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RESUMO

A monitorizacdo terapéutica tem sido descrita como um recurso clinico
valioso, na individualizacdo do regime de dosagem, de acordo com a
concentracdo do farmaco em amostras de plasma ou soro. O objetivo da
monitorizacao terapéutica é assegurar a eficacia clinica e minimizar os efeitos
adversos dos farmacos prescritos na clinica. A quimica analitica moderna tem
sido direcionada para a simplificacdo dos métodos através da miniaturizacéo
dos sistemas analiticos, minimizacdo do consumo de solvente organico e do
volume da amostra. Neste contexto, metodologias analiticas utilizando as
técnicas de microextracdo, extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) e
microextracdo em sorvente empacotado (MEPS), juntamente com a
eletroforese capilar em solucdo ndo-aquosa (NACE) foram desenvolvidas para
fins monitorizagcdo terapéutica de antidepressivos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRSs: fluoxetina, sertralina, paroxetina e
citalopram) em amostras de plasma de pacientes em terapia com ISRSs.
Inicialmente foram padronizadas as condi¢des eletroforéticas com detecgéo
espectrofotométrica (UV) para analise simultdnea dos ISRSs em amostras de
plasma. Dentre as condi¢cdes avaliadas (diferentes solu¢cbes de eletrolitos em
meio aquoso e nao agquoso, cromatografia eletrocinética micelar e NACE), a
técnica NACE-UV foi a unica que apresentou resolucdo dos farmacos
adequada. Em seguida, otimizou-se as variaveis inerentes das técnicas de
microextracdo (SBSE e MEPS), visando minimizar o tempo de andlise e
aumento da sensibilidade analitica. Para o método SBSE/NACE, as variaveis

tempo e temperatura de extragdo, pH da amostra biolégica e processo de



dessorcéo foram otimizadas, ja para o método MEPS/NACE, as variaveis, pH
da amostra bioldgica, volume da amostra e numero dos ciclos aspirar/dispensar
foram otimizadas. A validacdo analitica foi realizada segundo as normas
preconizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com
adicao de padrao de padrao interno as amostras de plasma enriquecidas com
os antidepressivos em diferentes concentracdes plasmaticas que contemplam
o intervalo terapéutico dos ISRSs. Para avaliar a aplicabilidade das
metodologias padronizadas, amostras de plasma de pacientes em terapia com
os ISRSs foram analisadas. Os métodos padronizados (SBSE/NACE e
MEPS/NACE) foram comparados ao meétodo de referéncia (LLE/NACE),
utilizando a extracdo liquido-liquido. As técnicas de microextracdo, quando
comparadas a LLE, apresentaram as seguintes vantagens: a reutilizacdo das
fases extratoras, procedimentos de extracdo com reduzido nimero de etapas,
menores volumes de amostras bioldgicas e de solventes organicos. Segundo
os parametros de validacdo avaliados, os métodos SBSE/NACE e
MEPS/NACE padronizados podem ser empregados nas analises dos
antidepressivos (ISRSs) em amostras de plasma, para fins de monitorizagéo

terapéutica.

Palavras-chave: Extragdo sortiva em barra de agitagdo, microextragdo em
sorvente empacotado, eletroforese capilar em meio ndo aquoso.

antidepressivos, plasma humanao.



ABSTRACT

Therapeutic monitoring allows individualization of the dose regimen and
has been indicated for the monitoring of well-established therapeutic intervals.
In psychiatric disorders, most of the patients require that the plasmatic
concentrations to be within a fixed range, so the disorders are kept under
control and the adverse effects are acceptable. The aim of the therapeutic
monitoring is ensure clinical effectiveness and minimization of adverse effects
of drugs prescribed at the clinic. New trends in analytical chemistry have been
directed towards simplification and miniaturization of analytical systems, and
minimization of organic solvents and sample volume. In this work, analytical
methodologies using microextraction techniques, such as stir bar sorptive
extraction (SBSE) and microextraction by packed sorbent (MEPS), in
conjunction with capillary electrophoresis in a nonaqueous background
electrolyte (NACE) were developed for therapeutic drug monitoring of selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs: fluoxetine, sertraline, paroxetine and
citalopram) in plasma sample of patients in therapy with SSRIs. First, the
optimization of electrophoretic separation of the SSRIs was carried out to obtain
simultaneous analysis of all antidepressants. Among the conditions evaluated
(different background electrolytes in aqueous and nonaqueous medium,
micellar electrokinetic capillary chromatography, and NACE), NACE-UV gave
the best results. In the sequence, the optimization of the inherent variables of
microextraction techniques (SBSE and MEPS)—aiming analyses time
minimization and increase of analytical sensibility—was carried out. For

SBSE/NACE methodology development the variables such as time of



extraction, temperature of extraction, and matrix pH were optimized. For
MEPS/NACE methodology the variables matrix pH and the volume of draw-
eject cycles were optimized. Analytical validation was carried out in agreement
with the norms of National Health Surveillance Agency (ANVISA) for both of the
proposed methods, in different plasmatic concentrations, which completed the
therapeutic interval. The developed methods (SBSE/NACE e MEPS/NACE)
were compared to the reference method, using liquid-liquid extraction
(LLE/NACE). Microextraction techniques, compared to LLE, gave the following
advantages: reutilization of the extraction phase, fewer numbers of steps for
extraction, reduction of sample volume, and less consumption of organic
solvents. According to the evaluated validation parameters, the standardized
methods SBSE/NACE and MEPS/NACE can be used in the analyses of
antidepressants (SSRIs) in plasma sample for therapeutic drug monitoring

purposes.

Key Words : stir bar sorptive extraction, solid-phase microextraction,

antidepressants, nonaqueous capillary electrophoresis, plasma sample.
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1. Introducéao

1.1 Antidepressivos

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), de 13 a 20%
da populacdo mundial apresentam sintomas depressivos, sendo 2 a 3% desse
total atribuidos a individuos com transtornos afetivos graves, dos quais 15 a
30% cometem suicidio ou sdo potenciais suicidas. Mesmo sob tratamento
médico, 30% dos pacientes com diagndstico depressivo ndo respondem a
terapia farmacologica, devido ao tempo de laténcia associado ao surgimento
dos efeitos terapéuticos e, ainda, aos seus efeitos adversos, 0s quais
contribuem para o abandono da terapia *.

Pesquisas indicam que de 50 % a 60 % dos casos de depressao nao
sdo diagnosticados pelo clinico e muitas vezes 0s pacientes ndo recebem
tratamento adequado ou suficiente. Os motivos para o sub-diagndsticos séo
consequentes de varios fatores que estdo relacionados aos pacientes e aos
médicos, como por exemplo: preconceito dos pacientes em razdo da doenga,
descrenca do tratamento, falta de treinamento dos médicos que reconhecem
apenas 0s sintomas fisicos e consideram 0s sintomas como aceitaveis.
Entretanto, com tratamento adequado, cerca de 70% da mobi-mortalidade
associada & depresséo pode ser prevenida % 3.

O tratamento farmacolégico da depresséo teve inicio no final da década
de 50, com o desenvolvimento dos antidepressivos que foram classificados

tradicionalmente em dois grupos: os antidepressivos triciclicos (ADTS) e os
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antidepressivos inibidores da monoamina oxidase (IMAO) *. Embora muito
eficazes e ainda utilizados, estes compostos apresentam efeitos adversos
indesejaveis causados pela inespecificidade de sua acdo farmacoldgica e em
casos de superdosagem, tém sido potencialmente letais.

Posteriormente, surgiram moléculas que nédo se enquadram em nenhum
desses grupos: o0s antidepressivos nao-triciclicos e né&o-IMAO, também
conhecidos como antidepressivos da segunda geracdo, ou antidepressivos
atipicos, ou, ainda novos antidepressivos. Esses antidepressivos surgiram da
pesquisa de moléculas desprovidas dos efeitos adversos dos classicos ADTs e
IMAOs®. Entre os antidepressivos da nova geracdo, podemos destacar 0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs), os inibidores da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSNS) e os noradrenérgicos e

especificos serotoninérgicos (ANES) > °.

1.1.1 Inibidores seletivos da recaptacdo de seroton  ina (ISRSS)

O desenvolvimento de farmacos coincide com o aumento na prescrigdo
de antidepressivos devido ao aumento do diagnéstico . Assim sendo, os
psiquiatras tem uma ampla gama de medicamentos que podem prescrever,
dependendo das necessidades individuais de cada paciente, contudo todos os
antidepressivos foram desenvolvidos baseados na teoria monoamino da
depressao, a qual confere a deficiéncia biol6égica da monoamina a causa da
depresséao °.

Os ISRSs sdo farmacos que tem substituido os antidepressivos

triciclicos e os inibidores da monoaminoxidase por apresentarem seguranca e
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tolerabilidade, além de aumentar a eficacia. O mecanismo de atuacéo confere
classes distintas aos antidepressivos, contudo os mecanismos da depresséo
ainda ndo tenham sido totalmente estabelecidos. Os antidepressivos
atualmente disponiveis atuam aumentando a atividade dos neurotransmissores
por inibicAo da recaptacao, ou inibicdo enzimatica, ou na atividade dos
receptores pré ou pés-sinapticos #**.

Os ISRSs incluem os seguintes antidepressivos: fluoxetina, paroxetina,
citalopram e sertralina (Figura 1). Estes apresentam eficacia clinica semelhante
aos classicos ADTs, mas destituidos dos efeitos anticolinérgicos (boca seca,
constipacado, visdo turva, retencdo urinaria e toxicidade cognitiva) e efeitos
cardiovasculares (aumento do ritmo cardiaco e diminuicdo na conducéo
cardiaca) *.

Os inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina sao considerados 0s
primeiros antidepressivos altamente seletivos para 0 neurotransmissor

monamino serotonina (5-HT) & 1315,

Estes inibem de forma potente e
seletiva a recaptagcdo de serotonina, resultando em potencializagdo da
neurotransmissao serotonérgica.

Os ISRSs sdo rapidamente absorvidos, ligam-se as proteinas
plasmaticas (alta porcentagem), todos deslocam outros farmacos da ligacéo
protéica, aumentando seu nivel plasmético. Essas substancias sé&o
metabolizadas primariamente pelo figado, afetam as enzimas metabolizadoras
do citocromo P-450 (em menor proporcédo, a sertralina) e podem comprometer

o metabolismo de outros farmacos metabolizados por este sistema & © 13 1619
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Figura 1. Representacéo estrutural dos antidepressivos (ISRSs) estudados.

1.1.2 Receptores noradrenérgico e serotonérgico (Na  SSa)

Esses farmacos tem a propriedade de fazer um bloqueio inibitério pré-

sinaptico dos a2-adrenoceptores, resultando em aumento do sinal sinéptico,

liberando serotonina e noradrenalina, e também age em varios receptores de
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pos-sinapticos, inclusive 0 neurotransmissor monoamino serotonina. Os
antidepressivos dessa categoria tendem a ter um efeito calmante ©.

A mirtazapina (Figura 2) é um antidepressivo noradrenérgico e
serotonérgico seletivo, atuando no aumento de liberacdo sinaptica da
serotonina e noradrenalina através do bloqueio dos inibidores preé-

sinapticos & 2022,

Figura 2. Representacéo estrutural da mirtazapina.

1.2 Monitorizag&o terapéutica

Muitos farmacos estdo disponiveis para o controle das desordens
psiquiatricas, porém a eficacia clinica esta diretamente ligada aos fatores
fisiologicos e patologicos de cada paciente. A concentragdo plasmatica de um
determinado farmaco € dependente da biodisponibilidade e do clearance deste
farmaco e, estes paramentros sédo afetados por inUmeras variaveis, como a
idade, sexo, fatores genéticos, status nutricional, interacées farmacocinéticas
com alimentos e outros farmacos 2. Assim o ajuste de dosagem aumenta de
maneira significativa o sucesso do tratamento, pois relaciona concentracdo

plasmatica e reposta clinica.
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A monitorizacdo terapéutica tem sido descrita como valioso recurso
clinico, na individualizacdo do regime de dosagem, de acordo com a
concentracdo do farmaco e/ou de seus produtos de biotransformacdo em
amostras de plasma ou soro, coletadas com base no contexto clinico e nos
principios da farmacocinética .

O objetivo da monitorizacdo terapéutica € assegurar a eficacia e
minimizar os efeitos adversos dos farmacos, prescritos na clinica. Os farmacos
monitorados tem sido aqueles que apresentam intervalos terapéuticos bem
estabelecidos, ou seja, a maioria dos pacientes, que apresentam
concentracbes plasmaticas dentro deste intervalo fixo, tem as desordens
psiquiatricas mantidas sob controle e efeitos adversos aceitaveis. A
monitorizacdo terapéutica também tem sido aplicada a farmacos de baixo
indice terapéutico, alta variabilidade interindividual na farmacocinética e
resposta clinica ndo facilmente ou ndo imediatamente mensuravel 2.

A aplicacdo clinica da monitorizacdo terapéutica tem sido indicada em
situacdes onde a eficdcia do medicamento € questionada, quando o paciente
exibe toxicidade provavelmente relacionada ao farmaco, quando ha suspeita de
nao aderéncia do paciente ao regime de dosagem estabelecido, nas situacdes
de interacdes de farmacos, nas patologias associadas capazes de alterar a
disposicdo do farmaco, nas situacdes de mudancas na formulacdo ou ainda
quando a condicdo do paciente é refratdria ao regime de dosagem
convencional %,

As concentragfes plasméticas terapéuticas recomendadas tem sido de
100 a 500 ng mL™ para fluoxetina, 50 a 500 ng mL™ para a sertralina, 20 a

500 ng mL™ para a paroxetina e 25 a 550 ng mL™* para o citalopram %.
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Contudo, estes intervalos terapéuticos ndo estdo claramente definidos, e
pesquisas com 0s ISRSs indicam que as concentracdes plasmaticas variam de
50 a 200 ng mL™* %",

O desenvolvimento de métodos analiticos seletivos e de alta
sensibilidade analitica para a determinacdo de antidepressivos em fluidos
bioldgicos tem sido requerido, tanto para monitorizacao terapéutica quanto para

anélises toxicolégicas de urgéncia 2 2%,

1.3 Métodos analiticos

Em razdo da complexidade da maioria das amostras, estas nao podem
ser introduzidas diretamente no sistema analitico, como por exemplo, no
cromatografico, no estado bruto, pois apresentam interferentes que podem
coeluir com os solutos, durante a separacdo cromatogréfica, ou adsorverem de
forma irreversivel junto a coluna analitica, modificando a retencédo dos solutos e
diminuindo o tempo de vida da coluna analitica.

O tratamento prévio de amostras bioldgicas que abrange as etapas de
eliminacdo de interferentes (compostos enddgenos ou outros farmacos
administrados de forma concomitante com o0s solutos), extragdo e pré-
concentracdo dos solutos, tem sido um procedimento indispensavel e
extremamente importante para o desenvolvimento de métodos de anélise com
sensibilidade e seletividade analitica adequados as analises de farmacos 3.

Os métodos convencionais empregados no preparo de amostras
biolégicas para analises de antidepressivos tém sido a extracao liquido-liquido

(LLE) e extracdo em fase sdlida (SPE) *>?% %%,
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A extracdo liquido-liguido é uma técnica simples e largamente
empregada, onde dois liquidos imisciveis em contanto representam duas
fases *°. Os analitos inicialmente solubilizados em uma das fases tendem a
dissolverem-se em ambas as fases até que o equilibrio de particdo destes
entre as fases seja atingido. Um movimento dinamico a temperatura constante,
as concentracfes dos solutos nas solu¢cdes permanecem constantes. Nesse
momento, se uma das fases for removida e substituida pela mesma fase pura e
o sistema for deixado atingir o equilibrio, as concentracbes dos solutos, nas
duas solucdes serdo diferentes, porém suas relagcdes permaneceréo
constantes. Este valor constante € chamado de coeficiente de particdo ou
coeficiente de distribuicdo (K). Termodinamicamente, quando for atingido o
equilibrio, os potenciais quimicos do soluto nas fases serdo iguais ** *2.

