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RESUMO

SILVA, S. M. Padronizacao e validacao do método extracao sortiva
em barra de agitacdao e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(SBSE/HPLC?) para a determinacao de antidepressivos em
amostras de plasma. 2007. 103 f. Dissertacao (Mestrado) - Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 2007.

A monitorizacdo terapéutica permite a individualizacdo do regime de dosagem,
assegurando a eficacia clinica e minimizando os efeitos adversos dos farmacos,
prescritos na clinica. Os antidepressivos tém sido monitorados, pois, apresentam
intervalos terapéuticos bem estabelecidos, ou seja, a maioria dos pacientes, que
apresentam concentracdes plasmaticas dentro deste intervalo fixo, tem as
desordens psiquidtricas mantidas sob controle e efeitos adversos aceitaveis. Os
antidepressivos triciclicos (ADTs): imipramina, amitriptilina, nortriptilina e
desipramina, embora eficazes e ainda muito utilizados, apresentam efeitos
adversos, ndao desejaveis. Os antidepressivos, inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina (ISRSs): citalopram e sertralina, apresentam eficacia clinica
comparavel aos classicos ADTs, mas destituidos dos efeitos adversos associados
aos mesmos. Os métodos convencionais, empregados no tratamento de amostras
bioldgicas, para andlises de antidepressivos por técnicas cromatograficas, tém sido
a extracao liquido-liquido e extracdo em fase sdlida. A extracdao sortiva em
barra de agitacao (SBSE), técnica recente de preparo de amostras para a pré-
concentracdo de compostos organicos presentes em amostras bioldgicas, baseia-
se na extracao estatica, através do polimero polidimetilsiloxano (PDMS), no qual
ocorre a dissolugdo (sorcao, particao) do analito. Neste trabalho, as técnicas SBSE
e cromatografia liquida de alta eficiéncia foram avaliadas para a analise simultédnea
dos antidepressivos em amostras de plasma para fins de monitorizacao
terapéutica. As condicbes cromatograficas de andlise, assim como as variaveis
SBSE de extracdo (tempo, temperatura, forca i6nica, pH da matriz) e tempo de
dessorcao, foram otimizadas, visando adequada sensibilidade analitica. A
validacdo analitica foi realizada segundo normas da ANVISA, em diferentes
concentracdes plasmaticas, as quais contemplam o intervalo terapéutico. O
método SBSE/HPLC padronizado apresentou linearidade na faixa de concentracao
plasmatica de 20 a 1000 ng mL’, precisdo interensaio com coeficientes de
variagao menor que 14% e recuperagao relativa de 83 a 110%. Segundo a
validacdo analitica, a metodologia SBSE/HPLC apresentou linearidade, alta
sensibilidade, seletividade e precisdo analitica adequadas para a analise dos
antidepressivos: imipramina, amitriptilina, nortriptilina, desipramina, citalopram e
sertralina, em amostra de plasma, para fins de monitorizacao terapéutica.

Palavras-chave: Extracdao sortiva em barra de agitagcdao. Cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Antidepressivos triciclicos. Inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina. Plasma.



SUMMARY

SILVA, S. M. Development and validation of the stir bar sorptive extraction
and high performance liquid chromatography (SBSE/HPLC) method for
antidepressant determination in plasma samples. 2007. 103 f. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2007.

Therapeutic drug monitoring allows individualization of drug dosage assuring its
clinical efficacy and at the same time minimizing adverse effects of the drugs
prescribed in clinics. The antidepressants have been monitored since they
present a very well established therapeutic interval. In this sense, most of the
patients whose plasmatic concentrations are ranged at that interval present
psychiatric disorders under control and drug adverse effects at bearable levels.
Despite tricyclic antidepressants (TCAs) such as imipramine, amitriptyline,
nortriptyline and desipramine are highly efficient and widely used, they also
present undesirable adverse effects. The antidepressants: citalopram and
sertraline, which are selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), present
clinical efficacy comparable to the classic TACs, but with no adverse effects
associated to the last ones. Liquid-liquid extraction (LLE) and solid phase
extraction (SPE) have been usually employed in biological sample pre-treatment
for chromatographic analysis. A new technique named sorptive stir bar extraction
(SBSE) for sample pre-concentration of organic compounds from biological
samples was recently proposed. This technique is based on static extraction
through the polymer polidimetilsiloxane (PDMS), in which analyte sorption
occurs. In this work, SBSE and HPLC techniques have been evaluated for out
antidepressants simultaneous analysis in plasma samples for therapeutic drug
monitoring. The chromatographic conditions of analysis, as well as SBSE
parameters (time, temperature, ionic strength, matrix pH, desorption time) have
been optimized in order to obtain best analytical sensitivity. Analytical validation
was carried out according to the norms established by ANVISA, in different
plasmatic concentrations, which represent the therapeutic interval. The
SBSE/HPLC method developed showed linearity in a concentration plasmatic
ranging from 20 to 1000 ng mL}, inter assay precision with coefficient of the
variation lower than 14%, and relative recovery from 83 a 110%. Based on
analytical validation, the SBSE/HPLC methodology showed good linearity, high
sensitivity, selectivity and suitable repeatability to the analyzed antidepressants:
imipramine, amitriptyline, nortriptyline, desipramine, citalopram and sertraline in
plasma samples for therapeutic drug monitoring.

Key-words: Stir bar sorptive extraction, high performance liquid
chromatography, tricyclic antidepressants, selective serotonin reuptake
inhibitors. Plasma.
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1 INTRODUCAO

1.1 Antidepressivos

A depressao endogena tem sido caracterizada por regressdo e
inatividade, os sintomas mais freqlientes estdo relacionados com a perda
do apetite, do interesse sexual, insonia e diminuicdo da atividade motora.
O paciente tem se mostrado indtil, abandonado, desesperado e
incapacitado para enfrentar as dificuldades do cotidiano. Cerca de 5 a 6 %
da populacao apresenta esta doenca e uma fracao estimada de 10 a 15%
dos individuos portadores desse distlurbio evidenciam comportamento
suicida durante suas vidas.! No entanto, a depress3o é sub-diagnosticada
e sub-tratada. Muitas vezes, os pacientes deprimidos também nao
recebem tratamentos suficientemente adequados e especificos.? A morbi-
mortalidade associada a depressao pode ser em boa parte prevenida (em
torno de 70%) com o tratamento correto.?

A prevaléncia da depressdo € duas a trés vezes mais freqiente em
mulheres do que em homens, considerando estudos realizados em
diferentes paises, em diferentes comunidades e com pacientes que
procuram servicos psiquiatricos.*

Nos anos 90, a depressdao foi estimada como a quarta causa
especifica de incapacitacdo, através de uma escala global, para
comparacao de varias doencas. Para o ano 2020 a depressao esta prevista

como a primeira causa especifica de incapacitacdo, em paises em
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desenvolvimento, e a segunda em paises desenvolvidos.> Quando
comparada as principais condicdoes médicas crbénicas, a depressao
apresenta equivaléncia em incapacitacao as doencas isquémicas cardiacas
graves.® Em servicos de atencdo primdria e outros servicos médicos
gerais, de 30% a 50% dos casos de depressao nao sao diagnosticados. Os
motivos para o sub-diagndstico advém de fatores relacionados a pacientes
e médicos, tais como: preconceito por parte dos pacientes em relagao ao
diagndstico de depressao e descrenca em relacdo ao tratamento; ja os
fatores relacionados aos médicos, incluem falta de treinamento e tempo,
descrenca em relacao a eficacia do tratamento, reconhecimento apenas
dos sintomas fisicos da depressao e identificacdo dos sintomas de
depressdo como uma reac¢do “compreensivel”.}

Tem-se evidenciado eficacia dos antidepressivos no tratamento agudo
das depressdbes moderadas e graves, porém em depressdes leves, a
terapia com antidepressivos assemelha-se ao tratamento com placebo.’

As diferentes classes de antidepressivos tém eficacia semelhante para
a maioria dos pacientes deprimidos, variando em relacdao aos efeitos
adversos e a possibilidade de interacdao com outros medicamentos,
administrados de maneira concomitante.! Com relacdo aos efeitos
adversos, os antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRSs), quando comparado aos triciclicos, apresentam menor
indice de abandono de tratamento, em decorréncia de efeitos adversos

mais brandos.”® Existe uma grande variacdo inter pacientes, com relacdo
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a concentracao plasmatica de antidepressivos e, portanto, existe uma
incerteza em relagdo a dose adequada.’

O modelo predominante na literatura, para o planejamento do
tratamento antidepressivo, envolve a fase aguda, de continuacdao e de
manutencdo.° A Fase aguda inclui os trés primeiros meses e tem como

objetivo a diminuicao dos sintomas depressivos (resposta). A Fase de

continuacdo vai do quarto ao sexto més que segue o tratamento agudo e
tem como objetivo manter a melhora obtida evitando as recaidas dentro
de um mesmo episddio depressivo. Ao final dessa fase, o paciente que
permanece com a melhora inicial é considerado recuperado. ]Ja a Fase de

manutencdo tem como objetivo evitar que novos episédios ocorram

(recorréncia). Um terco dos pacientes com episédio depressivo com
remissao inicial recaem no primeiro ano. O tratamento antidepressivo de

continuacdo por seis meses reduz em 50% o risco de recaida.’

Os antidepressivos triciclicos (ADTs) e os inibidores da
monoaminoxidase (IMAOs), até os anos 80, eram os Unicos utilizados no
tratamento da depressdo.!® Embora eficazes e ainda muito utilizados,
apresentam efeitos adversos causados pela ndao especificidade de sua
acao farmacolégica e, em casos de superdosagem, tém sido
potencialmente letais.'* Nas Ultimas duas décadas, surgiram novas classes
de antidepressivos, a partir da pesquisa de moléculas que apresentam
menos efeitos adversos que os heterociclicos. Os antidepressivos de nova
geracao tém sido classificados em funcao da acao farmacoldgica, pois nao

compartilham estruturas comuns.
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1.1.1 Antidepressivos triciclicos (ADTs )

Os antidepressivos triciclicos (Figura 1) se dividem em dois grandes
grupos: as aminas terciarias (amitriptilina, imipramina) e as aminas
secundarias (nortriptilina e desipramina). As aminas tercidarias recebem
esse nome, pois possuem dois grupos metila junto ao atomo de nitrogénio
na cadeia lateral, enquanto que as aminas secundarias apenas um grupo
metil nesta posicdo. O mecanismo de acdo comum aos antidepressivos
triciclicos, em nivel pré-sinaptico, baseia-se no bloqueio da recaptacao de
noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT), e em menor proporcao da
dopamina (DA), conforme apresentado na Figura 2. Quanto a afinidade
apresentada pelos antidepressivos triciclicos aos diferentes sitios de
ligacdo, observa-se que as aminas tercidrias sdo detectadas nos terminais
nervosos serotonérgicos, em contraste com as secundarias que se ligam
com maior afinidade aos noradrenérgicos. Conseqientemente, na familia
dos triciclicos, aminas tercidrias, preferencialmente, bloqueiam a
recaptacao serotonérgica enquanto que as secundarias bloqueiam a
noradrenérgica. Na pratica esta distingdo é pouco importante, uma vez
que, ao se administrarem aminas terciarias, estas sao desmetiladas em
aminas secundarias havendo assim inibicdo de recaptacdo de ambos os

tipos de neurotransmissores.!?
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos antidepressivos triciclicos (ADTSs)

Serotonina
—mm ADT

impedem a
| Jecaptaciao

o @
d
4 > > » 4 Oa @ @ % P,
o o v
> = aumentg M $
-

ﬁeumtmnsml:ﬁ W W

Figura 2 - Ilustracdo do mecanismo de agdo dos ADTs. Inibicao da recaptacao
neural de serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA), promovendo um aumento os

neurotransmissores na fenda sinaptica
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A atividade pods-sinaptica, geralmente, é responsavel pelos efeitos
adversos. Os antidepressivos triciclicos também tém afinidade pelos
receptores muscarinicos (colinérgicos), alfa adrenérgicos, histaminérgicos
e serotonérgicos. A acao dos antidepressivos triciclicos no receptor 5-HT1
contribui para o efeito terapéutico. As Tabelas 1 e 2 ilustram,
respectivamente, o efeito dos antidepressivos no bloqueio de receptores e

os efeitos adversos conseqiientes.!?

