPT/LC-MS/MS, Tabela 24.

Os fatores de enriquecimento variaram de 2 a 8 vezes, sendo 0 menor para o citalopram

(2,1) e 0o maior para a carbamazepina (8,4).

Tabela 24 - Fatores de enriquecimento para os farmacos avaliados neste trabalho

. Fator de
Farmacos . .
Enriguecimento

Haloperidol 3,7
Olanzapina 2,3
Clonazepam 4,2
Mirtazapina 3,8
Paroxetina 4,5
Citalopram 2,1
Sertralina 4,2
Clorpromazina 5,3
Imipramina 3,6
Clomipramina 4,9
Quetiapina 4,2
Diazepam 7,5
Fluoxetina 7,3
Clozapina 8,0
Carbamazepina 8,4

Lamotrigina 3,8




RESULTADOS E DISCUSSAO 192

Quanto ao efeito residual, exatiddo e precisao analitica intra e interensaios, os métodos
desenvolvidos apresentaram valores que estdo em concordancia aos preconizados pela
ANVISA.

A exatiddo do método LC-MS/MS no modo column switching foi também comprovada
pela comparagdo entre as concentragdes plasmaticas de dez amostras de pacientes
esquizofrénicos determinadas por este método inovador versus concentragfes obtidas com as
mesmas amostras empregando o método de referéncia, PPT/LC-MS/MS.

O teste t foi utilizado para observar a significancia entre as médias obtidas em nivel de
0,05%. A Tabela 25 apresenta os valores médios das concentracBes plasmaticas e o desvio
padrdo dos farmacos avaliados em dez pacientes esquizofrénicos, onde para todos 0s pacientes
o valor de p foi maior que 0,05%, mostrando que ndo existe diferenca significativa entre os

métodos.
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Tabela 25 - Concentragdes plasmaticas médias e desvios padrdo dos farmacos avaliados pelo teste t para 0s métodos desenvolvidos em amostras
de plasma de pacientes com esquizofrenia

Concentracdes Plasmaticas + Desvio Padréo (ng mL™!) n=3

Farmacos Meétodos Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Haloperidol Column switching
PPT
Olanzapina Column switching 22,47 £ 1,07
PPT 22,65+ 1,25
Citalopram Column switching 18,09 + 0,27
PPT 18,17 + 0,35
Sertralina Column switching 11,01 £0,36 27,87 £ 0,50
PPT 11,13+ 0,16 27,68 + 0,35
Imipramina Column switching 239,73 £ 0,59
PPT 239,86 + 2,81
Clomipramina Column switching
PPT
. Column switching
Fluoxetina PPT
Clozapina Column switching 818,73 +2,78 433,58 £ 5,03 1152,26 + 0,84 1266,93 + 2,50
PPT 818,58 +1,53 433,93+ 3,84 1152,03 +2,23 1267,14+1,92
Lamotrigina Column switching  1135,81 + 57,64 5665,92 + 0,51 3326,19 + 8,67
PPT 1135,61 + 62,71 5666,11 + 5,81 3325,93 + 67,84
p-valor > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

Continua...
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Continuacao da Tabela 25

Concentracdes Plasmaticas + Desvio Padréo (ng mL™?) n=3

Farmacos Metodos Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9 Paciente 10
Haloperidol Column switching 1,37 £ 0,02
PPT 1,37 £0,03
Olanzapina Column switching 4,37 £0,08
PPT 4,26 + 0,09
Citalopram Column switching 148,66 + 0,92 35,15+ 0,87
PPT 148,68 + 3,55 35,33+1,42
. Column switching
Sertralina PPT
Imipramina Column switching
PPT
Clomipramina Column switching 401,82 + 4,09
PPT 401,62 +7,78
Fluoxetina Column switching 98,76 + 2,38
PPT 98,81 + 1,69
Clozapina Column switching 688,60 + 6,30  1507,09 £ 3,46 1253,33+3,08 751,55+ 4,82
PPT 688,57 £1,85 1507,16 £ 6,08 1253,22+3,48 751,52 + 2,38
Lamotrigina Column switching 2897,23 + 2,52
PPT 2897,45 + 23,64
p-valor > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

p-valor a nivel de significancia de 0,05%.
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5. CONCLUSOES