A técnica de extracdo liquido-liquido apresenta algumas desvantagens
como consumo de solventes organicos de alta pureza, exposi¢cado do analista a
solventes toxicos, formacdo de emulsdo entre as fases e vérias etapas para
sua execugdao, o que resulta na perda do analito. Porém, devido a simplicidade,
ou seja, auséncia de instrumentacdo sofisticada e ao grande numero de
metodologias descritas na literatura e com baixos limites de quantificacdo, a
LLE tem sido considerada o método de referéncia 3 **.

A extracdo em fase solida apresenta uma grande variedade de fases
extratoras resultando em diferentes tipos de interacbes com os analitos. Dessa
forma, a seletividade analitica € favorecida, possibilitando a automacgéo das
analises e o acoplamento em linha com técnicas cromatogréaficas. Contudo,

esta técnica tem apresentado algumas limitagdes, como o bloqueio dos poros

da fase extratora pelos componentes da matriz biolégica, a utilizacdo de
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solventes organicos para a eluicdo, variacbes analiticas entre os cartuchos
extratores e varias etapas operacionais na execucdo da extracdo ** 4.

A guimica analitica moderna tem sido direcionada para a simplificacédo
através da hifenacdo de técnicas, miniaturizacdo dos sistemas analiticos,
minimizacdo do consumo de solvente organico e do volume da amostra. Neste
contexto, podemos destacar as técnicas de microextracdo, microextracdo em
fase solida (SPME), extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) e
microextracdo em sorvente empacotado (MEPS), as quais utilizam pequeno
volume de solvente organico. Estas técnicas integram a extracdo e
concentracdo do soluto em unica etapa, reduzindo a perda do soluto e o tempo
da anéalise.

A microextracéo € definida como técnica de preparo de amostra, onde o
volume da fase extratora € bem menor quando comparado ao volume da
amostra, apenas uma pequena fracdo do soluto presente na amostra é
extraida. A extracdo € baseada no processo de particdo (solubilidade) do soluto
entre a fase aquosa (amostra) e a fase extratora. A extragdo ndo € um
processo exaustivo, ou seja, quando o equilibrio de particdo do soluto entre as
fases é atingido, o aumento no tempo de extracdo ndo resulta no aumento da
massa de soluto extraida. Quanto maior o coeficiente de particdo do soluto,

semelhanca entre as propriedades fisico-quimicas do soluto com a fase

extratora, maior seré a quantidade de soluto extraido *'.
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1.3.1 Extracao sortiva em barra de agitacédo

A extracao sortiva em barra de agitacdo (SBSE) foi introduzida em 1999
por Baltussen e colaboradores “®. Esse método de extracdo sortiva utiliza uma
barra de agitacdo magnética revestida com polidimetilsiloxano (PDMS) como
fase extratora. Assim, essa técnica baseia-se no equilibrio de particdo do soluto
nas diferentes fases presentes no sistema analitico.

Para a extracdo sortiva, a barra de agitacdo magnética revestida com
PDMS ¢é diretamente inserida na amostra ou no “headspace” e agitada até
atingir o equilibrio de particdo dos solutos entre as fases extratora e aquosa
(amostra). Os solutos sado entdo sorvidos na fase extratora e tem sido
dessorvidos termicamente no injetor de um cromatégrafo a gas. Assim, essa
técnica simples e de alta sensibilidade poder ser utilizada por solutos volateis e
semi-volateis.

Em analises com compostos termolabeis ou com alta massa molar, o
processo de dessorcao da barra magnética tem sido realizado em uma aliquota
de solvente e depois analisado com por exemplo por cromatografia liquida
(LC).

A barra de agitacdo magnética utilizada no processo SBSE é revestida
com 25-125 pL (0,3-1,0 mm espessura) de polidimetilsiioxano (PDMS),
Figura 3. Para evitar a decomposicao da fase polimérica em contato direto com
o tubo metalico, este € encapsulado com vidro e as extremidades da barra ndo

sao revestidas com o polimero.
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PDMS
MAGNETO
Figura 3. llustracdo da barra de agitacdo magnética com o recobrimento de

PDMS.

1.3.1.1 Principios teéricos da SBSE

A técnica SBSE baseia-se no processo de particdo (absorcdo) assim
como na extragdo liquido-liquido. Contudo, ndo utiliza solvente organico, ou
apenas um pequeno volume, no processo de dessor¢cdo. No processo de
adsorcao, os solutos interagem com 0s sitios ativos presentes na superficie da
fase extratora, ja na extracdo absortiva (SBSE) os solutos solubilizam na fase
extratora (PDMS). Como consequéncia, o volume e a &rea superficial de fase
extratora irdo influenciar nas taxas de recuperacdo da técnica SBSE “%>.

O PDMS (Figura 4) tem sido muito utilizado como fase de extracao
sortiva em razao de caracteristicas especificas como, boa estabilidade térmica
(atua como liquido entre -20 a 320°C), os fragmentos de massas da
degradacdo do polimero sé@o caracteristicos do silicone, os quais podem ser
facilmente discernidos com o uso de detector de massas, 0 mecanismo de
extracdo dos solutos é baseado na absorcdo (processo de particdo), ou seja,
0s solutos sdo solubilizados na fase polimérica. A forca de retencdo, no
processo de absorcdo, € mais fraca, quando comparada a observada no

processo de adsorcao, o que permite rapida dessorcéo térmica dos solutos em

temperaturas medianas, minimizando a perda de solutos termolabeis. O
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equilibrio de particdo ou capacidade de retencdo de um determinado soluto em
PDMS, néo é influenciado pela presenca de outros solutos, ou interferentes da
matriz. Os solutos apresentam diferentes equilibrios de particdo (constante de
particdo) com a fase PDMS, nao ocorre competicdo ou deslocamento dos
solutos (que apresentam menor constante de particdo) da fase extratora, o que
resulta em métodos analiticos com ampla faixa de linearidade.

Assim, o uso do PDMS como fase extratora apresenta vantagens como
taxas de extracdo proximas a 100 %, alta estabilidade, baixa reatividade e

dessorgao térmica rapida em temperaturas médias °*>*.

Hs? 'CHg
O
HZC/\Ti \Si/%:nCHZ
HsC CHs

Figura 4. Estrutua do oligbmero de PDMS (n=60).

Outras fases extratatoras tem, recentemente, sido desenvolvidas. Liu e

colaboradores *°

, por exemplo, utilizaram o processo de sol-gel para o
desenvolvimento de um revestimento misto de PDMS e
polimetilhidrosiloxano) *®. Os autores utilizaram esta fase para analisar
amostras de agua com hidrocarbonetos aromaticos. O método desenvolvido
gerou limites de quantificacdo de 0,18 — 20 pg mL™.

59

Lambert e colaboradores usaram uma fase extratora empregando

alquil-diol-silica (ADS), como recobrimento e analisaram cafeina e seus
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metabdlitos em fluidos biolégicos, empregando a dessorcao liquida e analise
por LC-UV. Os valores de recuperacdo encontrados foram de até 102%. As
barras desenvolvidas neste estudo foram diretamente inseridas em fluidos
biolégicos sem que ocorresse sor¢ao irreversivel dos compostos enddgenos,
como as proteinas, junto a fase extratora. Com isso, as barras puderam ser
utilizadas por mas de 50 vezes, sem perda da eficiéncia de extracao.

Melo e colaboradores °’ desenvolveram um revestimento misto de
PDMS e poli(pirrol) para analises de antidepressivos nao triciclicos em
amostras de plasma. O método padronizado e validado, para analise por LC-
UV, apresentou limites de quantificacdo de 20 a 30 ng mL™, com taxas de
recuperacdo de 50 a 90% e precisdo inter ensaio com coeficiente de variacéo
menores que 15%.

A SBSE é controlada pelo coeficiente de particdo dos solutos entre as
fases, PDMS e aquosa. O coeficiente de particdo tem sido correlacionado com
o coeficiente de distribuicdo octanol/dgua (Ko/w). Embora ndo totalmente
correto, o Ko/w tem sido utilizado para estimar a eficiéncia de extragao para um
determinado soluto quando utilizada a fase extratora PDMS %,

O coeficiente de particdo do soluto entre as fases PDMS e amostra
aquosa (KPDMS/w) é calculado através da razdo entre a concentracdo do
soluto na fase de PDMS (Cppus) € a concentracdo do soluto na amostra
aquosa (Cy), no equilibrio. Esta razdo corresponde ao produto do quociente
entre as massas do soluto na fase PDMS (mppys) € na fase aguosa (my) e B,

onde B € igual a razéo entre o volume da amostra e volume da fase extratora (3

= Vw/ Vepws) (Equacao 1)
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K =K _ Cooms — mPDMSD Va — mPDMSw

o/lw — "NPDMY W
C

w mN VPDMS rT‘N

Equacédo 1

A taxa de recuperacdo do processo SBSE é expressa através da razao
entre a quantidade de soluto extraido (mppus) € a quantidade de soluto inicial
na amostra (M, = mMppus + M,) que corresponde as correlagcbes entre o
coeficiente de distribuicdo Kppus/g € a razao dos volumes das fase (),

conforme ilustrado na Equagéo 2:

Mboms — Keous V\/IB
rTlo 1+ (KPDMS/ w/ﬁ)

Equacéo 2

Segundo a Equacéo 2, , quanto maior a quantidade de PDMS, menor o
valor B e maior sera a eficiéncia da extracdo. Uma vez que o valor de Kppusw €
similar ao valor de Kow (Equagéo 1), Kepusw g pode ser representado por
Komw 1.

Segundo Baltussen et al. *®, para processo SBSE que apresenta K o B
= 1, a recuperacéo do soluto sera de 50%, e em valores de K o g SUperiores a
5, a extracdo € considerada quantitativa. O valor de [3, ou seja, a raz&do entre 0s
volumes da amostra e da fase PDMS, devera ser otimizado para cada
aplicacdo, na qual o tempo da extracdo também devera ser considerado. O
aumento do volume da amostra e de PDMS resultara em maior tempo de

extrac&o para atingir o equilibrio de particdo. David e Sandra ®* descrevem que
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para solutos apolares (log Kow > 3), 0 aumento da quantidade de soluto

extraido € proporcional ao aumento do volume da amostra.

1.3.1.2 Processo SBSE %24

Para a extracdo SBSE, a barra de agitacdo magnética revestida com
PDMS tem sido inserida diretamente na amostra (DI) ou no “headspace” do
frasco e agitada até atingir o equilibrio de particdo dos solutos entre a amostra
e fase PDMS °°,

Nas extracOes DI, o frasco extrator (com tampa rosca) tem sido colocado
sobre o agitador magnético e a amostra agitada cerca de 30 a 240 minutos,
dependendo do volume de amostra. Apos 0 processo de extracdo, a barra de
PDMS é retirada do frasco, com o auxilio de uma pinca ou de uma haste
metélica, enxaguada levemente com agua milli-Q e cuidadosamente seca com
um lenco de papel macio, para remoc¢do de possiveis moléculas de agua,
acucares, proteinas ou outros componentes da amostra.

As barras SBSE, dependendo da complexidade da amostra e cuidados
do analista, tém sido reutilizadas de 20 a 100 vezes. Os solutos volateis e
semi-volateis tém sido termicamente dessorvidos no injetor de um
cromatdgrafo a gas, resultando em uma técnica simples e de alta sensibilidade
analitica.

Para as analises SBSE/LC de compostos termolabeis ou de alta massa
molar, o processo de dessor¢cdo SBSE tem sido realizado através da insercéo
da barra SBSE em um micro tubo contendo alguns pL de fase liquida, fase

movel ou solvente organico, com agitacdo magnética ou em banho de ultra-
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som, com ou sem controle da temperatura. Na lavagem da barra ndo ocorre
perda de soluto, pois este encontra-se sorvido na fase PDMS ©’.

Quando comparado com a técnica SPME, o processo de dessorcao
SBSE € mais lento devido ao maior volume de fase PDMS. Contudo, tem
apresentado maiores taxas de recuperacao.

Para aumentar a sensibilidade analitica € possivel também o uso de
duas ou mais barras de SBSE. De acordo com a Equacédo 2, nas extracdes
realizadas com uma Unica barra de extracdo, com grande volume de amostra
observa-se diminuicdo da quantidade de soluto extraido pela fase PDMS.
Dessa forma, 0 aumento no volume da amostra, resulta no aumento de 3 e,
consequentente, no aumento do tempo de extracdo. Quando um sistema de
dessorgdo térmica simultdnea de barras é utilizado, o valor de 3, igualmente
como o tempo de extracdo, ndo aumenta e eficiéncia da extracdo nao diminui.

Assim, o uso desse sistema aumenta a sensibilidade analitica do método °& ©°.

1.3.1.3 Otimizagao do Processo SBSE

No processo de extragdo com SBSE, a otimizacdo das varidveis se faz
necessaria para aumento da eficiéncia de extracdo e menor tempo de analise.

Durante o processo, 0s solutos migram da amostra para a fase PDMS. A
difusdo dos solutos para a fase extratora, € controlada cineticamente, sendo
afetada pelo volume da amostra, velocidade de agitacdo, dimensdes da barra
de agitacao e do revestimento, e, portanto, devendo ser otimizado para cada

andlise °.
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Para solutos apolares (log Ko/w > 3) a quantidade de soluto extraido
aumenta proporcionalmente com o aumento do volume de amostra. Contudo,
para solutos mais polares, o aumento linear das taxas de recuperacdo nao tem
sido observado. Assim, tem sido necessario otimizar os volumes de amostra e
de fase extratora, tendo em vista os solutos e a sensibilidade analitica .

A difusdo dos solutos também é favorecida pelo aumento da
temperatura, diminuindo assim o tempo necessario para atingir o equilibrio de
particdo. Contudo, o coeficiente de distribuicdo dos solutos diminui com a fase

extratora, variages aceitaveis encontram-se na faixa de 1 a 2°C .

1.3.2 Andlises quantitativas

A eficiéncia de extracdo para amostras de fluidos biologicos €
influenciada pelos componentes da matriz e, portanto as curvas analiticas
deverdo ser preparadas com amostras biolégicas isentas dos analitos (branco
de referéncia) enriquecidas com os analitos em diferentes concentracoes.

As determinac¢des quantitativas devem ser realizadas pelo método da
padronizacdo interna, em concentracdes em que o sinal analitico do padréo
interno seja similar a concentragdo do soluto correspondente ao ponto central
da curva analitica.

Fernandes e colaboradores "* empregaram a extracdo em barra para a
analise de fluoxetina em amostras de plasma e observaram que, mesmo apos
precipitacdo das proteinas do plasma para minimizar influéncia destas no

processo de extracdo, as taxas de recuperacdo analitica do farmaco foi de
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57%. Segundo os autores, a baixa taxa de recuperacao € decorrente da alta

ligacdo do farmaco as proteinas do plasma.

1.3.3 Aplicacdes

A SBSE tem sido utilizada com éxito em diferentes analises de farmacos
e outras substancias nas mais diversas amostras biolégicas como: plasma,
urina, soro, escarro e esperma (Tabela 1)

64 analisaram 25 farmacos em amostras de

Tiepoint e colaboradores
urina. Neste estudo, os pesquisadores avaliaram varios farmacos e obtiveram
altas taxas de recuperacoes.

Em outro estudo, acido tubérculo foi analisado em amostra de escarro
demonstrando, assim a aplicabilidade da técnica SBSE para analises de rotina.
O tempo das analises foram menores que 60 minutos com precisdo e exatidao
equivalentes ao método padrao de diagndstico, o qual requer 8 semanas para
obtencao do resultado *.