Tabela 1 - Efeito dos antidepressivos no bloqueio dos receptores

Antidegressivos Ach Alfa-1 H1 5-HT1 5-HT2

Amitriptilina +++ +++ + +/- +
Desipramina + + + 0 +/-
Imipramina + + + 0 +
Nortriptilina + + + +/- +

Receptores Ach = colinérgicos; alfal = alfadrenérgicos; H
histaminicos tipo 1; 5-HT1 = serotonérgicos tipo 1; 5-HT2
serotonérgicos tipo 2; 0 = sem efeito; +++ = efeito acentuado

Tabela 2 - Efeitos adversos relacionados ao bloqueio de receptores

Antico/inérgicos Histaminérgicos Alfal-adrenérgico Serotonérgico tipo 2

boca seca sonoléncia hipotensao postural fadiga
vista turva sedacao taquicardia tontura
retencao urindria ganho de peso tontura irritabilidade

constipacao tontura tremores disfungdes sexuais
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Os farmacos triciclicos tém efeitos significativos sobre o sistema
cadiovascular, em superdosagens sdo altamente cardiotdxicos acarretando

hipotensdo e taquicardia, podendo ser letal.!?

Os efeitos terapéuticos exigem um periodo de laténcia, no entanto, o
mesmo nao acontece com os efeitos adversos. Estes aparecem
imediatamente apds a ingestao do farmaco. Em razdo deste fato, um
grande numero de pacientes tem abandonado o tratamento antes da
obtencao dos resultados desejados. Destaca-se desta forma importancia

da orientacdo terapéutica ao paciente.'*

Os antidepressivos triciclicos tém sido prescritos no tratamento da
fibromialgia, em doses baixas (menores que as usadas na depressao); a
amitriptilina, imipramina e nortriptilina tém sido os mais usados e os que
tem apresentado os melhores resultados. Os antidepressivos que inibem
especificamente a recaptacao de serotonina ndao tém sido Uteis para
fibromialgia quando usados isoladamente. Os antidepressivos que
blogueiam os receptores 5HT2 também tem sido usados no tratamento

contra enxaqueca.*

Os antidepressivos triciclicos sdao absorvidos completamente pelo
trato gastrintestinal, o pico de concentracao plasmatica para as aminas
terciarias (amitriptilina) tem sido atingido rapidamente (1 a 3 horas)
qgquando comparado as aminas secundarias (desipramina e nortriptilina), 4
a 8 horas. Altamente lipofilicos, concentram-se principalmente no

miocardio e em tecidos cerebrais, ligam-se as proteinas plasmaticas e
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sofrem metabolismo primariamente hepatico. Muitos antidepressivos
triciclicos apresentam farmacocinética linear, isto €, mudancas na dose
administrada levam a alteracao proporcional no nivel plasmatico. A meia
vida de eliminacdo apresenta diferentes valores (por exemplo, imipramina
de 4 a 34 horas, amitriptilina de 10 a 46 horas, desipramina de 10 a 62
horas e nortriptilina de 13 a 88 horas). As longas meias vidas permitem
que o medicamento seja administrado uma vez ao dia. O estado de
equilibrio é atingido entre 5 e 7 dias. Os triciclicos levam de 3 a 4
semanas para apresentarem efeitos antidepressivos significativos. As
determinacdes dos niveis plasmaticos, exceto em casos de intoxicacdo,
devem ser realizadas de 8 a 12 horas apds a ultima dose e no estado de
equilibrio, o que certifica uma interpretacao exata e segura no ajuste de
dosagem. As concentracoes plasmaticas terapéuticas recomendadas
situam-se em intervalo de 50 a 300 ng mL™. O inicio dos efeitos téxicos
pode ser esperado em concentracdes plasmaticas acima de 500 ng mL™* e

em niveis acima de 1pg mL? podem ser fatais. !°

Tabela 3 - Intervalo de concentragao plasmatica dos ADTs propostos como

terapéuticos para o controle da depressédo 2

Farmaco Niveis plasmaticos terapéuticos (ng mL'lg

Amitriptilina 100-250
Desipramina 150-300
Imipramina 150-300

Nortriptilina 50-150
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Para melhor evidenciar o nome comercial e a posologia, os dados

foram relacionados na Tabela 4.2

Tabela 4 - Antidepressivos triciclicos: nome comercial e posologia

Farmaco Nome Dose (mg/dia)
Comercial
Amitriptilina Tryptanol® 150-300
Desipramina Norpramin® 150-300
Imipramina Tofranil® 150-300
Nortriptilina Pamelor® 50-150

1.1.2 Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRSs)

Os ISRSs, citalopram e sertralina (Figura 3), sdao tao eficazes
quanto os antidepressivos triciclicos classicos, mas destituidos dos efeitos
adversos associados aos mesmos. Os ISRSs inibem de forma potente e
seletiva a recaptacao de serotonina. O citalopram e sertralina tém sido
eficazes no tratamento de transtornos de ansiedade social, desordem do
panico e da sindrome pré-menstrual. A sertralina também tem sido
prescrita no tratamento de desordens alimentares, como anorexia nervosa
e bulemia nervosa.!® Embora todos os ISRSs apresentem o mesmo
mecanismo de acgao, as diferencas entre as estruturas moleculares fazem
com que os diferentes compostos apresentem distintos perfis

farmacocinéticos. As concentracdes plasmaticas de sertralina e citalopram
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sao proporcionais as doses administradas (farmacocinética linear). As
concentracdes plasmaticas terapéuticas recomendadas tém sido de 50 a

500 ng mL™* para a sertralina e 25 a 550 ng mL™* para citalopram.'®

A sertralina é lentamente absorvida apés a administracao oral e a
taxa de absorcao ndo é afetada pela dose. Contudo, a administracao
concomitante com alimento acarreta aumento da concentragao
plasmatica, portanto, o fdrmaco deve ser administrado junto as refeicoes
para assegurar niveis 6timos de absorcdao. O pico plasmatico se dd em
cerca de 7 horas apds a administracdo e sua concentracao é proporcional
a dose. Sua meia-vida é de 26 horas e, como permanece constante,
permite a administracdao em dose Unica. O estado de equilibrio plasmatico
é alcancado em 7 dias. Depois de absorvida, a sertralina é intensamente
metabolizada pelo figado. A desmetilagdo parcial forma o metabdlito
primario, desmetilsertralina, um composto clinicamente inativo. Essa
amina &, posteriormente, metabolizada a alfa-hidroxi-cetona. Metabdlitos
conjugados sao entdao excretados pela urina ou bile. A farmacocinética da
sertralina ndao tem sido alterada com a idade do paciente. A sertralina
apresenta alguns efeitos adversos, tais como: nduseas (21,2%), cefaléia
(18%), diarréia (15,2%), ins6nia (14,5%), tonturas (13,6%), tremores
(11,5%), fadiga (10,9%), agitacdo (10,6%), sonoléncia (10,1%) e

aumento de peso (4%).1317:18

O citalopram é rapidamente absorvido apdés dose oral, alcancando a

concentracdo plasmatica maxima em aproximadamente 3 horas (1-6
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horas). A absorcdo ndao ¢é alterada pela alimentagdo. Sua
biodisponibilidade é de 80% (52 a 90%), com uma absorcao quase
completa e metabolismo de primeira passagem limitado. O tratamento de
dose diaria, oral e Unica, fornece concentracdes plasmaticas de equilibrio
estaveis. O estado de equilibrio é atingido em 1 a 2 semanas e esta
relacionado linearmente a dose. Nao ocorre acumulo do fadrmaco, mesmo
durante tratamento em longo prazo. A meia-vida é de aproximadamente
35 horas, permitindo dose Unica. Os metabdlitos do citalopram incluem
desmetilcitalopram, didesmetilcitalopram, citalopram-N-éxido (ativos) e
um derivado desaminado do &acido propidonico (inativo). O metabdlito
desmetil tem uma meia-vida de 49 horas e o didesmetil, de 102 horas. Os
niveis plasmaticos desses compostos sao menores quando comparados
com os niveis do farmaco original. A atividade farmacoldgica dos
metabdlitos é fraca quando comparada a do farmaco. A ligacdao do
citalopram e de seus metabdlitos as proteinas plasmaticas € menor que a
dos demais psicotropicos. Sua eliminacdao ocorre principalmente pela
biotransformacdao no figado, através de oxidacdao. O citalopram quando
comparado aos demais ISRSs apresenta pequenas modificagcdes nos
parametros farmacocinéticos quando administrados com outros farmacos.
E o Unico ISRSs avaliado para tratamento intravenoso. Em pacientes
idosos, a meia-vida é mais longa e os niveis de depuracdo sao mais
baixos, indicando uma atividade metabdlica menor, devendo a dose ser
ajustada. Os efeitos adversos sao brandos, pouco freqlientes e sao

caracterizados por nauseas, xerostomia, sonoléncia, aumento da sudorese
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e tremores, pequena reducdo na freqléncia cardiaca e nao estao
associados ao aumento do peso ou do apetite. Estes efeitos tendem a
diminuir em freqliéncia e intensidade, depois de poucas semanas de

tratamento.31>17:19

Para melhor evidenciar o nome comercial dos antidepressivos ISRSs e

a posologia, os dados foram relacionados na Tabela 5.

Tabela 5 - Antidepressivos ISRSs: nome comercial e posologia

Farmaco Nome Dose (mg/dia)
Comercial
Citalopram Cittd® 20-60
Sertralina Assert® 50-200

Citalopram

Figura 3 - Estruturas quimica dos antidepressivos ISRSs
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1.2 Monitorizacdo terapéutica®®?!

A monitorizacao terapéutica (TDM?) tem sido considerada como uma
ferramenta para otimizar o regime de dosagem de farmacos, de acordo
com a concentracdo do farmaco e/ou de seus produtos de
biotransformacao em amostras de plasma ou soro, coletadas com base no
contexto clinico e nos principios de farmacocinética. O objetivo da
monitorizacao terapéutica é assegurar a eficacia e minimizar os efeitos
adversos dos farmacos, prescritos na clinica. Os farmacos monitorados
tém sido aqueles que apresentam intervalos terapéuticos bem
estabelecidos, ou seja, a maioria dos pacientes, que apresentam
concentragcdes plasmaticas dentro deste intervalo fixo, tem as desordens
psiquiatricas mantidas sob controle e efeitos adversos aceitaveis. A
monitorizacao terapéutica também tem sido aplicada a farmacos com
faixa terapéutica estreita, alta variabilidade interindividual na
farmacocinética e resposta clinica nao facilmente ou ndao imediatamente

mensuravel.