O simples procedimento de preparo de amostras (precipitacdo de proteinas), combinado
com a cromatografia liquida por interacdes hidrofilicas mostrou-se eficaz na minimizacao do
efeito da matriz e na separacéo de substancias polares em amostra bioldgica complexa, como o
plasma humano. Em razdo da especificidade e detectabilidade do sistema HILIC-MS/MS em
tandem no modo SRM foi desenvolvido um método confiavel com limites de quantificacdo
adequados para a determinacdo de 10 aminoacidos e neurotransmissores em amostras de
plasma. Este método foi utilizado com éxito nas analises de 35 amostras de plasma de pacientes
esquizofrénicos em tratamento com clozapina (27 pacientes) e olanzapina (8 pacientes), para
avaliar a eficicia do tratamento, tendo como controle 38 voluntarios sadios. A analise de
variancia (ANOVA), seguida por teste post-hoc de Duncan, revelou que os niveis médios
plasmaticos (nmol mL™) de metionina (F2,70 = 3,14, p = 0,049) de pacientes esquizofrénicos em
tratamento com olanzapina foram significativamente mais elevados, quando comparados aos
valores obtidos com o grupo controle (voluntarios saudaveis), ja o nivel de glutamato em
pacientes esquizofrénicos em tratamento com clozapina apresentaram tendéncia a valores mais
altos (F2.70 = 2,50, p = 0,090).

O método PPT/LC-MS/MS desenvolvido foi utilizado com sucesso na analise simultanea
dos antipsicdticos (olanzapina, quetiapina, clozapina, haloperidol, clorpromazina),
antidepressivos (mirtazapina, paroxetina, citalopram, sertralina, imipramina, clomipramina,
fluoxetina), anticonvulsivantes (carbamazepina e lamotrigina), e ansioliticos (diazepam e
clonazepam) em amostras de plasma de 51 pacientes esquizofrénicos. Muitos destes pacientes
apresentaram concentragdes plasmaticas fora do intervalo terapéutico preconizado, em razdo
das interacbes farmacocinéticas entre os medicamentos prescritos no tratamento da
esquizofrenia. Assim, a monitorizacdo terapéutica € de extrema importancia para aumentar a
eficacia do tratamento e minimizar os efeitos toxicos dos farmacos.

A pré-concentragdo dos farmacos na coluna monolitica de silica hibrida com grupos
cianopropil incorporados e a remogéo dos componentes enddgenos da amostra bioldgica, antes
da separagdo cromatogréafica favoreceram a seletividade e detectabilidade do método LC-
MS/MS no modo column switching. Os macroporos do capilar monolitico (baixa pressdo do
sistema analitico) facilitaram a percolacdo da amostra bioldgica, ja os grupos cianopropil
incorporados permitiram sorcao seletiva dos farmacos por interacfes dipolo-dipolo e dipolo-
dipolo induzido. Como este capilar foi sintetizado diretamente no capilar, o uso de filtros de

aco inox nas extremidades, meio muito propicio para a sor¢cdo dos componentes enddgenos,
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ndo foi necesséario. A estabilidade quimica e mecénica da fase monolitica foi demonstrada pela
reutilizacdo deste capilar por mais de uma centena de vezes.

O método LC-MS/MS no modo column switching, quando comparado ao de referéncia
PPT/LC-MS/MS, apresentou menores limites de quantificacao (niveis subterapéuticos) e faixa
linear mais ampla. As concentragdes plasmaticas de 10 amostras de pacientes esquizofrénicos
determinadas pelos métodos, PPT/LC-MS/MS e LC-MS/MS no modo column switching ndo
apresentaram diferencas significativas (teste t). Além deste fato, o método inovador

automatizado favoreceu a precisao, a exatidao e a frequéncia analitica.
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