Storpforth e colaboradores " analisaram testosterona e epitestosterona
em amostras de urina de pacientes HIV positivos por meio da técnica TD/GC-
MS. Segundo os autores, os pacientes HIV positivos apresentam menor
excrecdo destes hormoénios. Os limites de quantificagdo encontrados foram:
0,9 ng mL™ para a testosterona e 208 ng mL™ para a epitestosterona.

Na literatura ha poucos trabalhos empregando a eletroforese capilar e

74

SBSE em amostras bioldgicas. Rosario e colaboradores *, analisaram

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos por cromatografia eletrocinética micelar
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(MEKC) em combinagcdo com SBSE. Os resultados mostraram precisdo menor

que 12% e limites de deteccdo entre 2 a 11 ug L™

Tabela 1. Aplicagbes da técnica SBSE para analise em fluidos biolégicos.

. Condicdes . .
Soluto e matriz . Deteccéao LOQ Referéncias
de extracao
Hidrocarbonetos | 90 minutos,
o MEKC- 1 7
policiclicos 20°C a 1500 2-11 pg L
. DAD
aromaticos rpm
) ) 40 minutos a
Antidepressivos 1 10
o 40°C a 1100 LC-UV 20-50 ng mL"
nao triciclicos
rpm
Cafeina e _
. 30 mina 1 1
metabalitos em LC-UV 25 ng mL”
1000 rpm
plasma
Fluoxetinaem | 30 min 25 °C L o
LC-MS 3 ng mL
plasma a 900 rpm
Barbitaricos em 60 min a TD-CG- N 17
| lpg L
urina 1000 rpm MS
Alguifendis em | 60 min, 25°C | TD-CG- 0,04- -
urina e plasma a 500 rpm MS 0,004 ng mL™
Urina:
Bisfenol A em _ 20 pg mL™,
) 45-120 mina | TD-CG- 76
urina, plasma e plasma:
) 500-1000 rpm MS 1
saliva 100 pgmL™~ e
saliva: 20 pg mL*

Continua Tabela 1...
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...continuacéo da Tabela 1.

Soluto e matriz Condices de Deteccéo LOQ Referéncias
extracao

Acido tubérculo em | 30 mina 1000 | TD-CG-MS | 0,2 ng !
escarro rpm mL™?

4-hidroxinonenol em | 50 min, 42 °C a | HD-TD-CG- | 22,5 pg 25
urina 1100 rpm MS mL*

Hormonios em 4gua | 4 h a 750 rpm LC-DAD | 75-300 &

e em urina ng mL*

Esterdides em urina | 1,5h a 600 rpm LC-DAD | 0,2-1,2 &

g L*

LOQ: limite de quantificacdo. TD-GC-MS: dessor¢cao térmica — cromatografia
gasosa — espectrometria de massa. HD-TD-CG-MS derivatizacdo em fase
gasosa — derivatizacdo térmica — cromatografia gasosa — espectrometria de

massas.

1.3.4 Micro extracdo em sorvente empacotado

A microextracdo em sorvente empacotado (MEPS), recente técnica de
preparo de amostra, baseia-se na miniaturizacao da técnica convencional de
extracdo em fase solida (SPE), onde os volumes das amostras e dos solventes
utilizados na etapa da eluicdo foram reduzidos de mililitros para microlitros (10-
1000 pL) %

Em MEPS, aproximadamente 1 mg de material sorvente seletivo é
empacotado e conectado a agulha de uma microsseringa (100 — 250 L), ou
seja, integrado a microsseringa, como um plug ou microcoluna

(aproximadamente 1 cm de comprimento por 0,2 mm de diametro interno)
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(Figura 5). A MEPS pode ser acoplada (em linha) as técnicas de separacéo,
LC, GC ou a eletroforese capilar (CE), ou seja, os solutos sorvidos na
microcoluna poderéo ser eluidos (dessorvidos), durante a etapa de introducao
(injecdo) da amostra no sistema analitico. O processo MEPS (extracdo e
introducdo da amostra), quando acoplado ao injetor automatico pode ser
totalmente automatizado.

As colunas SPE, geralmente sdo utilizadas uma unica vez e descartada,
ja as microcolunas MEPS, dependendo da complexidade da amostra e dos
cuidados do analista, podem ser reutilizados de 50 a 100 vezes.

Diferentes fases seletivas MEPS, ou seja, com diferentes mecanismos de
extracdo, estdo comercialmente disponiveis, tais como silica (fase normal), C2,
C8, C18 (fase reversa), trocador de cations forte (SCX), trocador de anions

forte (SAX) e fase mista (C8 + SCX).
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amostra

— filtros

- sorvente empacotado

Figura 5. Microsseringa MEPS (250 pL) e microcoluna com material sorvente

empacotado &

1.3.4.1 Processo MEPS para a determinacgéo de farmacos em fluidos biol6gicos

Inicialmente, as amostras de plasma (10-250 pL) tém sido diluidas em
agua ou em solucdo tampao (1:4 v/v) e centrifugadas por 2 min (precipitacdo
das proteinas), ja as amostras de sangue total tém sido diluidas 20 vezes. As
solugdes tampdo com valores de pH extremos (pH < 3 ou pH > 7) podera
danificar as fases sorventes a base de silica.

Com o auxilio da microsseringa MEPS, os farmacos tém sido sorvidos
(extraidos) na fase solida através dos processos aspirar/dispensar a amostra
no mesmo frasco contendo o fluido bioldgico ou aspirar (frasco) e dispensar no

descarte, manualmente ou com injetor automatico.
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A extracdo tem sido realizada aspirando a amostra uma Unica vez ou
mais (varios ciclos aspirar/dispensar), quando a pré-concentracdo dos solutos &
requerida. A selecdo do sorvente € um fator importante para a obtencdo de
altas taxas de recuperacao, por exemplo: C2-C18 sdo fases adequadas para
extracdo de solutos lipofilicos, ja as fases poliméricas, tais como: poliestireno-
divilnilbenzeno com grupos i6nicos quimicamente ligados (troca i6nica) ou
fases mistas (C8 + SCX) sdo adequadas para as determinacfes de solutos
polares como os compostos acidos e basicos.

O procedimento para o uso de MEPS envolve quatro etapas: 1) a
amostra é coletada com a seringa; 2) a seringa é lavada com uma solucéo para

eluir os interferentes; 3) O eluente € aspirado e 4) o analito € eluido (Figura 6).

Fase |
estacionaria > | ? T

- - ]

Amostragen Remocéo de Apiracao Eluicdo
interferentes do eluente do analito

Figura 6. llustracdo das etapas envolvidas na microextracdo (MEPS) %.

ApOs processo de extracdo, a fase soélida € lavada com agua ou solucéo
agua/metanol (50 pL) para remover os compostos endogenos dos fluidos

bioldgicos. Na etapa de limpeza, a porcentagem de solvente organico, assim
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como o pH da solucdo deverdo ser considerados para diminuir a perda do
soluto. O aumento da porcentagem de solvente organico na solucdo eluente,
aumenta a perda do analito. Para minimizar o efeito da matriz e obtencao de
extratos mais puros, em analises de farmacos basicos, solu¢bes aquosas de
limpeza com 5% de metanol ou isopropanol (eliminacdo de fosfolipideos) tém
sido utilizadas.

Os solutos tem sido eluidos com solvente organico ou fase movel (20-50
pL) diretamente no injetor do sistema analitico. O ajuste do pH da solucdo
(ionizacdo dos solutos) eluente tem sido fator importante para a obtencéo de
altas taxas de extragao. Considerando a algca de amostragem LC, o volume da
solucédo eluente devera ser o menor possivel.

Para reutilizar as microcolunas MEPS, estas devem ser lavadas (entre
as injecbes) 3-4 vezes com agua e 4-5 com solvente utilizado na etapa de
eluicdo. Este procedimento minimiza o efeito de memoria para valores menores

que 0,02 %.

1.3.5 Aplicacdes

A técnica MEPS tem sido aplicada para a extracdo de uma grande

variedade de farmacos e metabdlitos em amostras bioldgicas. A Tabela 2

mostra alguns desses trabalhos.
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Tabela 2. Aplicacdes da técnica MEPS para analise de farmacos e metabdlitos

em amostras biologicas.

Matriz/
volume o
Soluto g Sorvente |Deteccéao LOQ Referéncia
e
amostra
. Urina 6,3- 83
Fluoroquinolonas C18 CE-MS
(140 pL) 10,6 ug/L
Lidocaina, 5,4 pg/mL
o Plasma CE- 84
mepivacina e C18 4,9 ng/mL
_ ] (200 pL) LC/MSD
bupivacaina 2,1 pg/mL
Lidocaina,
. Plasma LC- g5
ropivacaina e SCX 2 nmol/L
_ ] (50 pL) MS/MS
bupivacaina
Urina LC- 86
Ropivacaina Poliestireno 5 nmol/L
(50 pL) MS/MS
Lidocaina,
prilocaina, Plasma GC- g7
. i Cc2 5 nmol/L
mepivacaina e (50 pL) MS/MS
ropivacaina
Plasma LC- g8
Ropivacaina MIP 2 nmol/L
(50 pL) MS/MS
_ Plasma LC- 89
Ropivacaina C2ecC8 2 nmol/L
(50 pL) MS/MS
Citalopram,
mirtazapina, 10-
_ Plasma %0
paroxetina, C8+SCX LC-UV | 25 ng/mL
: (400 pL)
sertralina,
fluoxetina

Continua Tabela 2...
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...Continuacéo da Tabela 2.

Matriz/
Soluto e volume .
_ Sorvente | Deteccéo LOQ Referéncia
matriz de
amostra
LC-
Dopamina e Urina MS/MS
: C8 50 ng/mL 91
sertonina (30 pL) GC-
MS/MS
_ _ Sangue LC-
Ciclofosfamida C2 0,1 pg/mL 92
(20 pL) MS/MS
_ . Plasma LC-
Ciclefosfamida C8 0,5 pg/mL 93
(25 pL) MS/MS
Plasma o
Busulfan Poliestireno | LC-MS | 0,5 ng/mL 94
(25 pL)
N Plasma o LC-
Roscovitina Poliestireno 0,5 ng/mL 9
(50 pL) MS/MS
_ _ Plasma
Risperidona e .
o e saliva c8 LC 0,5 ng/mL %
metabolitos
(100 pL)
Plasma
acebutolol e , o LC-
e urina | Poliestireno 1 ng/mL o7
metoprolol MS/MS
(50 pL)
Metamfetamina | Cabelo
_ SCX:C18 CG/MS | 0,20 ng/mg %
e amfetamina (5 mg)

LOD: limite de deteccdo. MIP: polimero molecularmente impresso.
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1.4 Eletroforese Capilar (CE)

A eletroforese capilar € uma poderosa técnica de separacao baseada na
migracdo de compostos eletricamente carregados sobre a influéncia de um
campo elétrico. Em CE, a separacao é conduzida em capilares de silica fundida
com dimensdes de 30 a 100 um de diametro interno, e de comprimento que
geralmente varia entre 20 a 100 cm. Esses capilares podem ser revestidos
internamente para evitar a formacéo de fluxo eletroosmatico.

Véarios modos de separacdo em CE sao possiveis: zona (CZE),
isotacoforese (CITP), ponto isoelétrico (CIEF), gel (CGE), eletrocromatografia
(CEC) e cromatografia eletrocinética micelar (MEKC). A escolha do modo de
separacdo depende do tipo de amostra a ser analisada *°.

Um esquema de um sistema de eletroforese capilar é apresentado na
Figura 7, o qual contém dois reservatorios para o tampao, um reservatorio para
a amostra, uma fonte de alta tensédo, detector, computador para a aquisi¢cao de

dados, eletrodos e o capilar.
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capilar computador

detector

amostra

catodo

l Fonte de alta tenséo J

Figura 7. Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese

capilar *%.

Na eletroforese capilar de zona (CZE), a qual deu origem aos outros
modos de separacao, o capilar € preenchido com a solugcdo tampéao e apés a
amostra ser introduzida no capilar, um campo elétrico é aplicado. Os cations
migram para o0 catodo e os anions migram para o anodo. Como estes ions
possuem mobilidades diferentes eles serdo detectados em tempos diferentes.
A mobilidade basicamente depende da relagdo carga/tamanho do analito.
Assim, um ion de menor tamanho migra mais rapido que um ion de maior
tamanho e mesma carga, e um ion de maior carga migra mais rapido que um
ion de menor carga e mesmo tamanho. As moléculas de tampao também se
movimentam com a aplicacdo do campo elétrico formando o fluxo
eletroosmaotico. Isto ocorre, devido aos grupos silanois presentes na superficie

interna do capilar. Quando o capilar € preenchido com solucéo (geralmente um
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tampao) com pH acima de 2, ocorre a ionizacao dos grupos silanéis (Si-OH) a
silanoatos (Si-O-).

Os grupos silanoatos atraem os cations da solucdo tampao formando
uma primeira camada interna de céations na parede do capilar. Esta camada €&
chamada de camada fixa. Entretanto, mais cations séo atraidos para a parede
do capilar e desse modo, ocorre a formacdo de uma segunda camada de
cations a qual é movel. Isto é devido a forca de atracéo eletrostatica que nao é
mais suficiente para manter esta camada fixa, ja que esses cations também
sofrem a acdo do campo elétrico de alta intensidade, sendo entdo, atraidos
para o catodo e como estes cations estdo solvatados, arrastam também a

solucdo dando origem ao fluxo eletroosmético (EOF), como pode ser visto na

Figura 8.
7 \g \f \%/)i
| |
Camada fixa—» 3@ @ @ @
+ -
Aodo. Camadamoe——> @ @ @ @ Catodo

Fluxo eletroosmoético—»

Figura 8. Representacéo do fluxo eletroosmético formado no capilar *°.
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Devido ao fluxo eletroosmoético os cations serdo acelerados na direcao
do catodo, as moléculas neutras serédo arrastadas e os anions migrardo mais
lentamente, pois estardo migrando para o anodo, porém sendo arrastados na
direcéo do catodo quando a magnitude do EOF for maior que a mobilidade dos
mesmos.

Outra modalidade de CE é denominada de eletroforese em meio néo-
aquoso (NACE), pois a separagdo ocorre em meio ndo aquoso, constituido
principalmente de solventes organicos. A NACE tem sido usada quando
compostos hidrofébicos apresentam mobilidades similares em meio aquoso,
dificultando a resolucdo. A adicdo de solventes organicos modifica a
seletividade do processo de separacdo eletroforética, pois em razdo das
diferentes propriedades fisico-quimicas dos solventes organicos, as constantes
de ionizacdo em meio organico sao diferentes das constantes em meio aquoso.
A mobilidade efetiva de um composto € proporcional a sua carga (q) e é
inversamente proporcional ao tamanho de solvatacao (r). Dessa forma, dois
compostos que possuem a mesma razao g/r em um dado meio eletrolitico ndo
podem ser separados por eletroforese, contudo, se esse meio for alterado pela
adicdo de um solvente organico a carga do analito e/ou o tamanho de
solvatacdo podem ser diretamente influenciados e, portanto, o grau de
ionizagdo dos compostos sera alterado, levando a uma diferenciacdo nas
mobilidades eletroforéticas nesse meio %1%,

Outra caracteristica importante do sistema NACE é a baixa
condutividade, o que minimiza a geracdo de calor, devido ao efeito Joule,
proporcionando separacéao eficiente. Assim, NACE apresenta vantagens como

baixa corrente elétrica evitando, assim, o aquecimento interno do capilar. Como
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resultado, é possivel a aplicacdo de altas voltagens em capilares pequenos,

permitindo analises rapidas e/ou melhoramento na resolucéo dos picos *%.

1.4.1 Aplicacdes

A analise de compostos utilizando NACE tem tido bastante interesse
desde 1993. Tal aumento nas analises utilizando NACE é devido a
comercializacado de aparelhos com frascos devidamente selados para evitar a
evaporacao dos compostos volateis. A evaporacao do eletrolito de separacéo
causa variacdo no tempo de migracao dos analitos e queda de corrente.