A aplicagao clinica da monitorizagao terapéutica tem sido indicada em
situacdes nas quais eficacia do medicamento é questionada, quando o
paciente apresenta sintomas de toxicidade relacionados ao farmaco,
gquando ha suspeita de ndo aderéncia do paciente ao regime de dosagem
estabelecido, nas situacdes de interacdes medicamentosas, nas patologias

associadas capazes de alterar a distribuicdo do farmaco, nas situacdes de

#do ingles: terapeutic drug monitoring
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mudancas na formulacdo ou ainda quando a condicdo do paciente é

refrataria ao regime de dosagem convencional.

1.3 Métodos analiticos

O tratamento prévio de amostras bioldgicas, o qual abrange as etapas

na

de extracdo, pré-concentracao e “clean-up”, tem sido requerido nas

analises de farmacos, para aumentar a seletividade do método analitico.

A extracdo liquido-liquido e a extracdo em fase sdlida tém sido os
métodos convencionais mais empregados no pré-tratamento de amostras
bioldgicas para andlises cromatograficas de antidepressivos®??® (Tabela 6).

A extracdo liquido-liquido (LLE®), a qual é uma técnica simples, tem
sido largamente empregada, e é caracterizada pelo contato de dois
liquidos imisciveis, os quais representam duas fases?’. Nessa situacdo, os
analitos inicialmente solubilizados em uma das fases, em funcao do
movimento dindmico (geralmente agitacdo mecanica horizontal) e a
temperatura constante, tendem a se solubilizarem em ambas as fases.
Desse modo, duas solugdes imisciveis sdo formadas, porém cada uma
delas homogénea. Apds atingir o equilibrio de particao dos analitos entre
as diferentes fases, as concentracbes dos analitos 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

®do inglés: limpeza
® do inglés:liquid-liquid extraction
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concentragdes do analito, nas duas solucoes serao diferentes, porém suas
relacdes permanecerdao constantes. Este valor constante é chamado de
coeficiente de particdo ou coeficiente de distribuicdo (K).28%°

A extracdo liquido-liquido apresenta desvantagens, tais como,
consumo de solventes organicos de alta pureza, exposicdo do analista a
compostos téxicos, requer a concentracao da fase organica, varias etapas

para sua execucao e formacdao de emulsao entre as fases, o que resulta

na perda do analito.

Tabela 6 - Métodos convencionais de preparo de amostras bioldgicas para

anadlise cromatografica de antidepressivos

Analito Matriz Método de Extracdo e Recuperacao Ref.
Deteccao
Amitriptilinana | plasma | LLE hexano, pH 11 92-105% 22
Nortriptilina soro HPLC-UV
Imipramina

Desipramina
Clomipramina

Sertralina Plasma | LLE, pH alcalino apds| 80-85% 23
desproteinizacao e
perfluoroacetilagao com
HFBA®
GC-MS (SIM)
Sertralina, Plasma | SPE - Cys 75-99% 24

Citalopram, soro HPLC-UV
Amitriptilinana
Nortriptilina
Imipramina
Desipramina
Clomipramina

Sertralina plasma | SPE C, > 90% 25
HPLC-UV
Citalopram plasma | SPE, Cs > 95% 26

HPLC-MS/ESI®

2 HFBA: cido heptafluorobutirico "HPLC-MS/ESI:cromatografia liquida de alta eficiéncia-
espectrometria de massa/ionizacao por eletro-spray.
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A extracdo em fase sdlida (SPE®) é uma técnica de separacdo
liquido-sdlido baseada no mecanismo de separacao da cromatografia
liquida classica, a qual utiliza cartuchos de extracao que contém a fase
solida. A solucao contendo o analito é colocada no topo do cartucho e
depois de drenada a fase liquida, o analito retido no cartucho é eluido com
um pequeno volume de solvente.®® A SPE apresenta uma grande
variedade de fases extratoras, resultando em diferentes tipos de
interagdes com os analitos. Esse fato favorece a seletividade analitica,
possibilitando a automacdo das analises e o acoplamento em linha com
técnicas cromatograficas. Entretanto, essa técnica apresenta algumas
limitacbes como o bloqueio dos poros da fase extratora pelos
componentes da matriz, a utilizacdao de solventes organicos para a eluicdo,
variagoes analiticas entre cartuchos extratores, varias etapas operacionais
para sua execucdo.3"3?

A miniaturizacdo das técnicas tem sido uma tendéncia em quimica
analitica. No final da década de 90, Pawliszyn e colaboradores (1997)%
desenvolveram a técnica de microextracdo em fase sélida (SPMEP). A
microextracdo em fase sodlida apresenta uma série de vantagens em
relacdo aos métodos de extracdo anteriormente referidos, ou seja, nao
requer instrumentacdo analitica sofisticada, ndo utiliza solvente organico

quando utilizada junto a cromatografia gasosa, ou utiliza pouco solvente

organico junto a cromatografia liquida, possui processo operacional

®do inglés: solid phase extraction
® do inglés: solid-phase microextraction



Introdugéo 18

rapido, permite automacdo das anadlises e a reutilizacdo das fibras
extratoras, e integra em um Unico sistema, a extracdo, concentracao e
introducdo da amostra no sistema cromatografico.?'*%3* O dispositivo
para SPME consiste de um amostrador (uma espécie de seringa) com uma
fibra de silica fundida revestida com um fino filme de um polimero ou de
um adsorvente soélido (fase estacionaria), como ilustrado nas Figuras 4 e

5.

Figura 4 - Dispositivo comercial para SPME: 1: Fibra extratora, 2: agulha de
aco, 3: Corpo do aplicador, 4: Septo de silicone, 5: Guia do aplicador, 6: Guia do
é&mbolo, 7: Embolo
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Figura 5 - Dispositivo da fibra de SPME: (A) Posicdo da fibra retraida na agulha

(tubo de diametro externo 0,56 mm), (B) Posicdo com a fibra exposta

A SPME é um processo de equilibrio entre trés fases: a aquosa
(amostra), a polimérica (fibra) e a gasosa. Durante a extracdo, os analitos
migram entre as trés fases até que o equilibrio de particdo seja atingido.
Dessa forma, a massa extraida do analito pela fibra esta relacionada ao
equilibrio de massas nas fases do sistema. A massa total do analito
devera permanecer constante durante a extracdo, podendo ser expressa

pela equacgao 1:

CoVs=Ci® V¢ + Cp° Vi + Cs° Vs Equacdo 1
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Na qual C, indica a concentracao inicial do analito na amostra, C%,
Cn¢, Cs® as concentragbes no estado de equilibrio nas fases polimérica,
gasosa e na aquosa (amostra), respectivamente. V¢, Vi, Vs 0s volumes das
fases polimérica, gasosa e aquosa, respectivamente.

Se as constantes de particito do analito entre as fases

polimérica/gasosa e gasosa/aquosa forem definidas como:

K = C / Cn® Khs = Ch® / Cs®

E a massa do analito absorvido ou adsorvido pela fase polimérica por:
n= Cfe Vs
A quantidade de analito extraido (numero de mols) apds atingir o

equilibrio do sistema podera ser expresso através da equacdo 2:

Ksn kns Vi VsCo

n=
Kin KnsVi + KnsVh + Vs Equacao 2

A quantidade do analito absorvido pela fibra esta linearmente
relacionada com a concentragao inicial do analito presente na amostra,
permitindo assim analises quantitativas.?”

Os dois principais modos para a SPME tém sido a extracdo direta e a
extracdo na fase gasosa. A selecao do modo de extracdo depende da
composicao da amostra e da volatilidade do analito. No modo direto, o
revestimento da fibra é inserido diretamente a amostra e os analitos
através do processo de difusdao sao transportados da amostra para a fase

extratora, jd na extracdo na fase gasosa, ou no headspace do frasco
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ocorre particdo dos analitos volateis entre a fase gasosa e a matriz da
amostra. Esse modo protege a fibra de possiveis danos causados pela
adsorcao irreversivel de interferentes de elevada massa molecular
presentes na amostra, como por exemplo, proteinas (amostra bioldgica).
Nos dois modos de extracdo a agitacdo é requerida para acelerar o
processo de difusao do analito da amostra para a fase extratora. Além da
escolha do revestimento da fibra, a eficiéncia da extracao é influenciada
por diversos parametros, os quais devem ser otimizados: tempo e
temperatura de extracdao, pH, velocidade de agitacdo, forca ibnica do
meio, tempo e temperatura de dessorcdo.>®

O processo de SPME (Figura 6a) consiste de duas etapas: a extracao
dos analitos por meio de processo de particao desses entre as fases aquosa
(amostra) e estacionaria (fibra), e a dessorcao dos analitos da fibra para o
equipamento analitico. Na primeira etapa, a fibra revestida por um
polimero ou sélido adsorvente (fase estacionaria) é exposta a amostra, e os
analitos sdo extraidos de acordo com suas constantes termodindmicas de
particdo.313? A etapa subseqiiente representa a dessorcdo dos analitos
sorvidos na fase extratora para o sistema cromatografico, onde esses serao
separados, identificados e quantificados. Em andlises realizadas por
cromatografia gasosa (SPME-GC?, Figura 6b), a fibra é inserida no injetor
aguecido e os analitos sdao termicamente dessorvidos de forma rapida para
a coluna cromatografica. Quando cromatografia liquida é a técnica analitica

em uso, o processo de dessorcdo requer uma interface apropriada, em

®do inglés: solid-phase microextraction-gas chrogaphy
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forma de um T, onde a fibra é inserida na extremidade superior e as
demais extremidades, lateral e inferior, sdo conectadas a valvula Rheodyne
do HPLC (SPME-HPLCP, Figura 6c). A dessorcdo dos analitos poderd ser
realizada no modo dindmico, com a fase mével; ou modo estatico, quando
os analitos sao fortemente absorvidos pela fibra. Neste ultimo modo, a
fibra, anterior a eluicdo dos analitos para a coluna cromatogafica,
permanece na interface em contato com um volume predeterminado de
fase moével ou de solvente organico durante um intervalo de tempo, para

dessorgdo dos analitos.?*37:8

(a) Extragéo SPME (b) Dessorgéo térmica

Holder
SPME

Vg

(c) HPLC interface

Reservatério de
dessorgéo

Descarte

Fase mével

—>
Para coluna

Figura 6 - (a) Processo de extracao SPME, (b) Processo de dessorcao térmica
SPME-GC, (c): Processo de dessorcao SPME-HPLC

® do inglés: solid-phase microextraction- high perfance liquid chromatography
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A técnica SPME-GC, inicialmente desenvolvida para a analise de
poluentes em amostras ambientais,3*? tem sido empregada com éxito na
extracdo de farmacos volateis e semivolateis em andlises de amostras

m 31

4344 principalmente quando analisados no modo “headspace”,

bioldgicas,
no qual ndo ocorre a interacao das proteinas do plasma com a fibra. Ja os
farmacos menos volateis ou termicamente instaveis tém sido analisados
ap6s processos de derivatizacgdo/SPME-GC ou empregando a técnica
SPME-HPLC.