NACE tem sido empregada com éxito nas analises de diferentes
farmacos em diversas amostras biolégicas. A Tabela 3 apresenta alguns
trabalhos empregando NACE para a analise de farmacos em amostras

biolégicas.
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Tabela 3. Aplicacdes da técnica NACE para analise de farmacos em amostras

biolégicas.
Eletrélito
. Solventes .
Soluto Matrix W) de Deteccdo | Referéncia
viv
separacao
25 mM
formiato de
. ACN/MeOH _ 106
Anfetamina | Plasma amonia + MS
(20:80, viv), o
1M &cido
férmico
2 M &cido
. ACN/MeOH _ 107
Anestésico Plasma férmico e 70 MS
60:40
mM NH4AC
amitriptilina,
imipramina 1M HAc, 50
doxepina, Plasma ACN mM NH.Ac, uv 108
clomipramina 10 mM SDS
e metabolitos
Imipramina, 50 mM
amitriptylina e | Plasma ACN NH4Ac e 1M uv 109
metabdlitos HAc
Fenotiazina | Urina/ | MeOH/ACN 17 mM uv 110
sangue 80:20 NH4Ac/220
Fenotiazina | Sangue | MeOH/ACN 70 mM uv 1
80:20 NH4Form/2
M HForm
Gleevec e Urina | MeOH/ACN 12 mM uv 112
metabdlitos 80:20 NH4ACc/87.6
mM HAc

Continua Tabela 3...
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...Continuacéo da Tabela 3.

_ Solventes Eletrolito de . o
Soluto Matrix . Deteccao | Referéncia
(V/v) separagao
Fluoxetina
_ MeOH/ACN 113
e Urina 15 mM NH4Ac uv
. 70:30
metabdlinas
Tamoxifen,
. . 17 mM
impramina _ MeOH/ACN 114
Urina NH4Ac/220 mM uv
e 80:20
N HAc
metabdlitos
_ i 70 mM
Lidocaina e ACN/MeOH 115
. Plasma NH4Form/2 M MS
metabdlitos 60:40
HForm
Paroxetina, 18 mM
_ _ MeOH/ACN 116
tamoxifen e | Urina 80:20 NH4Ac/200 mM uv
metabolitos HAc
Paroxetina 25 mM
. MeOH/ACN 117
e Urina NH4Ac/175 mM uv
. 90:10
metabolitos HAC
20 mM
_ _ MeOH/FA s
Anfetamina | Urina NH4Ac/100 mM FS
70:30
HAC
Tamoxifen 119
_ MeOH/ACN
e Urina 20 mM NH4ACc MS
. 70:30
metabdlitos

1.5 Validacéo Analitica

120, 121

A validacéo analitica € um processo que fornece evidéncia documentada

de que o método padronizado é confiavel ao que se aplica, ou seja, ao objetivo
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proposto. A validacdo analitica consiste de procedimentos, ensaios
laboratoriais, que visam minimizar erros, assegurar credibilidade as medidas
obtidas, principalmente quando se trata da analise de compostos de interesse
biomédico em matrizes biolégicas. Para que os resultados sejam confiaveis, €
imperioso que as variacdes analiticas sejam mantidas dentro de limites pré-
estabelecidos por critérios baseados na finalidade da anélise, sistemas
analiticos e estudos estatisticos.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é uma das
agéncias regulamentadoras de programas de qualidade de servicos no Brasil
que determina os parametros a serem avaliados nas determinacdes de
farmacos em fluidos biologicos, bem como seus limites de tolerancia.

A ANVISA preconiza que 0s ensaios bio-analiticos deverdo ser
realizados com amostras branco de referéncia enriquecidas com os solutos
(padrdes analiticos certificados) e com adicdo de padréo interno. A validacao
analitica dos métodos NACE padronizados neste trabalho basearam-se no
estabelecimento dos seguintes parametros preconizados pela ANVISA:
especificidade, linearidade, limite de quantificacao, limite de deteccao, preciséo

intra e interensaios e recuperagao.

1.5.1 Linearidade

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir

resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito nas

amostras, em uma dada faixa de concentracdo. E avaliada por meio de um
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grafico analitico em que se aplica a regressao linear pelo método dos minimos
quadrados.

A ANVISA recomenda que se construa um grafico analitico para cada
farmaco, utilizando-se a mesma matriz biolégica proposta para o estudo,
devendo-se incluir a analise da amostra branco (matriz biolégica isenta de
padrao do farmaco e do padréo interno), da amostra zero (matriz biolégica mais
o padréo interno) e de cinco a oito amostras contendo padrdo do farmaco e
padrao interno. Além disso, fatores como desvio padrao relativo menor ou igual
a 20% em relacdo a concentracdo nominal para o limite de quantificacéo
(LOQ), desvio padrao relativo menor ou igual a 15% em relacdo a
concentracdo nominal para as outras concentracdes da curva analitica e
coeficiente de correlacéo linear deve ser igual ou superior a 0,98 devem ser

considerados na avaliacdo do linearidade do método analitico.

1.5.2 Precisao

A precisdo mostra o grau de dispersdo dos resultados quando o método
€ aplicado em varias amostras, sendo este, em um mesmo laboratério, com o
mesmo modo de preparo da amostra e utilizando 0s mesmos equipamentos.
Geralmente a precisdo é expressa pelo desvio padrédo relativo (RSD) ou
coeficiente de variacdo (CV%) dos resultados. Ainda, de acordo com a
ANVISA, a precisdo do método € verificada através de, no minimo, trés
concentragcbes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variacdo do

procedimento, realizando-se, no minimo, cinco determinacdes por

concentracdo. A precisao deve ser determinada em um mesmo dia (preciséo
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intra dia) e em dias diferentes (precisao inter-dias); tanto a precisao intra-dia
como a inter-dias ndo devem exceder 15%, exceto no limite de quantificacao, a

qual ndo deve ultrapassar 20%.

1.5.3 Limite de deteccéo (LOD)

E a menor concentracdo do analito que pode ser detectada com
seguranca. Este limite pode ser determinado com base em avaliacdo visual,
relacdo sinal/ruido ou no desvio padrao e coeficiente angular da curva analitica.
Pela regulamentacédo da ANVISA recomenda-se que LOD seja de 2 a 3 vezes
superior ao ruido da linha base. A regido adotada para a obtencéo do ruido é
de 20 vezes a largura do pico na meia altura, sendo 10 vezes antes e 10 vezes

apos o maximo do sinal analitico.

1.5.4 Limite de quantificagéo (LOQ)

E a menor concentragdo do analito que pode ser quantificada com
seguranca. De acordo com a ANVISA, nenhuma interferéncia significativa deve
ser apresentada na amostra branco de referéncia no tempo de retencédo do
farmaco. O LOQ deve ser no minimo cinco vezes superior a qualquer
interferéncia da amostra branco de referéncia no tempo de retencdo do
farmaco. Além disso, o pico de resposta do farmaco no LOQ deve ser

identificavel e reprodutivel com precisao de 20%.
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1.5.5 Recuperacéo

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um
método analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de
recuperacdo proximas a 100% sao desejaveis, porém, admitem-se valores
menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata. A recuperacao pode
ser definida de duas formas: a) recuperacdo absoluta é uma relacédo entre a
resposta do analito extraido da matriz enriquecida e a resposta do padréo
analitico puro que nao tenho sido submetido ao processo de extracdo. A
resposta gerada pelo padrdo ndo extraido representa uma recuperacdo de
100%; b) recuperacao relativa utiliza um padréo interno, a recuperagao €
medida como uma relacdo entre as respostas dos analitos e a do padrdo
interno extraido de uma matriz enriquecida e as respostas dos analitos e do

padrao interno quando ndo submetidos ao processo de extracao.

1.5.6 Especificidade

Trata-se da habilidade do método de medir e diferenciar o analito de
componentes que possam estar presentes na amostra, tais como metabdlitos,
impurezas, compostos de degradacao ou componentes da matriz. As amostras
da matriz bioldgica (amostra plasma de referéncia, livres dos analitos) deverao
ser testadas utilizando o procedimento de extragao e as condi¢coes propostas.
Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos com solucao-
padrdo dos farmacos, em concentracdo proxima ao LOQ. Qualquer amostra de

matriz bioldgica de referéncia (branco) que apresentar interferéncia significativa
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no tempo de retencédo dos analitos, metabodlito dos mesmos ou padréo interno,
devera ser rejeitada. Caso uma ou mais das amostras analisadas
apresentarem tal interferéncia, novas amostras de matriz biolégica de
referéncia deverdo ser testadas. Caso uma ou mais destas amostras
apresentarem interferéncia significativa no tempo de retencédo dos farmacos, o
método em ensaio devera ser alterado visando elimina-la. A resposta de picos
interferentes no tempo de retencdo dos farmacos devera ser inferior a 20% da

resposta do LOQ.
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2. Objetivos

- Otimizacao das condi¢cOes eletroforéticas para a analise dos antidepressivos

citalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina;

- Desenvolvimento do meétodo LLE/NACE-UV (extracdo liquido-liquido e
eletroforese capilar com deteccdo na regido ultravioleta) para analise
simultanea dos antidepressivos em amostras de plasma para fins de
monitorizacao terapéutica;

- Validacao analitica do método LLE/NACE-UV padronizado;

- Analise de amostras de plasma de pacientes em terapia com antidepressivos;

- Desenvolvimento do método SBSE/NACE-UV para analise simultdanea dos

antidepressivos em amostras de plasma para fins de monitorizacao terapéutica;

- Validac&o analitica do método SBSE/CE padronizado;

- Andlise de amostras de plasma de pacientes em terapia com antidepressivos

- Desenvolvimento do método MEPS/NACE-UV para analise simultanea dos

antidepressivos em amostras de plasma para fins de monitorizacao terapéutica;

65



- Validac&o analitica do método MEPS/CE padronizado

- Andlise de amostras de plasma de pacientes em terapia com antidepressivos
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3. Materiais e métodos

3.1. Determinacdo de antidepressivos ISRSs em amost ras de plasma por
extracdo liquido-liquido e eletroforese capilar em meio ndo aquoso

(LLE/NACE)

3.1.1.Padrbes analiticos e reagentes

Os padrdes primarios dos antidepressivos foram gentilmente doados por
diferentes laboratorios. A fluoxetina foi doada pelo Laboratério Lilly (S&o Paulo,
Brasil), a paroxetina pela Libbs (Sado Paulo, Brasil) e o citalopram (CIT) e a
sertralina (SER) pela Ciba—Geigy (Sé&o Paulo, Brasil). As solu¢bes padréo
diluidas dos antidepressivos foram preparadas a partir da diluicdo de suas
respectivas solucdes estoques de 1mg mL™* em metanol.

O metanol, n-hexano e acetonitrila, grau HPLC, foram adquiridos do
fornecedor Mallinckrodt (Paris, Kentuky, USA); fosfato de sédio monobasico,
acetato de sodio e acido acético da Mallinckrodt Baker (Xalostoc, México). O
alcool isoamilico foi adquirido da Merck (Darmstadt, Germany). Acetato de
amonio, acetato de sodio, hidroxido de sodio e hidroxido de amdénio foram
adquiridos da Mallinckrodt (Phillipsburg, New Jersey, USA). Acido férmico foi
adquirido da Mallinckrodt Baker (Xalostoc, México) e dodecil sulfato de sodio
(SDS) da Sigma (St Louis, MO, U.S.A.)) A agua utilizada nos ensaios foi

purificada pelo sistema Milli-Q, Millipore (Sao Paulo, Brasil).
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3.1.2. Eletroforese capilar

O equipamento de eletroforese capilar HP3D com detector de arranjo de
diodo (Agilent Technologies,Waldbron, Germany) foi utilizado com capilares de

silica fundida de 75 um de diametro interno com comprimentos variados.

3.1.3. Otimizacao da separacao eletroforética

Antes de iniciar a analise eletroforética, o capilar de silica fundida foi
condicionado com uma solucdo de NaOH 1 mmol L por 2 minutos, em
seguida com agua por 2 minutos e por fim com o solucdo tampédo de analise
por 2 minutos. A injecdo da amostra foi feita hidrodinamicamente por 10
segundos a 6,9 mbar. Em ensaios que nao foi utilizado este procedimento de
injecao, a condigdo modificada foi descrita na legenda da figura. A detecgao UV
foi realizada em 200 nm.

A escolha da voltagem a ser aplicada foi determinada construindo-se um
grafico de Ohm, onde se preencheu o capilar com a solu¢ao tampao utilizada e

variou-se a voltagem aplicada anotando-se os valores de corrente.

3.1.3.1. Avaliacéo de diferentes solucdes de eletrdlito em meio aquoso

Diferentes solu¢cdes tampao foram avaliadas para a obtencdo de
adequada resolucdo dos farmacos em menor tempo de andlise. As solugdes
tampdao avaliadas foram as seguintes: fosfato de sodio (pH 2,0 a 3,2), acetato

de amobnio (pH 3,7 a 5,7), acetato de sdodio (pH 3,7 a 5,7), formiato de amdnio
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(pH 2,7 a 4,7) e formiato de sodio (pH 2,7 a 4,7). As analises foram realizadas
variando-se o pH das solu¢bes tampdo em 0,2 unidades, considerando as
faixas de tamponamento .

A resolucdo dos farmacos também foi avaliada em solugdo tampéo
formiato de amoénio pH 2,9 em diferentes concentracdes (20 a 100 mM). No
entanto, as condicOes eletroforética avaliadas nao resultaram em satisfatoria

separacao dos antidepressivos.

3.1.3.2. Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

A técnica de cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) foi também
avaliada para a separacéo eletroforética dos farmacos.

As analises MEKC dos quatro antidepressivos foram realizadas em
eletrdlito fosfato de sédio 25 mM pH 7,5, dodecil sulfato de sédio 20 mM e
metanol 70:30 (v/v). As condi¢cdes de analise foram: tempo de inje¢do de 10
segundos a 6,9 mbar e 387,6 V/cm com polaridade inversa.

Nessas condi¢cOes descritas, a separagcdo dos quatro antidepressivos
nao foi satisfatoria, decidiu-se entdo avaliar um sistema nao-aquoso, a

eletroforese capilar em meio ndo aquoso.

3.1.3.3. Eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE)

A otimizacdo da separacdo eletroforética foi avaliada em diferentes
concentracbes de acetato de amoénio (10 a 100 mM), mas mantendo-se

constante a concentracdo de &cido acético (2 M) em acetonitrila, tempo de
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injecdo 2s a 6,9 mbar, campo elétrico 478 V/cm, capilar de 75 um de diametro
interno e comprimento total de 41,8 cm, deteccdo em 200 nm.

Embora tenha obtido separacéo satisfatéria nesta condicéo, o eletrdlito
acido fosférico em diferentes concentracdes (0,50 a 1,75 mol L™Y) em
acetonitrila foi também avaliado. A otimizacdo do campo elétrico (300 V/cm —
600 V/cm) também foi realizada.

A Tabela 4 ilustra as condi¢cbes eletroforéticas em meio ndo aquoso
avaliadas para as analises dos antidepressivos. A identificacdo dos farmacos
estudados, nas amostras de plasma, foi realizada pelos tempos de migracéo
destes analitos em solucfes padrdes individualmente injetadas.

Para quantificacdo, utilizou-se o método do padrdo interno (PI). A
mirtazapina foi selecionada como padrdo interno, pois além de possuir
estrutura quimica semelhante aos solutos estudados, atualmente, tem sido
pouco utilizado no tratamento da depressédo, principalmente em associacio
com os antidepressivos, inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina
analisados. O PI tem sido usado como marcador interno para compensar 0s
erros (perda dos farmacos) originados no preparo das amostras e em razéo

das variacdes da instrumentacdo analitica que podem alterar a area do pico.
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Tabela 4. Condicbes eletroforéticas em meio ndo-aquoso empregadas na

analise dos antidepressivos.

Capilar com 75 pm de diametro
Coluna
interno

Acido fosférico em acetonitrila (0,50 a
Eletrélito de separacéo

1,75 mol L)
Comprimento de onda 200 nm
Modo e tempo de injecao Hidrodinamico 5 e 10 s a 6,9 mbar
Campo elétrico (300-600 V/cm)

2 min NaOH 1 mmol L*
Pré-condicionamento 2 min H>,O

2 min eletrolito de separagéo

3.1.4. Amostras de plasma

As amostras de plasma de referéncia (branco), livres dos farmacos em
analise, e sorologia negativa para hepatite B e C, HIV, chagas, HTLV l/ll, TGP
e sifilis foram cedidas pelo Hemocentro do Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto — USP. J& as amostras dos pacientes foram coletadas de pacientes
idosos (acima de 60 anos) em terapia com antidepressivos nas ultimas duas
semanas. Estas coletas foram realizadas de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.
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3.1.5. Extracao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido consistiu da adicdo de 50 yuL de mirtazapina
(100 pg mL™? padrdo interno), 200 pug NaCl, 200 L de solucédo tamp&o borato
50m M (pH 9) e 3 mL hexano/alcool isoamilico (99:1, v/v) em 1 mL de plasma.
Apos 30 min de agitacdo em um agitador mecéanico e apds centrifugacéo a
1000 x g por 10 min, a fase organica foi transferida para um tubo e o solvente
organico evaporado sob um fluxo de nitrogénio. Ao residuo seco foi adicionado
50 L de acetonitrila.

Um esquema demonstrando todas estas etapas € apresentado na

Figura 9.
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- 1 mL de plasma

- 200pug de NaCl

- mirtazapina (padréo interno)

- 500puL de solucéo tampéao borato 50 mM (pH 9)
- solug&o de antidepressivo em concentragao cafdneci

- 3 mL hexano/alcool isoamilico (99:1, v/v)

- agitacao por 30 min
- centrifugacdo 10 min

Fase organicg

antidepressivos

- evaporagéao
- ressuspensao em [0 acetonitrila

Fase aquosa

- injecao hidrodinamica
- aplicacdo de campo elétrico

deteccao UV

Figura 9. Esquema das etapas da LLE dos antidepressivos do plasma.
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3.1.6 Validacao analitica do método LLE/NACE-UV pad ronizado

3.1.6.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade da metodologia desenvolvida, amostras
de plasma branco de referéncia de diferentes procedéncias foram analisads
nas condicbes LLE/NACE padronizadas. Os tempos de migracdo dos
compostos endogenos das amostras biolégicas foram comparados com o0s

tempos de migracao dos antidepressivos.

3.1.6.2 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade foi construida uma curva analitica para
cada farmaco, ou seja, razdo entre areas dos picos dos antidepressivos e
padrdo interno “versus” concentracdes dos farmacos adicionados. Para a
elaboragdo destas curvas foram utilizados com os valores médios dos ensaios
LLE/NACE de amostras de plasma branco de referéncia enriquecidas com os

ISRSs em diferentes concentracdes, considerando o intervalo terapéutico.

3.1.6.3. Precisao

A precisao representa o grau de repetitividade entre os resultados de
analises individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa
mesma amostra homogénea, em idénticas condicdes de ensaio °. A

repetibilidade do método foi determinada em um mesmo dia (preciséo intra
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ensaio) e em dias diferentes (precisdo inter ensaio), em trés niveis de
concentracoes.

A preciséao foi ilustrada pelo coeficiente de variacao (CV) dos resultados
das analises realizados em replicatas, n=>5.

O CV foi calculado usando a Equacéao 3:
cv@s)=£ 100 ;
(%)= ? equacéo 3

Onde:
p representa o desvio padréo das medidas e

X a concentracao meédia determinada.
3.1.6.4 Limites de quantificagédo e deteccao

Os limites de deteccéao foram avaliados por meio de diluicdes sucessivas
das solucfes dos farmacos. Definiu-se a altura do ruido como sendo a maxima
variagdo da linha de base na regido de obtengdo do sinal referente ao

composto de interesse %2

Os limites de deteccdo dos farmacos foram
estabelecidos como as concentra¢des que geraram picos com sinais analiticos
superiores a trés vezes o sinal do ruido da linha de base %,

Os limites de quantificagdo do método LLE/NACE foram estabelecidos

como as menores concentragdes plasmaticas determinadas com precisdo com

CV < 20%.
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3.1.6.5. Recuperacao

Os valores de recuperacdo do método LLE/NACE foram determinados
comparando-se as areas dos picos dos farmacos obtidas nos ensaios por
injecdo direta de solucdes padrédo no sistema NACE-UV, com as obtidas apos
os ensaios LLE/NACE de amostras de plasma enriquecidas os antidepressivos.

Para os calculos de recuperacédo, trés niveis de concentracdo foram

avaliados: baixa, média e alta. A recuperacao relativa foi estimada segundo a

equacéao 4
A
Rec = h (100 equacéao 4
a3
Apip
Onde

Aae € area do pico do soluto na amostra extraida;
Apie € a area do pico padrédo interno na amostra extraida;
Agp € a area do pico do soluto em solucéo e

Apip € a area do pico do padréo interno em solugao.
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3.1.6.6. Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados e um valor aceito como referéncia *%*.

A exatidao foi estimada em trés niveis de concentracdo (baixa, média e
alta), contemplando o intervalo terapéutico dos farmacos, realizando-se no
minimo cinco determinacdes para cada farmaco . O desvio ndo devera
exceder 15%, exceto para o LQ, para o qual se admitem valores menores ou
iguais a 20%.

Assim sendo, os valores de areas obtidos para cada farmaco no céalculo

da precisdo inter ensaio foram utilizados para o calculo da exatidao,

empregando-se a Equacéao 5

exatidaq%) = % [100 equacéo 5

Onde:
X representa a concentracdo meédia determinada para o soluto com base na
curva analitica e;

CT representa a concentracao teorica (adicionada).
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3.2. Determinacao de antidepressivos ISRSs em amost ras de plasma por
extracdo sortiva em barra de agitacdo e eletrofores e capilar em meio nao

aguoso (SBSE/NACE)

3.2.1 Condicionamento SBSE

As barras de agitacdo magnética revestida com polidimetilsiloxano, 0,5
mm de espessura e 10 mm de comprimento, foram adquiridas do fornecedor
Gerstel GmbH (Mdlheim Ruhr, Alemanha). Antes de ser utilizada nas
extracbes, as barras foram condicionadas por 24 horas em metanol, sob
agitacdo; entre as extracdes sucessivas, as barras SBSE foram lavadas com

metanol por 30 min a 50 °C, sob agitagao.

3.2.2. Condicdes eletroforéticas

As andlises eletroforéticas foram realizadas em um equipamento de
eletroforese capilar Beckman P/ACE System MDQ instrument 5500 CE
Instruments com detector de arranjo de diodos (UV-Vis) e um capilar de silica
fundida (40 cm de comprimento e 75 um de diametro interno).

Antes de iniciar a analise no eletroforese capilar, o capilar de silica
fundida foi condicionado com uma solucdo de NaOH 1 mmol L™ por 2 minutos,
em seguida com agua por 2 minutos e por fim com solugédo tampéao de analise
por 2 minutos. A injecdo da amostra foi feita hidrodinamicamente por 10

segundos a 6,9 mbar. Em ensaios que nao foram utilizados este procedimento
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de injecao, a condicdo modificada foi descrita na legenda da figura. A deteccéo
UV foi realizada em 200 nm.
Para quantificacdo, utilizou-se o método do padrdo interno (PI). A

mirtazapina foi selecionada como padréo interno.

Tabela 5. Condicdes eletroforéticas empregadas na analise dos

antidepressivos.

Capilar com 75 pm de diametro
Coluna
interno

Acido fosférico (1,25 mol L) em
Eletrélito de separacéo

acetonitrila
Comprimento de onda 200 nm
Modo e tempo de injecao Hidrodinamico 10 s a 6,9 mbar

2 min NaOH 1 mmol L*
Pré-condicionamento 2 min H20

2 min eletrolito de separacao

3.2.3 Otimizacao do processo SBSE

Para obtengcdo de um processo eficiente de SBSE varias variaveis foram
otimizadas. A primeira variavel foi a influéncia do pH da amostra. Para essa
finalidade, as amostras de plasma enriquecidas com os antidepressivos foram
diluidas em solucdo borato (0,05 mol L") em cinco diferentes valores de pH:

7,0: 8,0, 9,0; 10,0 e 11,0.
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Para a extracdo dos farmacos, a barra PDMS foi inserida em um frasco
de pirex (15 mL), contendo 800 pL de plasma enriquecido com os
antidepressivos na concentracdo de 500 ng mL™ e 4 mL da solucdo tamp&o. A
extracdo foi realizada a temperatura de 50 °C com agitacdo magnética de 1000
rpm por 45 minutos. Apés o processo de extracdo, a barra de agitacdo foi
retirada do frasco com o auxilio de uma pinc¢a e ligeriamente seca em lenco de
papel, antes da dessor¢éo dos solutos.

Os tempos de extracdo de 15, 30, 45 e 60 mintuos foram avaliados
concomitantemente as variacdes de temperatura de 38, 50, 60, e 70 °C.

Para a dessorgdo dos farmacos, a barra de PDMS foi colocada em um
frasco contendo solvente organico. Esse processo foi realizado a 50 °C e sob
agitacdo de 1000 rpm. O tempo de dessorcédo foi avaliado em diferentes
intervalos de 15, 30, 45 e 60 minutos. O extrato resultante foi evaporado a

secura e ressupenso com 50uL de acetonitrila.

3.2.4 Validacao analitica do método SBSE/NACE-UV pa ra analise

simultanea de antidepressivos

O método SBSE/NACE-UV foi validado segundo normas da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Conforme ja mencionado

anteriormente.
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3.3. Determinacdo de antidepressivos ISRSs em amost ras de plasma por
micro extragdo em sorvente empacotado e eletrofores e capilar em meio

nao aquoso (MEPS/NACE)

3.3.1. Condicdes de analise MEPS/CE-UV

Para as analises ap0s extracdo com MEPS, as mesmas condi¢des
eletroforéticas foram mantidas (descritas anteriormente nas analises

SBSE/NACE).

3.3.2. Pré-preparo da amostra biolégica

As amostras de plasma foram diluidas com solucdo tampéo para
minimizar o efeito da matriz. Assim, em 400 pL de plasma foram adicionados a
400 pL de solucdo tampao (50 mmol L™).

As solucbes tampéao de fosfato (pH 4,0; 5,5; 7,0 e 9,0) e solucéo borato

pH 9) foram avaliadas.

3.3.3 Procedimento MEPS

A otimizacdo das variaveis MEPS foi realizada, em triplicata, com
amostras de plasma enriquecidas com solugdo padrdo dos antidepressivos
(500 ng mL™).

A microsseringa MEPS de 250 uL e sorvente de fase mista: C8/trocador

de cétions, 2 mg, foi doada pela SGE (Melbourne, Australia). Este sorvente
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possui particulas com uma média de tamanho de 50 um e porosidade nominal
de 60 A.

Antes de usar o sorvente pela primeira vez, 0 mesmo foi condicionado
manualmente com 250 pL de metanol, seguido de 250 puL de agua.
Posteriormente, a amostra de plasma enriquecida com solu¢do dos farmacos
foi diluida com solugcéo tampé&o e manualmente aspirada através do sorvente e
dispensada no mesmo frasco uma ou mais vezes (pré- concentracdo dos
analitos). A fase solida foi lavada uma vez com 100 pL de acido formico 0,1%
em Aagua para remover proteinas e outros compostos interferentes. A
dessorgdo foi efetuada com 150 pL de eletrélito de separacdo em um Unico
ciclo. O solvente foi evaporado sob um fluxo de nitrogénio e ao residuo foi
adicionado 50 uL de acetonitrila. O antidepressivo mirtazapina (1 pL) foi
adicionado as amostras como padréo interno.

O sorvente foi usado para multiplas extragbes. Para aumentar o tempo
de vida da fase extratora, esta foi lavada 3 vezes com 250 uL de agua seguido
por 250 uL de solucdo aquosa de acido formico (0,1%) e 250 pL de metanol,
entre as extracdes. Esta etapa permitiu, além da minimizacdo do efeito de
memodria, o condicionamento do sorvente para a extracao seguinte.

A influéncia do pH da amostra na eficiéncia do processo MEPS foi
avaliada e para isso, diferentes valores de pH foram investigados: 4,0; 5,5; 7,0

e 9,0 com soluc¢bes tampéo adequadas.
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O volume de amostra aspirar-dispensar (50, 100 e 250 pL) e o numero
de ciclos aspirar-dispensar também foram avaliados para assegurar adequada
eficiéncia do processo MEPS.

A dessor¢do dos analitos foi realizada em uma Unica etapa com 150 pL

de tampéo fosfato 50 mmol L™ pH 4,5 e metanol (v/v 55:45).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo de antidepressivos ISRSs em amost ras de plasma por
extracdo liquido-liquido e eletroforese capilar em meio ndo aquoso

(LLE/NACE)

4.1.1. Otimizacao da separacao eletroforética

4.1.1.1. Avaliacdo de diferentes solugdes de eletrolito em meio aquoso

Os farmacos estudados apresentam um grupo amino que pode ser
protonado empregando-se um tampao acido. Por esta razado, varias solucdes
tampao com diferentes valores pH foram avaliadas, para obter resolucéo
adequada na separacao simultdnea dos quatro antidepressantes.

Em valores de pH mais acidos, os antidepressivos migraram em direcao
ao detector como ions positivamente carregados de acordo com a razéo

massa/carga. A Tabela 6 mostra os valores de pKa e massas moleculares.

Tabela 6. Valores de pKa e massas moleculares dos antidepressivos *%°.

Antidepressivos Massa molecular pKa
Fluoxetina 309,30 8,7
Citalopram 324,39 9,5
Sertralina 308,25 9,5
Paroxetina 329,36 9,9
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Para a obtencédo de adequada resolucéo dos farmacos, foram avaliados
as solucdes tampao de fosfato de sodio (pH 2,0 a 3,2), acetato de amonio (pH
3,7 a 5,7), acetato de sédio (pH 3,7 a 5,7), formiato de aménio (pH 2,7 a 4,7) e
formiato de sodio (pH 2,7 a 4,7). As analises foram realizadas variando-se o pH
das solugbes tampdo em 0,2 unidades, considerando as faixas de
tamponamento . A Figura 10 apresenta alguns resultados obtidos nas
diferentes solucbes tampéo avaliadas.

O pH teve grande influéncia na separacao desses antidepressivos. No
entanto, adequada resolucédo dos analitos nédo foi obtida com a variacdo deste
parametro. O tamanho e forma dos analitos sdo os principais fatores que
governam a mobilidade eletroforética. A co-migracdo dos analitos pode ser
atribuida a similaridade do tamanho molecular (ou massa molecular) e

geometria molecular *?°.
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Figura 10. Eletroferogramas obtidos da analise dos antidepressivos em: A)
tampdao fosfato de sodio; B) tampédo acetato de amonio; C) tampéo acetato de

sédio e D) tampéao formiato de sédio.

Empregando-se o tampéao formiato, observou-se uma grande melhora na
separacdo dos analitos, em comparacao as separacdes obtidas em solucdes
tampdo de fosfato e de acetato. Diferentemente dos demais resultados, em
tampdao formiato de amonio, nos valores de pH 2,7, 2,9 e 3,1, e em solucéo
tampdo de acetato de amoénio em pH 3,7 observou-se a separacao dos 4

farmacos. No entanto, os antidepressivos continuaram co-migrando.
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A Figura 11 ilustra o melhor eletroferograma obtido, dentre os avaliados,
para a separacao simultdnea dos antidepressivos em solucdo tampao formiato

de amonio na concentracdo 50mM e em pH de 2,9.