A fibra de SPME revestida com polidimetilsiloxano (PDMS), devido a
sua estabilidade, tem sido a mais utilizada. Essa, quando revestida com
100 um de PDMS resulta em aproximadamente 0,5 uL de fase extratora.
Conseglientemente, a eficiéncia da extracdo para farmacos parcialmente
solUveis em &gua pode ser bem baixa.* Para compostos muito apolares
ocorrera a distribuicdo dos analitos entre a fase aquosa, a fase extratora
da fibra de SPME, a parede de vidro do frasco de extracao, e a superficie
do politetrafluoroetileno da barra magnética usada para agitar as
amostras.*®*/

Baseando-se nestas observacdes, Pat Sandra e colaboradores®®
desenvolveram uma nova técnica de preparo de amostra. A barra de
agitacao foi revestida com uma espessa camada de PDMS e usada para
agitar as amostras aquosas, desse modo, os analitos foram sorvidos no

revestimento de PDMS. Esta técnica foi denominada de extracdo sortiva

em barra de agitacdo (SBSE?).*® A fase PDMS é inerte e termoestavel

®do ingles: stir bar sorptive extraction
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e, pode ser usada em larga escala de temperatura (-20°C a 320°C).>* A
interacao do PDMS com o analito é de particdao e nao de adsorcao. Devido
a fraca interacdao com o analito, os compostos podem ser dessorvidos a
temperaturas mais baixas, minimizando a perda de solutos
termolabeis.*®*° Esta fase extratora (PDMS) é a mesma fase usada nas
fibras SPME, no entanto a quantidade de revestimento utilizada é de 50 a
250 vezes maior, o que resulta em taxas de recuperacao mais elevadas e
maior capacidade de amostra.

Para SPME, o volume do PDMS é de aproximadamente 0,5 pL. Isso
resulta em recuperagdoes nao eficientes para analitos com baixos valores
de coeficiente de distribuicao octanol/agua (Kow). Na extracdo sortiva em
barra de agitacdo, sao usados revestimentos de PDMS de 25 a 125 pulL.
Conseglientemente, a sensibilidade analitica € aumentada de 50 a 250
vezes. A eficiéncia da extracao, teoricamente alcanca 100% para solutos
com valores de K,/w maiores que 500. 3*

As barras magnéticas SBSE disponiveis no comércio sdo revestidas
com PDMS, procedentes da Gerstel GmbH (Mullheim Ruhr, Germany).
Estas barras SBSE apresentam uma haste magnética, necessaria para
agitar a solucdo da amostra, inserida no interior de um tubo vidro fino, o
qual é recoberto por uma camada de polidimetilsiloxano de 1mm de
espessura, para sorcao dos analitos. O revestimento de vidro é essencial
para a alta qualidade da barra de agitacdao, pois impede a decomposicao

da camada de PDMS pelo metal da haste metalica (Figura 7).
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Figura 7 - Barras magnéticas SBSE revestidas com PDMS, procedentes da

Gerstel. Retirada do site www.gerstel.com

A SBSE é uma técnica de equilibrio, ndo exaustiva, na qual a extracao
dos analitos presentes em amostras aquosas é controlada pelo coeficiente
de particdo dos analitos entre as fases PDMS e aquosa. Baltussen et al.*®
tém correlacionado o coeficiente de particdo dos analitos com os
coeficientes de distribuicdo octanol-agua (Ko/w).

O equilibrio de sorcao é dependente da razao entre as fases, assim

como da quantidade de PDMS no revestimento (equacao 1).

K ~ K _ CPDMS
o/w ~ "NPDMS/w T C

w

:(mPDMSJ( Va J Equacgao [1]

mw VPDMS

mPDMS
_ﬂ( m, J

O coeficiente de distribuicao entre as fases PDMS e a aquosa

(Kppms,w) € definido como a razao entre a concentracao do analito na fase
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PDMS (Cppms) € a concentracdo na fase aquosa (Cy) no equilibrio. Essa
razao é igual a razao da massa do analito na fase PDMS (mppmus) € mMassa
do analito na fase aqueosa (my) multiplicado por B, (sendo B = Vu/Vppms).

A eficiéncia da extracdo, ou seja, a razao entre a quantidade extraida
do analito (mppms) € a quantidade inicial do analito na fase aquosa (m, =
my + Mppvs ), € dependente do coeficiente de distribuicao Kppms/w € B

como descrito na equacgao 2.

(KPDMS/WJ
Meows _ P Equacao [2]

mo 1+(KPDMS/WJ
B

Segundo esta equacdo, a eficiéncia da extracdo aumenta com

aumento de Kppms/w, Pois Kppvsw € similar ao coeficiente de distribuigao
octanol-agua (Kow). Além da razao Kppmsw, B (volume da amostra/volume
PDMS) é também importante. Quanto maior a quantidade do PDMS,
menor é o B e maior a eficiéncia da extragao.

A Figura 8 relaciona o coeficiente de particdo octanol-agua com a

eficiéncia dos processos SBSE e SPME.
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Figura 8 - Recuperagao de solutos em funcao do coeficiente de particao octanol-
agua (Kow) para as técnicas, SPME (10 mL amostra, fibra PDMS, 100 um de
espessura) e SBSE (10 mL amostra, camada de PDMS 10 mm x 0,5 mm) 3*

Segundo a Figura 8, a eficiéncia da técnica SBSE aproxima-se a
100% para solutos com valores de K,/ maiores que 500, enquanto que a
técnica SPME apresenta satisfatoria eficiéncia para solutos com Ky
maiores que 10°.

A extracao sortiva pela barra de agitacdo de uma amostra liquida tem
sido realizada colocando-se uma quantidade apropriada de amostra em
um frasco de vidro ou tubo de extracao (Figura 9). A barra de agitagao
revestida com PDMS é adicionada a amostra e agitada durante um
intervalo de tempo de 30 a 240 minutos. O tempo da extragcao tem sido
determinado pelo volume de amostra, velocidade de agitacao, dimensdes

da barra de agitacdao (comprimento da barra). A otimizacao é realizada
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avaliando a recuperacao do analito em funcao do tempo de extragcao. As
melhores condicdes sdo obtidas quando as taxas de recuperagao
permanecem constantes com o aumento do tempo da extracdo. Apds a
extracdo, a barra de agitacao é removida da amostra aquosa e seca em
papel limpo para remover as gotas de agua. Em alguns casos, é
recomendado enxaguar a barra de agitacdo ligeiramente com agua Milli-Q
para remover os agulcares adsorvidos, proteinas, ou outros componentes
da amostra. Enxaguar nao causa a perda do analito, pois os mesmos

estdo solubilizados no interior da fase extratora.3*

Figura 9 - Processo SBSE

Simalgédndara e colaboradores®® avaliaram a influéncia dos
parametros: adicdo de acetonitrila, temperatura de extracdo, adicdo de
sal, tempo de extracdo e de dessorcao no processo SBSE, para a

determinacdo de poliaromaticos (PAHs) em &gua. Os resultados
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mostraram que a adigao de acetonitrila em concentragdes menores que
10% aumentou a eficiéncia da extracdo, provavelmente por ter diminuido
a adsorcdo dos PHAs no frasco de vidro, ja a adicdo de acetonitrila em
concentracbes maiores que 10% diminuiu a eficiéncia da extracdo,
provavelmente, devido ao aumento da solubilidade dos PAHs em ACN:H,0
e reducao da afinidade dos PAHs pela fase PDMS. A adicao de sal, reduziu
a eficiéncia da extracdo. As temperaturas mais altas favoreceram o
processo SBSE, pois aumentaram a cinética da extracdo.”®

Para a anadlise de compostos volateis ou semivolateis tem sido usada
a dessorcao térmica (TD?), realizada em tubo de vidro acoplado em linha
com GC (Figura 10). Como no processo SBSE utiliza-se mais fase
extratora PDMS, a dessorcao requer maior tempo, quando comparada ao
processo SPME. Os solutos sao dessorvidos termicamente (GC, 150 a
300°C), a temperatura de dessorcdo esta correlacionada a volatilidade dos
solutos. O tempo de dessorcao normalmente utilizado tem sido de 5 a 15

minutos.

#do inglés: thermal desorption
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Figura 10 - Dessorcdo Térmica SBSE-GC. Retirada do site www.gerstel.com

Outra alternativa tem sido a dessorcao em fase liquida (Figura 11),
em solventes adequados (geralmente em banho de ultra-som), com as
aliguotas do extrato sendo analisadas por GC ou HPLC. A combinacao da
SBSE com dessorcao liquida, SBSE-HPLC, tem sido utilizada para andlise
de compostos com alta massa molecular ou de solutos termoldbeis.>> A
dessorcdo em fase liquida devera ser melhor estudada porque possibilita
analise de compostos polares que ndo podem ser analisados em CG.* O
processo SBSE-HPLC foi utilizado para a anadlise de fungicidas em
amostras de uvas resultando em limites de quantificacdo de 0,01 mg Kg™*
para todos os fungicidas analisados.>?

A SBSE também pode ser realizada no “headspace” de um
liquido®3(Figura 12).

As barras de agitacdao PDMS tém sido re-utilizadas (aproximadamente
30 vezes), apos o processo de dessorcdo térmica, sem processos de

“clean up” ou de condicionamento adicionais.>*>°
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Figura 11 - Dessorgao SBSE-LC “off-line”

Figura 12 - SBSE no headspace. Retirada do site www.gerstel.com

A técnica SBSE tem apresentado alta sensibilidade analitica quando

aplicada a area ambiental (Tabela 7), para as analises de compostos

aromaticos  volateis, solventes halogenados*®>3, hidrocarbonetos
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54,57
’

poliaromaticos bifenilas policloradas (PCBs)>8, pesticidas,

>9%0 composto de organo-estanho® e fendis.®

flavorizantes
Outras aplicacdbes bem sucedidas da técnica SBSE tém sido as
determinacOes de flavorizantes, conservantes e pesticidas em diferentes
matrizes alimenticias (Tabela 7), incluindo bebidas alcodlicas e nao
alcodlicas.>>%3¢7
A SBSE com processo de derivatizacao tem sido utilizada para a
analise do acido p-aminohipurico, um composto téxico presente na urina,

|,°1 para andlise de fendis,®> e para a

relacionado a disfuncdo rena
determinacdo de compostos organicos em fltidos bioldgicos.>* A
derivatizacao e processo SBSE tém sido realizados simultaneamente, a

extracdo com a barra PDMS tem sido efetuada apds a adicao dos

reagentes derivatizantes.
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Tabela 7 - Aplicacdes da técnica SBSE nas areas ambiental e alimenticia

‘Analitos ~ Matriz Limite de ~ Método  Ref.
Deteccao

'VOCs  |a&gua [1ingL! [GC-MS  modo |48
monitoramento de ion
selecionado

VOCs agua 1pugL? GC-MS modo varredura 53

PAHs agua 0,2-2 ng L' | SBSE - dessorcdo liquida- | 54
HPLC, detector
fluorecéncia

PAHs agua 0,1-2 ng L' | SBSE - dessorcdo térmica- | 57
GC-MS

Flavorizantes | dgua 0,1-1 ng L” | SBSE-dessorcao térmica- | 60
GC-MS

Organo- agua 0,1 ngL? SBSE-dessorcdo térmica- | 61

estanho GC-MS

Pesticidas vinho 1nglL? SBSE-dessorcdo térmica- | 66
GC-MS

Pesticidas Polpa de | 10 ug Kg™ SBSE dessorcao térmica- |67

péra GC-MS
Pesticidas Frutas e | 10 pug Kg™ SBSE dessorcao térmica- | 64
vegetais GC-MS

Fungicidas vinho 2ngL! SBSE-dessorcdo térmica- | 65
GC-MS (modo
monitoramento de ion
selecionado) e SBSE-
dessorcdo liquida-LC-MS
(modo monitoramento de
ion selecionado)

VOCs: compostos orgédnicos volateis, PHAs: hidrocarbonetos poliaromaticos
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Diferentes analitos como: fendis, esterdides, acidos graxos, drogas do
abuso,®® benzodiazepinicos,®® ftalatos e metabdlitos,®® compostos
organicos volateis (VOCs), tais como aldeidos e compostos de enxofre,”°
metabdlitos de hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs)”! e barbitlricos’?
tém sido extraidos de soro, plasma ou urina e bifenilas policloradas (PCBs)
no esperma’ (Tabela 8).

As amostras de urina tém sido extraidas diretamente ou apds
hidrélise enzimatica. Amostras de soro, plasma, liquidos da bile e esperma
tém sido diluidas com &gua ou com solucdo tampdo** e proteinas do
plasma tem sido precipitadas antes do processo de extracdo.

Lambert et al. (2005)” desenvolveram uma barra de SBSE revestida
com alquil-diol silica (ADS), material de acesso restrito (RAM), para
solucionar o problema das interferéncias das proteinas no processo de
extracdo. As particulas ADS possuem superficie exterior hidrofilica e
eletricamente-neutra (diol) dificultando a adsorcao das proteinas e a
superficie interna (fase ligada, alquil hidrofdbica, Cig) responsavel pela
extracdo dos analitos. Dessa forma, as particulas ADS sao capazes de
fracionar a amostra em matriz protéica e analito, através do controle do
tamanho de seus poros, os quais formam uma barreira excluindo as
macromoléculas. Simultaneamente ao processo de exclusao pelo
tamanho, compostos com moléculas de baixa massa molecular sao
extraidas e enriquecidas, via particao, na fase interior (Cis ). A SBSE-RAM
foi utilizada nas anadlises de cafeina e seus metabdlitos em fluidos

bioldgicos, resultando em limite de deteccdo de 25 ng mL™. 7°
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Tabela 8 - Aplicacdes da técnica SBSE para analises de fluidos bioldgicos
Referéncia Analito e Condicbes  Deteccao LoD # Observacgoes
Matriz de
extracao
Tienpont Marcadores 60 min TD-CG-MS DEHP B Derivatizacdo
et al. bioldgicos, 1000 rpm 0.3 pugL? com ethyl
(2002)°! drogas de chloroformate e
abuso em acido anidrido
fluidos acético
bioldgicos
Benijts Bifenilas 45 min TD-CG-MS | < pg mL™* | Amostra diluida
et al. policloradas | 1000 rpm c (esperma:
(2001)73 em esperma agua/metanol
humano (1:9 v/v) P
Tienpont Farmacos 60 mina | TD-CG-MS | Barbituri Derivatizagao
et al. em urina 1000 rpm coS com ethyl
(2003)”2 1 ug L't | chloroformate e
ac. anidrido
acético
Lambert Cafeina e 30 min HPLC-UV | 25 ng mL* Dessorcao
et al. metabolitos | 1000 rpm liquida
(2005)”> | em plasma ADS-RAM-como
revestimento
SBSE
Kawasguchi | Alquilfendis 60 min, TD-CG-MS 0.04 a Amostra diluida
et al. em urina e 25°C 0.004 com agua
(2004)7° plasma 500 rpm ng mL*? (1:1 v/v)
sem a etapa de
derivatizacao
Kawasguchi Bisfenol A | 45-120 min | TD-CG-MS | 20 pg mL™? | Amostra com
et al. em urina, |a 500-1000 Urina pH ajustado
(2004)"7 plasma e rpm 100 pg mL (pH 10.5)
saliva ! Plasma | Derivatizacdo in
20 pg mL™ situ
Saliva
Stopforth Acido 30 min | TD-CG-MS 0.2 Antes da
et al. tuberculo 1000 rpm ng mL™ extracdao; os
(2005)® | em escarro lipidios
micobacteriano
s foram
hidrolisados e
derivatizados
com formiato
de etilcloro

continuacao da tabela 8...
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...continuacgao da tabela 8

Referéncia

Analito e

Condicoes

Deteccao

LOD A

36

Observacgoes

Matriz de extragéo

Kawaguchi | Xenoestroge 150 min TD-CG-MS 10-50 Derivatizagao
et al. nos 1000 rpm pg mL™ com acido
(2005)”° | fendlicos em anidrido acético

urina
humana
Kawaguchi Clorofendis 60 min, TD-CG-MS 10- 20 Conjugacao
et al. em urina 500 rpm pg mL™ enzimatica e
(2005)%° derivatizacdo
com acido
anidrido acético
ALMEIDA e Hormonios 120-240 LD-HPLC- 0,3-1,0 Dessorcgao
NOGUEIRA, sexuais min DADF ug L Liquida em 1;5
(2006)8? em urina 750 rpm) mL solvente no
ultra-som
Stopforth et 4-HNE® 50 min TD-GC-MS 22 2 etapas de
al (2006)%% | (produto da | 1100 rpm pg mL? | derivatizacdo in

peroxidacao
lipidica)
em urina

situ com PFBHA"
e no headspace
com anidrido
acético

ALOD: limite de deteccdo.® DEHP: Di-(2-etilhexil)ftalato.“TD-GC-MS: dessorcdo térmica-
cromatografia gasosa-espectrometria de massa.® Metanol foi adicionado a solucdo da
amostra para minimizar o efeito da adsor¢do pelo vidro.F ADS-RAM: alquil-diol-silica,
material de acesso restrito.” LD-HPLC-DAD: dessorcdo liquida-cromatografia liquida de
alta eficiéncia-detector com aranjo de diodo.® 4-HNE: 4-hydroxylnonenal." PFBHA:
pentafluorobenzil hidroxilamina.

A analise dos trabalhos apresentados demonstrou que a técnica

SBSE-HPLC devera ser melhor

investigada cientificamente,

pois as

evidéncias quanto a sua aplicabilidade para analises de farmacos em

amostras biologicas, para fins de monitorizacdo terapéutica, parecem

inguestionaveis, porém ainda ndo demonstradas na pratica. No Brasil,

Nosso grupo é pioneiro no estudo da aplicacdo de SBSE para determinacao

de farmacos.®3
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1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia ocupa um lugar de destaque entre as técnicas
analiticas disponiveis para a separacao e quantificacdo de espécies
quimicas. Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), “a cromatografia é a técnica usada para a separacao dos
componentes de uma amostra, os quais se distribuem em duas fases,
uma estaciondria e a outra, movel. A fase estacionaria pode ser um sélido
ou um gel. A fase mdvel pode ser liquida ou gasosa.’* A cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC) (Figura 13) é o termo geralmente
empregado para descrever a separacgao diferencial de solutos em um fluxo
liguido (fase moével) através de uma coluna preenchida com particulas
solidas (fase estacionaria).

A HPLC é considerada uma técnica complementar a cromatografia
gasosa (GC). Espécies ndo volateis e/ou termicamente instaveis nao
podem ser analisadas por GC, a menos que essas sofram um processo de
derivatizacdao que as tornem mais volateis e/ou termicamente estaveis.
Outra alternativa seria a analise desses compostos nao derivatizados por
HPLC. Além disso, a técnica de HPLC apresenta uma série de outras
vantagens como: rapidez nos resultados, alta resolucao, versatilidade,
podendo analisar moléculas de alta massa molecular, espécies ionicas ou
ndo idnicas.?’8*8> A técnica HPLC pode ser classificada de acordo com o
mecanismo de separagao. Em cromatografia liquida em fase ligada, a fase
estaciondria é ligada quimicamente a superficie de um suporte sélido,

geralmente, silica. As particulas de silica (ligadas a fase estacionaria) sao
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compactadas por meio de técnicas especiais (slurry packing) em colunas
de aco inoxidavel. As colunas analiticas convencionais apresentam
diametros internos entre 2 e 4,6 mm e comprimentos que variam de 10 a
25 cm.?*® De acordo com as polaridades relativas das fases, mdvel e
estacionaria, pode-se dividir a cromatografia em fase ligada em dois tipos:
modo normal, no qual a fase estacionaria é polar e a fase movel é apolar

e modo reverso, no qual a fase estacionaria apolar e fase movel polar.

A
VALVULA

MEDIDOR
BOMBA DE

PRESSAO

COLUNA
RESERVATORIO
REGISTRADOR DETECTOR

Figura 13 - Esquema dos componentes de um sistema de HPLC

A cromatografia em fase reversa € a modalidade em HPLC mais
utilizada, uma vez que permite a separacao de uma grande variedade de
solutos e o uso de fases modveis aquosas. A fase mdvel mais utilizada é a
mistura de acetonitrila e agua, sendo a acetonitrila, quando necessario,
substituida por metanol ou tetrahidrofurano. O uso desses trés solventes
apenas deve-se a pequena quantidade de solventes organicos misciveis

com agua. O principio da retencao em fase reversa é baseado no carater
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hidrofébico dos analitos. A separacao em fase reversa se deve
principalmente a interacdes entre a parte nao-polar do soluto e a fase
estacionadria, isto é, a repulsdo dessa parte do soluto pela fase moével
aquosa. Em cromatografia em fase reversa, a retencao diminui para
compostos mais hidrofilicos, assim quando um acido ou uma base é
ionizada, estes se tornam menos hidrofdbicos e, conseqientemente, a
retencao é reduzida. Assim, com o aumento de pH, a retencdo para acidos
diminui e para bases aumenta. A separacdo de compostos ionizaveis
(acidos e bases fracas) pode ser conseguida pela supressao da ionizacao,
com a substituicdo da agua da fase movel por solucao tampao, em pH
adequado considerando o pKa dos analitos.8®

1.5 Validagdo Analitica®”°

A validacdo de um método analitico deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacoes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar precisdo, exatidao, linearidade, limite de deteccao, limite de
quantificacdo e recuperacdoes adequadas a analise. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA), tem determinado os
parametros a serem estudados, bem como os limites de tolerancia para
um processo de validacdo de uma metodologia analitica.

A linearidade do método representa a faixa ou intervalo de
concentracdao, onde a resposta do instrumento deve ser linear a

concentracao do analito.
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A curva de calibracdo deve ser construida utilizando-se a matriz
proposta para o estudo, deve conter no minimo (6) seis pontos contendo
padrdo do farmaco e padrdo interno, do limite de quantificacdo até 120 %
da concentracdo mais alta que se pretende analisar. O desvio padrao
relativo (RSD) deve ser menor ou igual a 20% em relagao a concentracao
nominal para o limite de quantificacdo e menor ou igual a 15% em relagao
a concentracao nominal para as outras concentragdes da curva de
calibracao. No minimo 4 de 6 concentracdes da curva de calibracao devem
cumprir esses critérios. O coeficiente de correlacao linear (r) deve ser
igual ou superior a 0,98. Deve ser apresentada uma analise da amostra de
branco (matriz isenta de farmaco e padrao interno que também tenha sido
submetido ao processo de extragao).