15 4

pH 2,9 3

10 2

mAU

T T T T T T T T T T T
4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0

tempo (min)

Figura 11. Eletroferograma obtido da andlise dos antidepressivos em solugéo
tampao formiato de amoénio 50 mM em pH 2,9. Tempo de inje¢do 2 s a 6,9
mbar e campo elétrico de 300 V/cm. Ordem de migracao dos antidepressivos:

1°) sertralina; 2°) paroxetina; 3°) fluoxetina e 4°) citalopram.

A ordem de migracao dos analitos pode ser claramente visualizada na
Figura 12, onde cada analito foi analisado separadamente em solu¢ao tampéao
formiato de amoénio em pH 2,9. Pode-se observar que os antidepressivos

paroxetina e sertralina apresentaram proximas velocidades de migracao.
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Figura 12. Eletroferogramas dos antidepressivos analisados separadamente
em solucao tampéao formiato de amoénio 50 mM pH 2,9. Tempo de injecdo 2 s a

6,9 mbar e campo elétrico de 300 V/cm.

A Figura 13 ilustra os valores da resolucdo eletroforética dos
farmacos em solucdo tampéao formiato de aménio 50 mM em diferentes valores

de pH (2,7 a 4,1).
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Figura 13. Resolucao eletroforética dos farmacos em solucdo tampéao formiato

Q_)/

de amo6nio 50 mM em diferentes valores de pH (2,7 a 4,1). R1 corresponde

Q_)/

resolucdo entre os picos 1(sertralina) e 2 (paroxetina); R2 corresponde

Q_)/

resolucdo entre os picos 2 (paroxetina) e 3(fluoxetina); e R3 corresponde

resolucao entre os picos 3(fluoxetina) e 4 (citalopram).

A concentracéo da solugao tampéao de formiato de aménio em pH 2,9 foi
também otimizada. A Figura 14 ilustra os valores das resolu¢gfes determinadas
para as separagdes dos farmacos em solugcdo tampéo formiato de aménio pH
2,9 em diferentes concentragbes (20 a 100 mM). Pode-se observar que a
solugdo tampé&o de formiato de amoénio pH 2,9 na concentracdo de 40 mM

apresentou os melhores valores de resolucdo para os farmacos.
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Figura 14. Valores de resolugéo para as separagdes dos farmacos em solucéo
tampao formiato de amonio pH 2,9 em diferentes concentracées (20 a 100
mM). R1 corresponde a resolucdo entre os picos 1(sertralina) e 2 (paroxetina);
R2 corresponde a resolucao entre os picos 2 (paroxetina) e 3(fluoxetina); e R3

corresponde a resolucao entre os picos 3(fluoxetina) e 4. (citalopram).

A Figura 15 ilustra a melhor separacédo eletroforética obtida em solucéo
tampao de formiato de aménio 40 mM, pH 2,9. No entanto, esta condicao

eletroforética ndo resultou em satisfatoria separacdo dos antidepressivos.
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Figura 15. Eletroferograma obtido em solucdo tampao formiato de amonio 40
mM em pH 2,0. Tempo de injecdo 2 s a 6,9 mbar e campo elétrico de 300
V/cm. Ordem de migracdo dos antidepressivos: 1°) sertralina; 2°) paroxetina;

3°) fluoxetina e 4°) citalopram.

4.1.1.2. Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

Tendo como base o artigo de Pucci et al. **’, a técnica de cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) foi avaliada com o eletrélito fosfato de sédio com
valor de pH relativamente alto, de maneira a proporcionar fluxo eletroosmotico

forte, transportando assim os analitos na direcdo do catodo.

A Figura 16 ilustra o eletroferograma obtido para os antidepressivos

utilizando-se a técnica de cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).
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Contudo, mesmo nessas condi¢cdes nédo foi possivel a separacdo simultanea de

todos os antidepressivos.

124

104

mAU

0 . , . , . , . , . ,
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tempo (min)

Figura 16. Eletroferograma da analise MEKC dos quatro antidepressivos
utilizando-se o eletrdlito fosfato de sodio 25 mM pH 7,5, dodecil sulfato de sédio
20 mM e 30% de metanol. Condicfes de analise tempo de injecdo 10 segundos
a 6,9 mbar e campo elétrico de 387,6 V/cm com polaridade inversa. Pico 1
corresponde ao citalopram e paroxetina; pico 2 corresponde a fluoxetina e

sertralina.

Como a separacao satisfatoria dos quatro antidepressivos nao foi obtida

nas condi¢cdes descritas, decidiu-se entdo avaliar um sistema nao-aquoso, a

eletroforese capilar em meio ndo aquoso .
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4.1.1.3. Eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE)

Avaliacdo de diferentes solucdes de eletrdlito

Dando continuidade a otimizacdo da separacao eletroforética, a NACE
foi avaliada em diferentes concentracdes de acetato de aménio (10 a 100 mM),
mas mantendo-se constante a concentragdo de acido acético (2 mM) em
acetonitrila.

Pode-se observar que o aumento da concentracao de acetato de amoénio
favoreceu a resolucdo dos antidepressivos, entretanto aumentou o tempo de
analise, em razdo da reducdo do fluxo eletrosmoético. O aumento da
concentragdo de acetato de amonio aumentou a forga idnica do meio, fato
verificado pelo aumento da corrente nas analises NACE, causando reducdo na
dupla camada elétrica. Consequentemente, o potencial zeta diminui, resultando
em decréscimo no fluxo eletroosmético *%2.

As melhores condi¢cdes, entre as avaliadas, para a analise dos
antidepressivos em amostras de plasma, foram as seguintes: 100 mM acetato
de amonio, 2 M &cido acético em acetonitrila; tempo de inje¢do 2 s a 6,9 mbar,
campo elétrico 478 V/cm, capilar de 75 pum de didametro interno e comprimento
total de 41,8 cm, deteccdo em 200 nm.

A Figura 17 apresenta o eletroferograma obtido em meio ndo aquoso
para separagdo dos quatro antidepressivos. Podemos observar que a
separacao dos quatro antidepressivos foi obtida com adequada resolucdo em

meio Nao aquoso.
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Figura 17. Eletroferograma da andlise NACE dos quatro antidepressivos em
meio ndo aquoso. Condi¢des: 100 mM acetato de amodnio, 2 M &cido acético
em acetonitrila; tempo de injecdo 2s a 6,9 mbar, campo elétrico 478 V/cm. (1)

sertralina; (2) fluoxetina; (3) citalopram e (4) paroxetina.

Embora tenha obtido separacéo satisfatoria dos quatros antidepressivos
em solucdo de acetato de aménio e &acido acético em acetonitrila, novos
experimentos foram realizados utilizando-se o eletrélito acido fosfoérico (0,50 a
1,75 mol L") em acetonitrila, para se obter uma separacdo com melhor
resolucédo eletroforética.

A Figura de 18 ilustra os eletroferogramas obtidos para as separacdes
dos antidepressivos em diferentes concentragcbes de &cido fosférico em

acetonitrila. Nestas condicbes, pbde-se observar que o0 aumento da
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concentracdo de &cido fosférico de 0,50 a 1,25 mol L™ favoreceu a separacao
(resolucéo) dos antidepressivos. Entretanto, em concentracdes molares de
acido fosférico maiores que 1,25 mol L™ observou-se o alargamento dos picos,
diminuindo a eficiéncia da separacdo dos antidepressivos. Portanto, a
concentracdo de 1,25 mol L™ de &cido fosférico foi selecionada como valor
Otimo para os experimentos posteriores. P6de-se observar também que com a
troca de eletrélito de separacdo, mudou a ordem de migracdo dos analitos.

Fato este que pode ser explicado pela diferenca de ionizac&do das espécies.
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Figura 18. Eletroferogramas obtidos nas analises dos antidepressivos em
diferentes concentracoes de acido fosférico em acetonitrila. Condi¢cdes de
analise: injecdo 10 s a 6,9 mbar; campo elétrico 300 V cm-1. Ordem de
migracdo dos antidepressivos: 1°) sertralina; 2°) fluoxetina; 3°) citalopram e 4°)

paroxetina.

Otimizacdo do campo elétrico

A Figura 19 ilustra os eletroferogramas obtidos nas andlises dos

antidepressivos variando-se o campo elétrico de separacdo (300 V/icm —
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600 V/cm). Observou-se que o aumento na tensdo aplicada aumentou a

eficiéncia da separacéo dos farmacos de interesse.
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Figura 19. Eletroferogramas obtidos da analise dos quatro antidepressivos em
meio ndo-aquoso de &cido fosférico 1,25 mol L™ em acetonitrila variando-se o
campo elétrico: A) 300 V/icm; B) 400 V/cm; C) 500 V/icm e D) 600 V/cm.
Condicoes de andlise: injecdo 10 s a 6,9 mbar. Ordem de migracdo dos

antidepressivos: 1°) sertralina; 2°) fluoxetina; 3°) citalopram e 4°) paroxetina.

A Figura 20 apresenta o grafico de Ohm tracado para a solucéo de acido
fosforico (1,25 mol L) em acetonitrila. O campo elétrico maximo que pode ser
aplicado utilizando-se esta solucdo é de 500 V/cm. Acima desse valor ha um

aumento da temperatura no interior do capilar resultando na diminuicdo da
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viscosidade da solugdo. Como consequéncia, ocorre o alargamento dos picos,

tempos de migracdo irreprodutiveis, decomposicdo da amostra e

descontinuidade da corrente elétrica através do capilar *°.

500 V/cm
20

15

S

10

Corrente (UA)

T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Campo elétrico (V/cm)

Figura 20. Gréfico de Ohm obtido para a solucdo de &cido fosforico

(1,25 mol L.

As melhores condig8es eletroforéticas, entre as avaliadas, para a analise
dos antidepressivos (citalopram, paroxetina, fluoxetina e sertralina) em
amostras de plasma, empregando a técnica NACE-UV foram as seguintes:
eletrélito de separacdo com 1,25 mol L™ de &cido fosférico em acetonitrila,
injecdo hidrodindmica 10 s a 6,9 mbar, campo elétrico de 500 V/cm e A=200

nm.
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4.1.2. Validacéo analitica do método LLE/NACE-UV pa ra a determinacao

dos ISRSs em amostras de plasma

4.1.2.1 Seletividade

A seletividade do método LLE/NACE foi demonstrada pelos
eletroferogramas representativos (Figura 21) das analises de amostra de
plasma branco de referéncia e amostra de plasma branco de referéncia
enriquecida com antidepressivos na concentracdo de 500 ng mL™. Estes
eletroferogramas ilustram a capacidade do método em quantificar os
antidepressivos na presenca de compostos endogenos do plasma, ou seja, nos
tempos de migracdo dos analitos ndo foram observados picos interferentes.
Amostras de plasma de diferentes procedéncias foram avaliadas.

Os sinais analiticos dos possiveis interferentes foram inferiores a 20%
do sinal analitico dos farmacos em concentragdo que representam o limite de

quantificacéo.
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Figura 21. Eletroferogramas LLE/NACE. A) amostra de plasma branco de
referéncia enriquecida com os fArmacos na concentracdo de 500 ng mL™. B)
amostra de plasma branco de referéncia. (1) Sertralina, (2) fluoxetina, (3)
citalopram, (4) paroxetina e (5) mirtazapina, como padréo interno. Condi¢des
de andlise: injecdo 10 s a 6,9 mbar; campo elétrico 500 V cm™, eletrélito de

separacao: acido fosférico 1,25 mol L™ em acetonitrila.

4.1.2.3 Linearidade, limite de deteccéo (LOD), limite de quantificacao (LOQ) e

recuperacao relativa
Os valores de LOQ foram determinados como concentracoes
plasmaticas que resultaram em sinal analitico 10 vezes maior que o do ruido da

linha de base; e precisao analitica com desvio padrao relativo (RSD) inferior a

100



20%. Os valores de LOD foram estipulados como sendo as menores
concentracfes dos antidepressivos que resultaram em sinais analiticos 3 vezes
superior ao ruido da linha de base. A tabela 6 apresenta os valores de LOQ e
LOD obtidos para o método LLE/NACE para os quatro farmacos.

Os coeficientes de correlacéo (r) e equacdes das curvas analiticas no
intervalo de concentracdo plasmatica de LOQ a 500 ng mL™' estdo
apresentados na Tabela 7. Os coeficientes de correlacéo, obtidos pelo método
dos minimos quadrados, para avaliacdo da linearidade do método foram
maiores que 0,99, ou seja, 0 método apresentou linearidade na faixa de
concentracdo LOQ a 500 ng mL™. Os coeficientes de correlacdo obtidos sdo
condizentes com os critérios preconizados pela ANVISA que estabelecem
como aceitaveis coeficientes de correlacdo igual ou superior a 0,980 para
métodos bionaliticos.

Os valores de recuperacao relativa para os analitos ficaram em torno de
90% (Tabela 7). Como preconizado pela ANVISA, as porcentagens de
recuperagdo proximas a 100% sdo desejaveis, porém, admitem-se valores

menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata.
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Tabela 7. Parametros de validacéo analitica do método LLE/NACE padronizado

para analise simultanea dos antidepressivos em amostras de plasma.

Linearidade LOD LOQ
Farmaco Recuperacao
LOQ — 500 ng mL™ (ngmL™)  (ng mL™)
(%)
Inclinacdo Interseccéo r

Sertralina 6,21 x 10 0,0024 0,9980 10 20 92
Fluoxetina 3,7 x 10 0,0554 0,9981 5 15 91
Citalopram 2,23 x 10™ -0,0027 0,9990 15 30 93
Paroxetina 9,07 x 10 -0,0042 0,9966 10 20 93

Os ensaios de precisao intra-ensaio e interensaio apresentaram valores

RDS menores que 10 % para todas as concentracoes avaliadas (50, 150 e

500 ng mL-1), como apresentados na Tabela 8.

Segundo as normas da ANVISA, o desvio ndo devera exceder 15%,

exceto par o LQ, para o qual se admitem valores menores ou iguais a 20%.

A exatiddo avaliada em trés diferentes niveis de concentracao

apresentou valores proximos a 100% (Tabela 8).
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Tabela 8. Precisdo e exatiddo do método LLE/NACE padronizado para a

analise simultanea dos antidepressivos em amostras de plasma, n=5.

Concentragao Preciséo Preciséo o
Antidepressivos adicionada intra-ensaio inter-ensaio Exatidao

(ng mL ™) RDS (%) RDS (%) ()

50 8,1 9,0 94

Sertralina 200 4,7 7,1 97
500 1,3 4,2 100

50 8,2 8,8 95

Fluoxetina 200 59 7,8 96
500 2,0 3,2 98

50 7,8 9,4 97

Citalopram 200 6,2 6,9 97
500 2,8 51 101

50 8,5 10,3 96

Paroxetina 200 5,2 7,8 98
500 3,0 54 99

Para avaliar a eficiéncia do método proposto para fins de monitorizacao
terapéutica, o protocolo descrito foi aplicado na analise de amostras de plasma
de quatro diferentes pacientes idosos em terapia com os antidepressivos. A
Figura 22 apresenta os eletroferogramas de amostras de plasma de pacientes

em terapia com 0s antidepressivos.
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Figura 22. Eletroferogramas LLE/NACE de amostras de plasma de pacientes
em terapia com o0s antidepressivos. Concentracdes determinadas A) (1)
Sertralina (215 ng mL™); B) (2) fluoxetina (22 ng mL™); C) (3) citalopram
(284 ng mL™); D) (4) paroxetina (313 ng mL™) e (5) padréo interno. Condicdes
de anélise: injecdo 10 s a 6,9 mbar; campo elétrico 500 V cm™, eletrdlito de

separacao: acido fosférico 1,25 mol L™ em acetonitrila.

Desta forma, baseado nos parametros de validacao avaliados e nos
eletroferogramas (Figura 22), o método LLE/NACE-UV padronizado podera ser
empregado para fins de monitorizacao terapéutica de pacientes em tratamento

com os antidepressivos (sertralina, fluoxetina, citalopram e paroxetina).
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4.2 Determinacédo de antidepressivos ISRSs em amostr as de plasma por
extracdo sortiva em barra de agitacdo e eletrofores e capilar em meio nao

aguoso (SBSE/NACE)

4.2.1 Padronizacado do método SBSE/NACE-UV para anal ise simultanea de

antidepressivos

As variaveis pH, tempo e temperatura de extracao e de dessorcao foram
otimizadas para obtencdo de um processo eficiente de extracdo em menor
tempo de andlise. A otimizacdo das variaveis SBSE foi baseada no equilibrio
de sorcdo (particdo) dos farmacos entre a fase polimérica (PDMS) e matriz
bioldgica.

A espessura do revestimento do polimero, o volume da amostra e a
velocidade de agitacdo influenciam o tempo de equilibrio de extracéo **°, sendo
assim, para a otimizacdo do equilibrio de sorcdo SBSE, essas variaveis foram
mantidas constantes.

A otimizacdo foi acompanhada por medidas de areas dos picos do

soluto em funcéo das variaveis avaliadas.

4.2.2 Otimizacao do tempo e da temperatura de extra ¢ao

Com o aumento da temperatura, o processo de difusdo dos solutos da
matriz aquosa para a fase polimérica é favorecido, resultando em menor tempo
de extracdo. Contudo, tal aumento de temperatura também pode diminuir a

constante de particdo do farmaco entre o revestimento PDMS e a fase
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aquosa **. Assim, encontrar a melhor temperatura, para um menor tempo de
analise e sensibilidade analitica adequada é muito importante quando se utiliza
a técnica SBSE.

Neste estudo as variaveis tempo (15 min a 60 min) e temperatura (38 a
70°C) de extragdo foram otimizadas concomitantemente (Figuras 23 a 27), com
o objetivo de avaliar adequadamente a influéncia dessas variaveis no processo
SBSE. Segundo os gréaficos obtidos, as extracdes realizadas em 45 minutos a
50°C apresentaram maior sensibilidade analitica para todos os antidepressivos
avaliados.

De acordo com os resultados obtidos, o aumento da temperatura de
38°C para 50 °C aumentou consideravelmente a sensibilidade analitica para
todos os farmacos, porém a continuidade desse aumente na temperatura de 50
°C para 60 °C e posterimente 70 °C ndo apresentou 0 mesmo comportamento.
As extracGes realizadas na temperatura de 70 °C foram menos eficientes para

todos os antidepressivos em estudo.
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Figura 23. Avaliagdo do tempo e temperatura na eficiéncia do processo SBSE

para o antidepressivo sertralina. A amostra de plasma foi enriquecida com o

antidepressivo (500 ng mL™) e diluida com solucdo tamp&o borato 0,05 mol L™

pH 9,0. Condicdes eletroforéticas: eletrolito de separacdo 1,25 M de &cido

fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V cm™; injecéo hidrodinamica

por 10 s 6,9 mbar.
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Figura 24. Avaliagdo do tempo e temperatura na eficiéncia do processo SBSE
para o antidepressivo paroxetina. A amostra de plasma foi enriquecida com o
antidepressivo (500 ng mL™) e diluida com solucdo tamp&o borato 0,05 mol L™
pH 9,0. Condicdes eletroforéticas: eletrolito de separacdo 1,25 M de &cido
fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V cm™; injecéo hidrodinamica

por 10 s a 6,9 mbar.
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Figura 25. Avaliagdo do tempo e temperatura na eficiéncia do processo SBSE
para o antidepressivo fluoxetina. A amostra de plasma foi enriquecida com o
antidepressivo (500 ng mL™) e diluida com solucdo tamp&o borato 0,05 mol L™
pH 9,0. Condicdes eletroforéticas: eletrolito de separacdo 1,25 M de &cido
fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V cm™; injecéo hidrodinamica

por 10 s a 6,9 mbar.
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Figura 26. Avaliacdo do tempo e temperatura na eficiéncia do processo SBSE
para o antidepressivo citalopram. A amostra de plasma foi enriquecida com o
antidepressivo (500 ng mL™) e diluida com solucdo tamp&o borato 0,05 mol L™
pH 9,0. Condi¢cGes eletroforéticas: eletrélito de separacdo 1,25 M de acido
fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V cm™; injecéo hidrodinamica

por 10 s a 6,9 mbar.
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Figura 27. Avaliagdo do tempo e temperatura na eficiéncia do processo SBSE
para o antidepressivo mirtazapina. A amostra de plasma foi enriquecida com o
antidepressivo (500 ng mL™) e diluida com solucdo tamp&o borato 0,05 mol L™
pH 9,0. Condicdes eletroforéticas: eletrolito de separacdo 1,25 M de &cido
fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V cm™; injecéo hidrodinamica

por 10 s a 6,9 mbar.

Para conservar a integridade fisico-quimica das amostras, temperaturas
superiores a 70 °C nao foram avaliadas. Na temperatura de 38 °C, pode-se
observar que o equilibrio de sor¢cdo nado foi atingido no intervalo de tempo
avaliado para todos os antidepressivos estudados.

Os trabalhos escritos a seguir ilustram a influéncia das variaveis SBSE
na eficiéncia do processo de extracao, com destaque o tempo e temperatura de

extracao.

111



Bichhi e colaboradores *** estudaram a influencia do Kow, 0 volume de
amostra e o volume de fase extratora no tempo de extracdo utilizando trés
pesticidas. Os resultados obtidos pelos autores indicaram que para baixo
volume de amostra empregando fases extratoras com 20, 40 e 110 pL de
PDMS obteve-se boa correlacdo entre os valores estimados pelos valores de
Kow. Contudo, com volumes grandes de amostra, 1 L e 5 L, essa correlacdo
ndo foi observada. Para volumes pequenos de amostra (100 mL), o equilibrio
de sorc¢édo foi atingido em 6 h e para amostras de 1L, o equilibrio foi observado
apos 24 h de extragéo.

Em estudos realizados por Stopforth e colaboradores ® para analise de
4-hidroxinonenal em amostras de urina, observou-se que o aumento da
temperatura acima de 50°C reduziu a eficiéncia de extracdo e aumento o
tempo de analise.

Esses pesquisadores também avaliaram amostras ** de testosterona e
epitestosterona em pacientes HIV positivos, e observaram comportamento
similar em relacdo ao aumento gradual da temperatura. Assim, empregando
temperaturas acima de 50 °C, os resultados obtidos mostraram uma redugdo
nas areas dos picos para a epitestosterona e um aumento insignificante para a

testosterona.

4.2.3 Influéncia do pH da amostra

O pH da matriz aquosa € um parametro muito importante na otimizacao
do processo SBSE uma vez que os farmacos estudados apresentam grupos

ionizaveis. O revestimento de polidimetilsioxano (PDMS) extrai
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preferencialmente solutos ndo i6nicos *?. Assim, o ajuste do pH da matriz
biolégica em valores nos quais, os farmacos encontram-se, na sua maior parte
na forma nao dissociada, resulta em extrac6es mais eficientes.

Na Figura 28 pode ser observado o efeito do pH da matriz biolégica na
eficiéncia de extracdo. Os valores de pH 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, e 11,0 foram
selecionados de acordo com a faixa de pKa dos farmacos analisados.

De acordo com os resultados, a maioria dos antidepressivos estudados
apresentou sensibilidade analitica satisfatoria em solucdo tampao pH 9,0.
Nesse valor de pH € possivel também evitar a degradacédo da fase extratora,

aumentando, assim a vida util da barra SBSE.
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Figura 28. Influéncia do pH da matriz na eficiéncia do processo de extracdo em
barra (SBSE). Amostra enriquecida com antidepressivos na concentracéo de
500 ng mL™. Condicdes eletroforéticas: eletrélito de separacéo 1,25 M de &cido
fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V cm™; injecéo hidrodinamica

por 10 s a 6,9 mbar.

4.2.4 Tempo de Dessorcao

O tempo de dessorcéao foi também otimizado neste estudo. Os principios
tedricos que regem o processo de dessorcao do soluto na fase extratora sdo os
mesmos ja descritos para o processo de sorcao. O tempo e a temperatura de
dessorcdo adequados sdo agueles nos quais ndo se observa a presenca de

solutos no eletroferograma apés o processo de dessorcéo, favorecendo, assim,
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a repetitividade dos resultados. O efeito do tempo de dessor¢cao no processo

SBSE é ilustrado na Figura 29.
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Figura 29. Influéncia do tempo de dessorcdo na eficiéncia do processo SBSE
de extracdo em barra. Amostra enriquecida com antidepressivos na
concentracdo de 500 ng mL™. Condicbes eletroforéticas: eletrélito de
separacao 1,25 M de acido fosforico em acetonitrila; campo elétrico de 500 V

cm™: injec&o hidrodinamica por 10 s a 6,9 mbar.

Dentre os organicos avaliados para o processo de dessor¢cdo a mistura
acetonitrila/metanol (60:40, v/v) apresentou as maiores taxas de extracao.
Os resultados obtidos (Figura 29) mostram que os antidepressivos foram

eficientemente dessorvidos apos 45 min em 1 mL de acetonitrila/metanol
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(60:40, v/v), a 50°C, com excecdo do antidepressivo sertralina, cujo equilibrio
de dessorcao néao foi atingido no intervalo de tempo avaliado. Contudo, nessas
condicbes de dessorcao, o processo SBSE apresentou sensibilidade analitica
satisfatoria para todos os antidepressivos avaliados. Assim, o tempo de
dessorcdo de 45 minutos foi selecionado para as analises posteriores. Apos 0
processo de dessorcao, ndo foi observado efeito de memoria. Este efeito foi
avaliado com analises de branco de referéncia.

Uma etapa de limpeza da barra extratora de PDMS em metanol a 50°C
foi realizada entre as extragcdes durante 45 minutos. Este procedimento
aumentou o tempo de utilizacdo da barra de PDMS.

O uso dos solventes, acetonitrila e metanol, no processo de dessorcao
permitiu a evaporacao do solvente e posterior ressuspensao do extrato obtido
em acetonitrila, antecedendo a injecdo destes no aparelho de eletroforese
capilar.

De acordo com Sandra e colaboradores **?, as extracées SBSE podem
ser realizadas fora do equilibrio de absorcdo, conquanto que os valores das
variaveis sejam rigorosamente controlados durante as extra¢des. Contudo, as
variaveis neste estudo, foram otimizadas para se obter sensibilidade analitica
adequada as analises dos antidepressivos no intervalo terapéutico.

Baseado na otimizacdo das varidveis da SBSE, as condi¢des, entre as
avaliadas, que apresentaram maiores taxas de extragdo foram as seguintes:
extracdo por 45 minutos a 50°C, pH 9,0 da matriz biolégica, tempo de

dessorcdo em 45 minutos a 50°C em acetonitrila/metanol (60:40, v/v).
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4.2.5 Validacédo analitica

A validacdo analitica do método padronizado tem sido realizada para
assegurar a confiabilidade dos resultados apresentados. No Brasil, as agéncias
normativas que estabelecem critérios para a validacdo analitica tem sido a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) e o Ministério da
Agricultura ***Neste estudo foram adotadas as normas de validacéo analitica

estabelecidas pela ANVISA.

4.2.5.1 Seletividade do método SBSE/NACE

De acordo com a ANVISA, na resolucdo RE n° 899, a seletividade de um
método € a capacidade de medir exatamente um composto em presenca de
outros componentes, como impurezas, produtos de degradacéo e compostos
enddgenos da matriz biolégica *%.

A seletividade do método SBSE/NACE esta demonstrada através dos
eletroferogramas do plasma branco de referencia enriquecido com
antidepressivo e plasma branco de referencia apresentados as Figuras 30 e 31

,respectivamente.
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Figura 30. Eletroferograma referente a analise SBSE/NACE da amostra de
plasma branco de referéncia. Condicbes SBSE: 4 mL de solucdo tampéao
borato pH 9,0, a 50°C durante 45 minutos; dessorcdo direta em
acetonitrila/metanol (60:40, v/v) durante 45 minutos. Condi¢cOes eletroforéticas:
eletrdlito de separacéo 1,25 M de acido fosforico em acetonitrila; campo elétrico

de 500 V cm™; injecdo hidrodinamica por 10 s.
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Figura 31. Eletroferograma referente a analise SBSE/NACE da amostra de
plasma branco de referéncia enriquecido com o0s antidepressivos na
concentracdo de 500 ng mL™. Condicdes SBSE: 4 mL de solucdo tamp&o
borato pH 9,0, a 50°C durante 45 minutos; dessorcdo direta em
acetonitrila/metanol (60:40, v/v) durante 45 minutos. Condi¢cOes eletroforéticas:
eletrdlito de separacéo 1,25 M de acido fosforico em acetonitrila; campo elétrico
de 500 V cm™; injecdo hidrodinamica por 10 s a 6,9 mbar. A ordem de
migracdo dos antidepressivos é 1) sertralina, 2) paroxetina, 3) fluoxetina, 4)

citalopram e 5) mirtazapina.

A identificacdo dos farmacos em amostras de plasma foi realizada pela
comparacao dos tempos de migracdo obtidos nas andlises, com os das
solucdes padrédo dos solutos, injetadas individualmente nas mesmas condicdes

eletroforéticas.
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4.2.5.2 Linearidade

Para avaliar se 0 método proposto responde proporcionalmente as
concentracdes do soluto, curvas analiticas foram tracadas. Assim, a linearidade
do método padronizado (SBSE/NACE) foi determinada utilizando-se amostras
de plasma (branco de referéncia) enriqguecidos com os farmacos nas
concentracdes de 50, 100, 200 e 500 ng mL™. Os intervalos avaliados
apresentaram-se lineares com coeficientes de correlacdo maiores que 0,99
(Tabela 9) e os coeficientes de variacdo dos pontos das curvas analiticas foram

menores que 15%, conforme preconiza a ANVISA.

Tabela 9. Linearidade e limite de quantificacdo do método SBSE/NACE.

_ , Linearidade (LOQ-500 ng mL%) LOQ
Antidepressivos L
Inclinac&o Interseccéo r (ng mL")
Sertralina 0,181 7,100 0,998 10
Fluoxetina 0,177 8,073 0,997 20
Citlopram 0,133 3,731 0,998 25
Paroxetina 0,113 4,731 0,997 20

4.2.5.3 Limite de Quantificacédo (LOQ)

O limite de quantificacéo foi determinado por meio do sinal eletroforético
dez vezes superior a qualquer interferéncia (ruido) no tempo de retencédo dos
antidepressivos, além de apresentar coeficientes de variagdo menores que

20% e exatidao superior a 80%.
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De acordo com a ANVISA, valores de coeficientes de variacao inferiores
ou iguais a 20% para o limite de quantificacdo sdo aceitaveis. Para os
antidepressivos avaliados nesse estudo, o limite de quantificacéo variou de 10-

20 ng mL™ com coeficientes de variac&o inferiores a 15%.

4.2.5.4 Recuperagao relativa, exatidao e precisao inter ensaio

A capacidade do método em extrair o soluto de interesse é representada
pelo valor da recuperacdo. As variacdes entre os resultados de diferentes
analises representam o coeficiente de variacao geralmente expresso em %.

Para o calculo da recuperacéo relativa foram consideradas as razdes
entre as areas dos farmacos e do padrao interno, assim, possiveis erros podem
ser minimizados ou extintos. A recuperacdo relativa foi calculada pela
comparagéao direta das razoes das areas (Apadrao/Ap.i.) dos farmacos obtidos nos
ensaios por injecéo direta de solugbes padréo no sistema NACE-UV, com as
razBes obtidas apds os ensaios SBSE/NACE de amostras enriquecidas com 0s
analitos.

Segundo a ANVISA, séo desejaveis valores de recuperacdo relativa
proximos a 100%, mas outros valores sdo aceitaveis desce que a recuperagao
seja precisa e exata.