A precisao de um meétodo analitico é definida como a concordancia
entre varios resultados obtidos, quanto mais préximos entre si estiverem,
maior a precisao. A precisdo pode, também, ser expressa como precisao
intra-ensaios, quando medida em um mesmo dia e interensaios quando
medida ao longo de varios dias. Esse parametro deve ser avaliado em trés
niveis de concentracao (baixo, médio e alto), realizando-se no minimo 5
(cinco) determinagdbes em cada concentragcdao. A precisdao pode ser
expressa como desvio padrao relativo (RSD) ou coeficiente de variagao
(CV%), nao se admitindo valores superiores a 15%, exceto para o LOQ,

para o qual se admite valores até 20%.
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> (% —X)° CV = 24100
S= i=1 X

Onde:

S= desvio padrdo

x; = valor medido
X = média dos valores obtidos

n = numero de medidas

CV = coeficiente de variacdo ou desvio padrao relativo

A Exatidao é expressa através da razao entre a concentracdao média
determinada experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente
em trés concentracdes (baixa, média e alta) dentro da faixa de variacao
do procedimento, realizando-se pelo menos cinco réplicas de cada
concentracao, o desvio ndao deve exceder 15% (quinze por cento), exceto
para o LOQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%

(vinte por cento).

Concentragomeédiaexperimenal y
Concentraéoteorica

Exatidao= 100

O limite de deteccao (LOD) de um método é a menor quantidade de
analito que pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada

como um valor exato. Estabelecido por meio de andlise de solucdes de
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concentracdes conhecidas e decrescentes do farmaco, até menor nivel
detectavel. Um procedimento comum tem sido estabelecer como limite de
deteccdo a concentracao do analito que gera um sinal 3 vezes maior que o
sinal do ruido da linha de base.

O limite de quantificacdo (LOQ) é a menor quantidade do analito que
pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis. Pode se basear
em diferentes critérios, mas, o mais comum ¢é considerar o LOQ como
sendo a concentracdo que produz um sinal com relagdo sinal/ruido igual a
10 e que o RSD para uma série de experimentos nao seja superior a 20%.

A recuperacgdo avalia a eficiéncia do procedimento de extracao de um
método analitico, considerando um limite de variagcdo estabelecido.
Recuperacdes proximas a 100% sdo as desejaveis, porém tem-se
admitido valores menores, desde que a recuperagao seja precisa e exata.
Esse teste devera ser realizado comparando-se os resultados analiticos de
amostras extraidas, a partir de trés concentracdoes (baixa, média e alta)
com os resultados obtidos com solucdbes padrao, nao extraidas, que
representam 100% de recuperacgao.

A seletividade é a capacidade de um método em determinar o analito
de maneira inequivoca na presenca de outras substancias susceptiveis de
interferirem na determinacao.

As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco
e do padrao interno devem ser inferiores, respectivamente a 20% e 5 %

da resposta na concentragao utilizada.
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Em geral, uma forma simples de verificar a seletividade de um
método cromatografico é observar a presenca de picos na regidao do
tempo de retencdo do analito de interesse injetando-se um branco obtido

com a mesma matriz a ser analisada.



2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Padronizacdo do método extracao sortiva em barra de agitacao e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (SBSE/HPLC) para anadlise dos
antidepressivos triciclicos: amitriptilina e imipramina e seus
respectivos metabdlitos ativos nortriptilina e desipramina, dos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina: citalopram, e
sertralina, em amostras de plasma, para fins de monitorizagao

terapéutica.
2.1.1 Otimizacdo das condicdoes cromatograficas (HPLC)
2.1.2 Otimizagao das variaveis SBSE.

2.2 Validacao analitica do método SBSE/HPLC padronizado. Avaliacao
dos seguintes parametros de validacao analitica: linearidade, precisao

interensaios, recuperacao, limite de quantificacao e especificidade.

2.3 Anadlise de amostras de pacientes em terapia com antidepressivos

para fins de monitorizacao terapéutica.



3 MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

— Vidraria de uso comum em laboratério: baldo volumétrico,
béquer, espatula, funil, pipeta, pipetador, proveta

— Tubos de ensaio de vidro pyrex com fundo cénico de 15 mL

— Agitador de tubos phoenix (modelo AP 56)

-~ Chapa de aquecimento e agitacao Corning

— Ultra-som Thornton

— pHmetro Orion (modelo 420 A)

— Sistema de purificacao de agua Milli-Q Plus (Millipore)

— Membrana para filtragdo de nylon, tamanho do poro: 0,45 um,
diametro: 47 mm (Varian)

-~ Barras sortivas de extracdo de 10 mm de comprimento recoberta
com filme de PDMS de 0,5 mm de espessura, adquiridas do
fornecedor Gerstel GmbH (Mullheim Ruhr, Germany).

— Frascos de vidro ambar de 10 mL com tampa para SBSE

3.2 Solventes e Reagentes

A 3agua utilizada foi destilada e purificada pelo sistema milli-Q da
Millipore com condutividade de 18,2 MQ2 cm. Os solventes utilizados como
constituintes da fase moével foram previamente filtrados em membrana
0,45 uym. O cloreto de sdédio foi lavado com o solvente de dessorcao
(acetronitrila grau HPLC) para eliminar possiveis interferentes seguido por

secagem a 300°C por 15 horas.
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A procedéncia dos reagentes utilizados esta descrita abaixo:
— Acetonitrila, grau HPLC, J.T.Baker,
— Acido Acético, Merck, Rio de Janeiro- RJ (Brasil)
— Metanol grau HPLC, ].T.Baker, Phillipsburg (USA)
— Acetato de Sdédio.3H,0, Merck, Darmstadt, Germany
— Cloreto de Sédio, Merck, Rio de Janeiro- R] (Brasil)
— Hidréxido de Sdodio, Merck, Rio de Janeiro- R] (Brasil)
— Tetraborato de Sddio, Sigma, St. Louis — MO (USA)

— Fosfato de Sodio, Sigma, St. Louis - MO (USA)

3.3 Preparo das solucoes padrao dos antidepressivos

A procedéncia dos padroes dos antidepressivos esta descrita abaixo,
sendo que todos os farmacos apresentaram pureza superior a 99,9%.
— Cloridrato de Amitriptilina, Sigma, St. Louis — MO (USA)
— Cloridrato de Nortriptilina, Sandoz, Sao Paulo — SP (Brasil)
— Cloridrato de Imipramina, Ciba Geigy, Sao Paulo — SP (Brasil)
— Cloridrato de Desipramina, Ciba Geigy, Sao Paulo — SP (Brasil)
— Cloridrato de Clomipramina, Ciba Geigy, St. Louis — MO (USA)

Cloridrato de Citalopram, Roche, Sao Paulo (Brasil)

Cloridrato de Sertralina, Roche, Sao Paulo (Brasil)

Para o preparo das solucdes estoque foram pesados 10 mg do padrao
de cada farmaco, as quais dissolveram-se em 10 mL de metanol, obtendo-

se a concentracdo de 1mg mL!. Todas as solucbes foram armazenadas a
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temperatura de -20°C em frasco ambar, mantendo-se estaveis por até 6
meses. A partir das solugdes estoque, por meio de diluicdes (também em
metanol) prepararam-se as solugdes de trabalho dos antidepressivos e do

padrao interno nas concentragdoes desejadas.

3.4 Amostras de plasma

As amostras de plasma, branco de referéncia, livres de
antidepressivos, sorologia negativa para hepatite B e C, Chagas, HIV,
HTLV-1/1I, TGP e Sifilis foram cedidas pelo Hemocentro do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto-USP.

Para a otimizacdo das variaveis SBSE e validacao analitica do método
padronizado, amostras de plasma branco de referéncia foram enriquecidas
com 100 pL de padrdo interno (clomipramina, 10 pg mL™?) e 100 pL de
solucdo padrao contendo os antidepressivos, nas concentracdes de 0,2 a
10 pg mL?, que resultaram em concentracdes plasmaticas as quais
contemplam o intervalo terapéutico, de 20 a 1000 ng mL™.

As amostras de pacientes que fazem uso de antidepressivos foram
coletadas pela manha, com os pacientes em jejum, antes do horario da

proxima medicacao.(anexo)

3.5 Analises cromatograficas

As anadlises cromatograficas foram realizadas no cromatografo liquido
de alta eficiéncia equipado com detector ulra-violeta/visivel, Varian 9050 e

bomba ternaria: Varian 9012, nas condicdes apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Condicdes cromatograficas empregadas na anadlise dos

antidepressivos em amostras de plasma

Coluna LICHROSPHER® 60 RP SELECT B - MERCK RP-18

(25 cm x 4,6 mm x 5um)

Fase Movel Tamp3ao acetato de sédio 0,1 mol L pH 5,2

/ Acetonitrila (60:40 v/v)

Modo de Eluigao Isocratico
Vaz&o da Fase Movel 1,3 mL min*
Temperatura Ambiente (25 °C)
Comprimento de onda 230 nm
Volume injetado 50 pL

3.6 Padronizacdao do método SBSE/HPLC para analise

simultanea de antidepressivos

3.6.1 Condicionamento das barras SBSE

As barras SBSE revestidas com polidimetilsiloxano, antes de serem
utilizadas nas extracdes, foram condicionadas por 24 horas em solugao
acetonitrila:metanol (80:20 v/v). Entre as extragdes sucessivas, as barras

foram lavadas em metanol por 30 min a 50°C, sob agitacgao.



Materiais e Métodos 51

3.6.2 Avaliacao e otimizacao dos parametros de SBSE

As amostras de plasma (1,0 mL) enriquecidas com 100 pL de solugao
de padrdo contendo antidepressivos (0,2 a 10 pg mL?') e 100 pL de
solucdo de padrdo interno (clomipramina, 10 pg mL!) foram adicionadas
em um frasco de extracdo pyrex com tampa de rosca e diluidos com 4 mL
de solugao tampao. A barra de polidimetilsiloxano foi adicionada ao frasco.
As extracoes SBSE foram realizadas sob agitacao constante, com controle
de tempo e temperatura. O processo de dessorcdao foi realizado em
acetonitrila. Apds a evaporacdo do solvente, o extrato foi reconstituido
com 100 pL de acetonitrila e em seguida 50 uL do mesmo foram injetados
no HPLC.

As variaveis do processo de extracdao SBSE (tempo, temperatura,
forca ionica, pH da matriz) e de dessorcdo (tempo e modo de dessorcao)
foram avaliados e otimizados, considerando a quantidade de analito
extraido.

Para a otimizacdao das condicdoes de SBSE, a matriz plasma foi
substituida por agua, com o objetivo de aumentar a vida util da barra de
agitacdo. Apds a otimizacao das condicdes SBSE, a matriz plasma foi

utilizada na validacao analitica do método padronizado.

3.6.2.1 Otimizacao do tempo e temperatura de extragao
As amostras de &gua enriquecidas com os antidepressivos em
estudo foram analisadas em diferentes temperaturas de extracao (30, 50,

60 e 70°C) e, em cada temperatura, foram avaliados 4 diferentes tempos
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de extracao (15, 30, 45, 60 min). A dessorcao foi realizada em acetonitrila

a 60°C por 15 minutos.