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores de recuperacao relativa e
precisdo inter ensaio e exatiddo dos antidepressivos para as analises de
amostras de plasma enriquecido em trés niveis de concentrag¢éo, baixo, médio
e alta, sendo que para cada concentracdo os testes foram realizados em

replicatas.
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Tabela 10. Preciséo inter ensaios, exatidao e recuperacéo relativa do método

SBSE/NACE.
Preciséo
Concentragao ) . .
_ . o inter Exatidao Recuperacéo
Antidepressivos adicionada .
L ensaio (%) (%)
(hng mL ")
RSD (%)
50,0 10,5 95 92
Sertralina 200,0 4,8 101 95
500,0 3,2 99 99
50,0 12,6 98 85
Fluoxetina 200,0 7,8 98 88
500,0 2,9 97 95
50,0 11,6 96 93
Citalopram 200,0 4,5 98 87
500,0 4,3 97 97
50,0 9,8 97 70
Paroxetina 200,0 7,6 96 87
500,0 29 101 89
(n=5)

Para minimizar a influencia das proteinas no processo de extracao
SBSE, as amostras de plasma enriquecidas com os antidepressivos foram
diluidas com solugdo tampé&o borato, 0,05 mol L™, pH 9,0. Assim sendo, taxas
de recuperacdo analitica proximas a 100% foram obtidas. O processo de
diluicdo das amostras de plasma com solucdo tampéao diminui a viscosidade da
matriz favorecendo a difusdo dos farmacos para a fase extratora e também
contribuiu para a diminuicdo no tempo necessario para atingir o equilibrio de

particdo. A fase PDMS extrai solutos n&o-ionicos. A diluicdo das amostras de
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plasma com solucdo tampéao permitiu o ajuste do pH da matriz favorecendo a
supressdo da ionizacdo dos farmacos (valores de pKa de 8,7 a 10,2),
aumentado, dessa forma, a afinidade destes com a fase extratora de PDMS.

O meétodo padronizado apresentou valores de exatidao na faixa de 95 a
101% (Tabela 10). De acordo com as normas da ANVISA, valores de exatidao
entre 80 e 120% s&o desejaveis **2. O método padronizado apresentou valores

de preciséo inter ensaios com RSD inferiores a 15%. (Tabela 9)

4.2.5.5 Aplicabilidade do método SBSE/NACE

De acordo com os parametros de validacdo, o método SBSE/NACE é
adequado para analises de antidepressivos em amostras de plasma para fins
de monitorizagcdo terapéutica, apresentado repetitividade, limite de
quantificacdo, linearidade e especificidade de acordo com os valores
preconizados pela ANVISA.

Para avaliar a aplicabilidade do método SBSE/NACE padronizado ao
uso clinico, amostras de plasma de pacientes em terapia com o0s
antidepressivos foram analisadas, utilizando as condi¢des otimizadas.

Os eletroferogramas SBSE/NACE referentes as analises dessas

amostras sédo apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Eletroferogramas referente a analise SBSE/NACE da amostra de
plasma de paciente em terapia com o0s antidepressivos. Concentraccoes
determinadas: A) (1) sertralina (223,5 ng mL™); B) (2) fluoxetina (32,0 ng mL™);
C) (3) citalopram (241,3 ng mL™); D) (4) paroxetina (287,4 ng mL™) e (5) padréo
interno. Condicdes de analise: injecdo 10 s a 6,9 mbar; campo elétrico 500 V

cm™?, eletrélito de separacéo: acido fosférico 1,25 mol L™ em acetonitrila.

As concentra¢cfes encontradas nessas amostras de plasma de pacientes
foram as seguintes: 223,5 ng/mL para a sertralina, 32,0 ng/mL para fluoxetina
,241,3 para o citalopram, 287,4 ng/mL para paroxetina. Essas amostras forma

coletadas de pacientes em terapia com antidepressivos.
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4.3. Determinacdo de antidepressivos ISRSs em amost ras de plasma por
micro extragdo em sorvente empacotado e eletrofores e capilar em meio

nao aquoso (MEPS/NACE)

4.3.1 Padronizacdo do método MEPS/NACE-UV para anal ise simultanea de

antidepressivos

4.3.1.1 Otimizacao das variaveis da MEPS

As variaveis MEPS, pH da amostra e volume dos ciclos aspirar-
dispensar foram otimizadas para estabelecer o equilibrio de sorcdo em menor
tempo de analise e obter sensibilidade analitica adequada para a determinacao
dos antidepressivos no intervalo terapéutico.

Dentre as solu¢des tampao avaliadas nos diferentes valores de pH, a
diluicdo das amostras de plasma com solucdo tamp&o fosfato 50 mmol L™ em
pH 4,0 a 5,5 favoreceu a sensibilidade analitica do método MEPS/NACE. Em
meio acido os antidepressivos encontram-se ionizados favorecendo, assim, a
extracao pela fase mista composta por C8 e trocador de cations (Figura 33).

O volume de amostra diluida aspirar-dispensar (50, 100 e 250 pL) foi
avaliado para assegurar adequada eficiéncia do processo de extracdo. As
melhores taxas de extracdo foram obtidas com o volume de 250 pL de amostra

diluida (Figura 34).
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Figura 33. Efeito do pH das amostras de plasma diluidas com solucdo tampéo
fosfato e borato. Ensaios realizados com 400 pL amostra de plasma
enriquecida com os antidepressivos (500 ng mL™) diluida com 400 pL de
solucdo tampao e dessorcéo liquida dos analitos com 150 pL tampéao fosfato 50

mmol L™ pH 4,5 e metanol (v/v 55:45).

O nuamero de ciclos (1, 3 e 5) aspirar/dispensar foi também avaliado,
Figura 35.
Para assegurar total eliminacao de analitos e compostos endégenos

retidos no sorvente MEPS, este foi lavado com 250 pL de solucéo de acido

férmico (0,1%) e 250 pL de metanol entre as extracées MEPS '3,
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Figura 34. Efeito do volume da amostra diluida aspirar/dispensar na eficiéncia

do processo MEPS.
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Figura 35. Efeito dos ciclos aspirar/dispensar na influéncia do processo MEPS.
Ensaios realizados com 250 yuL de amostra de plasma enriquecida com 0s

antidepressivos (500 ng mL™)

De acordo com os resultados obtidos, as melhores condicbes MEPS
para analise de antidepressivos em amostras de plasma foram as seguintes:
400 pL de plasma diluidos com 400 pL de solugéo tampao fosfato 50 mmol L™
(pH 4,0), extracdo realizada com 3 ciclos aspirar/dispensar (3 x 250pL),
lavagem do sorvente com 250 pL de solugcédo aquoso de acido formico (0,1%) e
dessorcdo com 150 pL tampdo fosfato 50 mmol L™* pH 4,5 e metanol (v/v
55:45).

Quanto ao tempo de extracdo usando MEPS, este foi de

aproximadamente 3 min. O tempo de andlise eletroforética foi inferior a 5
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minutos e, portanto, o tempo total aproximado decorrido para extracdo e

deteccado dos farmacos foi de apenas 8 minutos.

4.3.2 Validacdo do método MEPS/NACE

A seletividade do método MEPS/NACE desenvolvido foi demonstrada
pelos eletroferogramas obtidos de amostra de plasma brando (referéncia) e
amostra de plasma enriquecida com os antidepressivos (Figura 36).

Os eletroferogramas obtidos mostram a capacidade do método em
quantificar os antidepressivos na presenca de compostos endogenos do
plasma. Diferentes amostras de plasma branco de referéncia foram avaliadas e
ndo foram detectados interferentes nos tempos de migracdo dos

antidepressivos.
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Figura 36. Eletroferogramas MEPS/CE. A) amostra de plasma branco de
referéncia enriquecida com os farmacos na concentracdo de 500 ng mL™. (1)
Sertralina, (2) fluoxetina, (3) citalopram, (4) paroxetina e (5) mirtazapina, como
padrao interno. B) amostra de plasma de referéncia. Condi¢cdes de analise:;
campo elétrico 500 V cm™, eletrélito de separacéo: acido fosférico 1,25 mol L™

em acetonitrila.

O limite de quantificacédo foi determinado por meio do sinal eletroforético
dez vezes superior a qualquer interferéncia (ruido) no tempo de migracdo dos
antidepressivos, além de apresentar coeficientes de variagdo menores que
20% e exatidao superior a 80% (Tabela 11).

A linearidade do método MEPS/NACE foi determinada com amostras de
plasma branco de referéncia enriguecidas com solucdo padrdo dos

antidepressivos na concentracdo do LOQ até 500 ng mL™. As equacdes das
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regressoes lineares, os coeficientes de correlacdo correspondentes (r) e o0s

valores de LOQ séo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Linearidade e

MEPS/NACE para analise de antidepressivos em amostras de plasma.

Antidepressivos Linearidade LOQ
LOQ — 500 ng mL™ (ng mL™
Inclinagdo  Intersecgéo r
Sertraline 0,0068 0,0202 0,998 20
Fluoxetine 0,004 0,0606 0,998 25
Citalopram 0,002 0,0486 0,999 30
Paroxetine 0,008 0,0311 0,997 25

limite de quantificacdo (LOQ) do método

A precisao inter ensaio, recuperacdo relativa e a exatiddo do método

MEPS/NACE foram determinados através da andlise em replicatas (n=5) de

amostras de plasma humano branco de referéncia enriquecidas com solucéo

padrao dos antidepressivos em trés diferentes niveis de concentracdo (Tabela

12).
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Tabela 12. Precisédo inter ensaios, exatidao e recuperacao absoluta do método

MEPS/NACE.
Preciséo
Concentragao ) .
) _ o inter Exatidao Recuperagéo
Antidepressivos adicionada _
L ensaio (%) (%)
(ng mL ")
RDS (%)
50 8,5 97 90
Sertralina 200 3,8 93 96
500 3,2 95 98
50 7,6 95 87
Fluoxetina 200 5,8 92 92
500 3,9 94 96
50 8,7 97 94
Citalopram 200 4.4 98 89
500 4,0 99 96
50 6,8 95 90
Paroxetina 200 4,6 97 87
500 29 101 93
(n=5)

Os valores dos coeficientes de variacéo variaram de 2,9 a 8,7% e estéao
em acordo com os obtidos para a técnica MEPS no modo manual **°, ¢, O
meétodo desenvolvido apresentou exatidao, precisdo e LOQ adequados para

analise de antidepressivos em amostras de plasma para fins de monitorizacéo

terapéutica.
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4.3.3 Aplicacdo do método MEPS/NACE desenvolvido

O método desenvolvido foi utilizado para analises de amostras de
plasma de pacientes em terapia com 0s antidepressivos estudados neste

trabalho e os eletroferogramas obtidos estdo apresentados na Figura 37.
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Figura 37. Eletroferogramas MEPS/CE de amostras de plasma de pacientes
em terapia com o0s antidepressivos. Concentracdes determinadas A) (1)
Sertralina (387,1 ng mL™); B) (2) fluoxetina (220,1 ng mL™); C) (3) citalopram
(233,8 ng mL™); D) (4) paroxetina (403,5 ng mL™) e (5) mirtazapina (100 pg mL’
1. Condicdes de andlise: injecdo 10 s a 6,9 mbar; campo elétrico 500 V cm-1,

eletrdlito de separacéo: acido fosforico 1,25 mol L-1 em acetonitrila.

133



4.4 Comparacao entre as metodologias padronizadas

O método MEPS/NACE quando comparado aos métodos LLE/NACE e

SBSE/NACE desenvolvidos, apresentou as seguintes vantagens: menor tempo
de extracao e precisdo interensaios com menores coeficientes de variacao.
Os valores de LOQ para todos os métodos ficaram entre 10 a 30 ng mL™ e os
valores de exatiddo foram maiores para o0 método LLE/NACE (Tabela 13).
Entretanto, todas as metodologias padronizadas apresentam valores de
exatidao superiores a 87%.

As metodologias desenvolvidas com as técnicas de microextracao
resultaram em procedimentos de extracdo com reduzido numero de etapas,
menores volumes de amostras biolégicas e de solventes organicos, somente
alguns pL no processo de dessorcdo. Consequentemente, a exposicdo dos
analistas a solventes toxicos e aos fluidos biolégicos foi também minimizada.
As microextracdo (SBSE e MEPS) foram realizadas em condi¢gbes
experimentais que representam o equilibrio da sorcéo. As extracdes realizadas
em condi¢cdes que representam o equilibrio de sorcédo apresentaram precisdo

analitica com menores coeficientes de variacao.
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Tabela 13. LOQ, exatidao, precisao interensaio (RSD %) e tempo de extracdo para as metodologias LLE/NACE, SBSE/NACE

e MEPS/NACE para andlises de antidepressivos (200 ng mL™) em amostras de plasma.

Exatidao intra

Precisdo RSD (%)

Tempo de extracao

Farmacos LOQ (hg mL ™) ensaio (%)
(200 ng mL ™) (min)
(200 ng mL ™)
LLE | SBSE | MEPS | LLE | SBSE | MEPS | LLE | SBSE | MEPS | LLE | SBSE | MEPS

Sertralina 20 10 20 97 95 93 47 | 4.8 3,8 45 45 3
Fluoxetina | 15 20 25 96 88 92 59 | 7.8 5,8 45 45 3
Citalopram | 30 25 30 97 87 98 6,2 | 45 4,4 45 45 3
Paroxetina | 20 30 25 98 87 97 52 | 7,6 4,6 45 45 3

135



5. Conclusao

Em razdo da complexidade das amostras de plasma utilizadas neste
estudo, e da presenca dos farmacos nestes fluidos biolégicos em niveis de
tracos, a etapa de preparo de amostra, no desenvolvimento das metodologias,
foi de extrema importancia para a eliminacdo de compostos enddgenos (etapa
de limpeza) e aumento da seletividade (extracdo seletiva) e da sensibilidade
analitica (concentracao dos farmacos).

A otimizacdo das variaveis das técnicas SBSE e MEPS aumentou a
eficiéncia das extracoes, reduziu os tempos das analises e permitiu estabelecer
condicBes experimentais que apresentam o equilibrio da sorcéo. As extracdes
realizadas em condi¢des que representam o equilibrio de sor¢céo apresentaram
precisao analitica com menores coeficientes de variacao.

As técnicas de microextracio SBSE e MEPS permitiram a
miniaturizacdo do sistema analitico, a reutilizacdo das fazes extratoras, a
diminuicdo do consumo de solventes organicos, do volume de amostras
biologicas e do numero de etapas do processo de extracao.
Consequentemente, a exposicdo dos analistas a solventes toxicos e aos fluidos
biologicos foi também minimizada. Além destas vantagens, a técnica MEPS
permitiu analises rapidas, com extracdes realizadas em aproximadamente 3
minutos. A associacdo das técnicas MEPS/NACE-UV resultaram em analises
rapidas (aproximadamente 7 min) de antidepressivos em amostras de plasma.

Segundo os parametros de validacdo analitica os métodos de
microextracdo padronizados (SBSE/NACE E MEPS/NACE) possibilitaram as

analises dos antidepressivos em concentracdes que contemplam o intervalo
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terapéutico. A eficacia e aplicabilidade dos métodos, padronizados e validados,
foram comprovadas através das analises de amostras de plasma de pacientes
em terapia com os antidepressivos avaliados.

De acordo com os parametros de validacdo analitica avaliados, os
meétodos padronizados (LLE/NACE, SBSE/NACE e MEPS/NACE) podem ser
aplicados nas analises de antidepressivos (fluoxetina, paroxetina, sertralina e
citalopram) em amostras de plasma para fins de monitorizacéo terapéutica.

As metodologias padronizadas também poderdo ser empregadas na
avaliacdo de niveis plasmaticos, em analises toxicolégicas de urgéncia; apos

administracdo acidental de elevadas dose ou em casos de suicidios.
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