3.6.2.2 Otimizacao do pH da matriz

Para favorecer a extracdao, o valor de pH da matriz deve ser ao
menos duas unidades menor que o pKa dos analitos, para espécies com
carater acido, e duas unidades maior que o pKa, no caso de espécies com
carater basico, tais como os antidepressivos. Este procedimento garante
gue a maior parte das moléculas dos analitos, presentes no meio, esteja
em sua forma neutra (nao protonada). A diluicdo da amostra aguosa com
diferentes solucdes tampado, foi avaliada nas seguintes condigdes: tampao
fosfato de sdédio 0,05 mol L'! pH 7,0; tampao borato de sédio 0,05 mol L

pH 8,0; 9,0 e 10,0).

3.6.2.3 Avaliacdo do efeito da forca i6nica

Para a avaliacao do efeito da forca ibnica na matriz aquosa foram
comparados os resultados de extracdes de amostras de agua enriquecidas
com antidepressivos sem adicao de NaCl , com adicao de 5%, 10% e 15%

de NaCl.

3.6.2.4. Escolha do modo de dessorcao
Foram avaliados dois métodos de dessorcao: agitacdo magnética e
ultra-som. Quando utilizado o ultra-som, a barra SBSE foi colocada no

frasco contendo o solvente de dessorcao, assegurando sua total imersao.
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O frasco foi entdo, colocado no ultra-som por um periodo de 30 min a
temperatura ambiente (25°C). Quando utilizado a agitacdo magnética a
barra foi colocada num frasco que permitisse a agitacao do solvente de

dessorgcao e mantida a 50°C por 30 min.

3.6.2.5 Otimizacao do tempo de dessorcao

As amostras de plasma enriquecidas com antidepressivos foram
analisadas mantendo-se as condigdes de extracdo (50°C por 45 min) e
foram avaliados diferentes tempos de dessorcdo a 50°C (10, 15, 20, 30,
60 min), para controle do carryover. Apdos a dessorcdo, a barra de
agitacao foi removida do frasco, seca em papel absorvente limpo e
colocada em um frasco contendo acetonitrila durante 30 min. A cada 15

minutos o solvente era trocado.

3.7. Validacao analitica do método SBSE/HPLC padronizado

3.7.1. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de amostras de plasma
de referéncia, enriquecidas com antidepressivos em estudo. A faixa de
concentracao plasmatica estudada para os seis antidepressivos foi de 20 a

1000 ng mL™.
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3.7.2. Recuperagao

A recuperacao dos antidepressivos foi avaliada em trés diferentes
niveis de concentracdo. A recuperacao relativa foi calculada da seguinte

forma:

R = [ (Aam/ Aism) / (Aar/ Arsr) ] x 100 Equagao

Onde:

A.m = area do analito na amostra enriquecida

Aism = area do padrao interno na amostra enriquecida
A, = area do analito no padrao referéncia

Aisr = area do padrao interno no padrao referéncia

3.7.3. Precisao

A precisao interensaio foi avaliada através do coeficiente de variagao
(%) das concentracdes do analito obtidas, calculadas para cinco extracoes

em dias consecutivos em trés concentracoes distintas.

3.7.4. Limite de Quantificacao

Os limites de quantificagdo foram determinados por meio de
extracbes de amostras de plasma fortificadas com solugdes em
concentracoes decrescentes de antidepressivos. Foram selecionados picos
cujas alturas foram dez vezes maiores que a altura do ruido da linha de

base e cujos coeficientes de variagao foram menores que 20%.
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3.7.5. Especificidade

A especificidade foi determinada através da analise de varias
aliquotas diferentes de plasma branco de referéncia de diferentes
individuos e observada a auséncia de picos na regidao do tempo de

retencdo dos analitos de interesse.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CondigcOoes cromatograficas HPLC

Varias condicdes cromatograficas foram testadas para obter
satisfatéria resolucao cromatografica em um menor intervalo de tempo de
andlise. A fase médvel acetonitrila: solucdo tampao acetato de sddio 0,1
mol L pH 5,2; 40:60 v/v apresentou os melhores resultados. Apesar da
grande semelhanca estrutural dos analitos, observa-se completa
separagao entre os seis antidepressivos, bem como a separagao destes
com o padrdao interno (clomipramina), empregado para a analise
quantitativa. A ordem de eluicao dos antidepressivos relaciona-se as
interacoes destes com a coluna analitica em fase reversa (Cig) utilizada,
sendo que os compostos eluidos em intervalos de tempo menores sao os
mais polares (hidrofilicos). Esta simples observacao apresenta
implicitamente o fato de que os processos de biotransformacdao sempre
geram produtos mais hidrofilicos (polares), facilitando assim sua
eliminagdo por meio da urina.’! Assim pode-se observar que a separacdo
obtida apresenta os produtos de biotransformacdao (desipramina e
nortriptilina) eluidos com menor tempo e isto esta exatamente de acordo
com o previsto.

A ordem de eluicdo dos compostos foi determinada por meio de
injecoes individuais dos padroes, ilustrada com os respectivos tempos de
retencao na Tabela 10, enquanto a resolucdo cromatografica dos farmacos

é ilustrada na Figura 14.
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Estabelecida a composicao da fase movel, tornou-se necessario
otimizar a resposta do detector ultra-violeta de forma que o mesmo
pudesse apresentar sensibilidade analitica adequada para andlise dos
antidepressivos em niveis terapéuticos preconizados na literatura. Assim,
ap6s ensaios realizados, o comprimento de onda A = 230 nm foi
selecionado, quando para isso 1 mL de plasma foi usado durante o

processo de extracao.

Tabela 10 - Ordem de eluicao dos antidepressivos e seus respectivos tempos de

retencao
ANTIDEPRESSIVOS TEMPOS DE RETENGAO (min)
CITALOPRAM 10,66
DESIPRAMINA 13,07
NORTRIPTILINA 15,28
IMIPRAMINA 17,26
AMITRIPTILINA 20,19
SERTRALINA 22,42

CLOMIPRAMINA 26,42
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Citalopram

Martriptiling
Padrao Interno

Amitriptiling

Desipramina

Imiprarminz
Settralina
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T —
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Figura 14 - Cromatograma referente a andlise da solugdo padrdao dos
antidepressivos (500 ng mL™): 1: citalopram, 2: desipramina, 3: nortriptilina, 4:
imipramina, 5: amitriptilina, 6: sertralina, 7: clomipramina. Coluna: Lichrospher
®60 RP Select B (Merck) (25mm x 4,6 mm x 5 pm). Fase médvel: Tampao
acetato sédio 0,1 mol L (pH= 5,2) / Acetonitrila (60:40 v/v); vazdo da fase

mével: 1,3 ml min™'. Volume injetado: 50 uL. Deteccdo: 230 nm. Atenuacdo 8
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4.2 Padronizacdao do método SBSE/HPLC para analise

simultanea de antidepressivos

O PDMS, revestimento polimérico homogéneo, extrai analitos via
particao, no qual o analito solubiliza-se no revestimento e difunde-se no
mesmo durante o processo de extracdo. Este processo é nao-competitivo
(em comparacdao com a adsorcao) e a quantidade de analito extraido da
amostra é independente da composicao da matriz. Essa interacdo do
analito com a fase extratora é mais fraca que na adsorcdo, a qual ocorre
na superficie ativa e a degradacao de analitos instaveis é menos
significante quando comparada a adsorcao. Além disso, a capacidade de
retencdo do analito no revestimento PDMS ndo € influenciada pela
presenca de outros analitos ou a presenca de interferentes, pois, cada
analito tem seu equilibrio de particio na fase PDMS. Ndo ocorre o
deslocamento ou substituicao de analitos de menor afinidade pelos de
maior afinidade com a fase extratora.>*

As principais varidveis SBSE: pH da matriz, forca iOnica, tempo e
temperatura de extracdo e processo de dessorcao foram otimizadas para
obtencdao de eficiente processo de extracao em um menor intervalo de
tempo de analise. A otimizacdo das varidveis SBSE foi baseada no
equilibrio de sorcao dos farmacos entre as fases: polimérica (PDMS) e
matriz aquosa.

O volume da amostra, velocidade de agitacdo e espessura do

revestimento do polimero influenciam o tempo de equilibrio de extracdo®?,
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durante a otimizacdo do procedimento de extracdo essas variaveis foram

mantidas constantes.

4.2.1. Tempo e temperatura de extracao

O aumento da temperatura aumenta a solubilidade, diminui a
viscosidade favorecendo o processo de difusdao dos analitos da matriz
aquosa para a fase polimérica (PDMS) resultando em menor tempo de
extracdo, no entanto, diminui a constante de distribuicdo do farmaco
entre o revestimento PDMS e fase aquosa.®*

Nos experimentos realizados, as variaveis: tempo e temperatura de
extracdao foram otimizadas em conjunto, para avaliar de forma mais
adequada a influéncia destas variaveis no processo por SBSE.

Observou-se que o aumento da temperatura de 30°C para 50°C
elevou o rendimento das extracdes para todos os farmacos. Ja os
resultados obtidos nas temperaturas de 50°C e 60°C foram proximos para
a maioria dos farmacos. O adicional aumento na temperatura para 70°C
resultou em extragdes menos eficientes, para a maioria dos analitos. Para
a temperatura de 30°C, o equilibrio de sor¢cao ndo foi atingido no intervalo
de tempo avaliado para a maioria dos analitos.

A melhor condicdo, entre as avaliadas, para a maioria dos
antidepressivos foi a 50°C por 45 min. A eficiéncia das extracdes de cada
antidepressivo em relagdo ao tempo e temperatura de extracao é

apresentada nas Figuras 15 a 21.
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Figura 15 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as analises de citalopram
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Figura 16 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as anadlises de desipramina
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Figura 17 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as analises de nortriptilina
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Figura 18 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as analises de imipramina
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Figura 19 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as analises de amitriptilina
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Figura 20 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as analises de sertralina
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Figura 21 - Eficiéncia do processo SBSE em diferentes temperaturas e tempos

de extracdo, para as analises de clomipramina
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4.2.2 Estudo da Forga ionica

O efeito da adicdo de sal (forca ibnica) na matriz aquosa foi também
avaliado. A adicao de sal exibe dois efeitos opostos sobre os analitos em
solucao. Com a adicdo de sal em solucdao aquosa, as moléculas de agua
tendem a formar uma esfera de hidratacdo ao redor dos ions do sal,
reduzindo a disponibilidade de moléculas de agua livres para dissolver os
analitos.®? Dessa forma, a atividade ou a concentracdo efetiva do analito
em solucdo, aumenta a eficiéncia do processo SBSE. Para analitos na
forma ndo dissociada, o efeito "salting out” é esperado. Em contra partida,
com o aumento da forca idnica, os ions do sal adicionado podem interagir

com os analitos i6nicos em solugao através de interacOes eletrostaticas,
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covalentes ou par i6nico®?, diminuindo a difusdo do analito para a fase
extratora. Observou-se que, com a adicao de 5 e 10% de NaCl, a
eficiéncia da extracdao diminuiu para todos os farmacos, voltando a
aumentar quando foi adicionado 15% de NaCl, quase se aproximando da
situagao inicial, sem adigao do sal.

Almeida e Nogueira®! relataram que porcentagens de NaCl maiores de
15% causaram saturacao da solugdo e adsorcao do sal junto ao
revestimento PDMS, diminuindo a eficiéncia do processo de extracao.
Porcentagens de NaCl acima de 20% devem ser evitadas pois podem
danificar seriamente a fibra de PDMS.%!

O efeito da adicao de NaCl no processo SBSE é ilustrado na Figura 22.
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Figura 22 - Efeito da forga idnica na eficiéncia do processo SBSE
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4.2.3 Estudo do pH

Quando se trabalha com farmacos que apresentam grupos ionizaveis,
o pH da matriz aquosa é um parametro relevante na otimizacao do
processo SBSE. O revestimento de polidimetilsiloxano (PDMS) apresenta
grande afinidade por analitos ndo idnicos®’. O ajuste do pH da matriz
bioldgica, para intervalos nos quais, os farmacos encontrem-se, na sua
maior parte, na forma ndo dissociada, assegura extracdoes SBSE mais
eficientes.

O efeito do pH da matriz aquosa na eficiéncia do processo SBSE pode
ser observado na Figura 23. Foram selecionados os valores de pH 7,0,
8,0, 9,0 e 10,0 de acordo com a faixa de pka dos farmacos analisados

demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Pka dos antidepressivos analisados

ANTIDEPRESSIVOS PKa
Citalopram 9,5
Desipramina 10,2
Nortriptilina 9,73
Imipramina 9,5
Amitriptilina 9,4

Sertralina 9,48
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Figura 23 - Efeito da variagao do pH da matriz no processo SBSE

Segundo a Figura 23 a maioria dos antidepressivos analisados
apresentou resultados mais satisfatorios em solugao tampdo de borato de
sddio, pH 9,0.

A sensibilidade do método SBSE/HPLC foi aprimorada com a diluicao
da amostra com solucdao tampdao borato, pH 9,0, no qual a maioria dos
farmacos encontram-se parcialmente ou totalmente na forma nao ibnica,
0 que possibilitou a extracdo com a fase PDMS. A diluicdo diminui a
viscosidade da matriz, favorecendo, dessa forma, o processo de difusao
dos analitos para a fase PDMS. Em matriz tamponada, o processo SBSE é
mais eficiente, pois, as razdes entre as formas ionizadas e ndo ionizadas

dos farmacos sao constantes.
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A diluicdo do plasma com solugdo tampao também diminuiu a
interferéncia das proteinas no processo SBSE. Compostos com alta massa
molecular, como as proteinas, podem ser adsorvidas irreversivelmente no
revestimento polimérico, mudando assim suas propriedades e diminuindo
o tempo de vida util da barra extratora. Um processo de limpeza das
barras entre as extracOes foi realizado para assegurar a remocdao dos

interferentes.

4.2.4 Modo de dessorcgao

Os modos de dessorcao com agitacdo magnética e ultra-som foram
avaliados, sendo que a agitacao magnética apresentou os resultados mais
satisfatérios, dobrando a eficiéncia do processo SBSE, conforme ilustra a

Figura 24.

B CT
] DES
- I NCR

altura do pico

Figura 24 - Comparagao da eficiéncia do processo SBSE segundo os modos de
extracao: l-agitagao com aquecimento e 2- ultra-som
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4.2.5 Tempo de dessorcao

O tempo de dessorcdo do processo SBSE foi também otimizado. Os
principios tedricos que regem o processo de dessorcao dos analitos da
fase extratora sdao os mesmos ja descritos para o processo de sorcdo. O
tempo e a temperatura de dessorcao adequados sdao aqueles, nos quais
nao se observa a presenga de analitos no cromatograma, apds o processo
de dessorcdo, eliminando dessa forma, o efeito de memoria e favorecendo
a repetitividade dos resultados. O efeito do tempo de dessorgao no

processo SBSE ¢ ilustrado na Figura 25.
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Figura 25 - Perfil da quantidade extraida de cada antidepressivo em funcao do

tempo de dessorgao
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A maior parte dos farmacos apresentou eficiente processo de
dessorcdo SBSE apds 30 minutos, em acetonitrila a 50°C, temperatura
padronizada para o processo de extracdo. Ja para os farmacos:
imipramina e desipramina, o equilibrio de dessorcao ndo foi atingido no
intervalo de tempo avaliado. No entanto, nessas condicdes de dessorcao,
0 processo SBSE apresentou sensibilidade analitica satisfatéria. Dessa
forma, o tempo de dessorcao de 30 minutos foi selecionado para as
analises posteriores. Uma etapa de limpeza da barra PDMS em metanol a
50°C por 30 minutos foi incluida no procedimento entre as extracdes. A
cada 15 minutos o solvente era trocado. Apds esse procedimento, novo
processo de dessorcao foi realizado e nao foram observados picos
interferentes nos tempos de retencao dos farmacos.

A velocidade de agitacao da barra de extracdo influenciou
significativamente na eficiéncia do processo SBSE. O aumento da
velocidade de agitacdo diminui o tempo necessario para atingir o equilibrio
de particao dos analitos. Assim, nos experimentos foi utilizada a maxima
agitacao permitida pela geometria do frasco de amostra.

Segundo os resultados obtidos (Figuras 15 a 23), as melhores
condicoes SBSE, entre as avaliadas, foram as seguintes: 1 mL de plasma
diluido com 4 mL de solugao tampao borato (pH 9,0) em frasco ambar
com tampa rosca. A barra PDMS foi adicionada ao frasco e sob agitagao
constante a extracao era realizada a temperatura de 50°C durante 45 min.
O processo de dessorcao foi realizado em acetonitrila a 50°C durante 30

minutos.



Resultados e Discussao 72

Segundo Sandra e colaboradores (2001),°3 as extracdes SBSE podem
ser realizadas fora do equilibrio de sorcdao, desde que os valores das
varidveis SBSE sejam rigorosamente controlados, durante as extracoes.
No entanto, neste trabalho as varidveis SBSE foram otimizadas, para se
obter adequada sensibilidade analitica, para analises de antidepressivos
no intervalo terapéutico, cujas concentracdes plasmaticas situam-se no
intervalo de 25 a 550 ng mL™.

O farmaco, clomipramina, apresentou comportamento semelhante
aos demais analitos durante a otimizagcao do processo SBSE, desta forma
o mesmo foi selecionado como padrdo interno para as analises

quantitativas.

4.3 Validacao do método SBSE-HPLC padronizado

4.3.1 Linearidade

O parametro linearidade denota a capacidade do método em fornecer
resultados quantitativos diretamente proporcionais a quantidade de
analito presente na amostra. A linearidade do método SBSE-HPLC foi
avaliada com amostras de plasma branco enriquecidas com os padroes
dos antidepressivos em seis diferentes concentracdes (20, 50, 100, 300,
500, 1000 ng mL™), de acordo com o procedimento descrito no item 3.4.
Os coeficientes de regressao linear (r) obtidos pelo método dos minimos
guadrados foram maiores que 0,9941. Tais valores estao de acordo com o

proposto para a validacdo de metodologias analiticas, segundo a
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ANVISA®®, que estabelece valor minimo de 0,98. A Tabela 12 apresenta a
regressao linear e o coeficiente de correlacdo do método SBSE/HPLC, para
os diferentes antidepressivos.

A menor concentracao avaliada no estudo de linearidade, corresponde
ao limite de quantificagcao, a qual apresentou variacgao menor que 20%.
Dessa forma o limite de quantificacdao obtido para o método SBSE/HPLC

foi de 20 ng mL™.

Tabela 12 - Parametros de linearidade obtidos na validacdo do meétodo
SBSE/HPLC
Antidepressivos Regressao Linear
Coeficiente de Correlacdo (r)

Intervalo avaliado (20 a 1000 ng mL"

!)
CITALOPRAM y =4169,4 + 6,2 x
r = 0,9969
DESIPRAMINA y = 3674,9 + 4,3 x
r = 0,9943
NORTRIPTILINA y = 2590,5 + 6,5 x
r = 0,9941
IMIPRAMINA y = 2734,3 + 5,7 x
r = 0,9957
AMITRIPTILINA y = 2328,9 + 10,26 x
r = 0,9952
SERTRALINA y =1373,4 + 3,6 x

r=0,9972
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As Figuras de 26 a 31 ilustram as curvas de calibragao, utilizadas nas

analises quantitativas para os diferentes antidepressivos analisados.

]

H
T

y =0,0497 + 0,00169 x
r=0,99925

altura CIT / altura padrdo intero
o P
T T

n/ T I T I T I T I T I 1
)N 0 20 40 60 a0 100

concentracdo plasmatica (ng mL™)

Figura 26 - Curva de calibragdao obtida para Citalopram. Intervalo de

concentracdo plasmatica avaliado: 50 a 1000 ng mL™
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y =-0.01909 + 0.00123x
r=0.99831
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Figura 27 - Curva de calibragao obtida para Desipramina. Intervalo de

concentracdo plasmatica avaliado: 50 a 1000 ng mL™
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Figura 28 - Curva de calibragao obtida para Nortriptilina. Intervalo de
concentracdo plasmatica avaliado: 50 a 1000 ng mL™
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Figura 29 - Curva de calibragao obtida para a. Imipramina. Intervalo de
concentracdo plasmatica avaliado: 50 a 1000 ng mL™
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Figura 30 - Curva de calibragao obtida para Amitriptilina. Intervalo de
concentracdo plasmatica avaliado: 50 a 1000 ng mL™
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Figura 31 - Curva de calibragao obtida para Sertralina. Intervalo de

concentracdo plamatica avaliado: 50 a 1000 ng mL™

4.3.2 Recuperacao relativa

A recuperacao relativa representa a razao entre o quociente das
areas, do analito e do padrao interno extraidos de uma amostra
enriquecida, e o quociente das areas dos mesmos quando ndo submetidos
ao processo de extracdo. A recuperacdao de um método de extracao
representa a eficiéncia do processo de extracdo, ou seja, expressa a
porcentagem extraida dos analitos inicialmente presente na amostra. Os
valores médios das recuperacoes relativas obtidas para os analitos estdo
apresentadas na Tabela 13, para amostras de plasma enriquecidas com
trés diferentes concentragcdes, sendo que, para cada concentracdo, os

testes foram realizados em triplicata.
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Tabela 13 - Recuperacao relativa dos antidepressivos em trés niveis de

concentragao
ANTIDEPRESSIVOS Recuperacao Relativa(%) n=3
Concentracao adicionada
50 ngmL' 200ng mL' 400 ng mL*?
CITALOPRAM 92 84 97
DESIPRAMINA 100 83 100
NORTRIPTILINA 108 98 107
IMIPRAMINA 100 105 110
AMITRIPTILINA 91 100 110
SERTRALINA 100 103 95

Os valores de recuperacao relativa obtidos para os antidepressivos
nas trés concentracoes avaliadas foram de 83 e 110%. Esses valores

estao de acordo com as normas preconizadas pela ANVISA.

4.3.3 Precisao interensaios

A Tabela 14 apresenta os valores de coeficiente de variacdo (CV)
interensaios, concordancia entre os ensaios realizados em dias
consecutivos, em diferentes concentracbes plasmaticas obtidos pelo
método SBSE/HPLC.

A precisdao interensaios apresentou coeficiente de variacao (CV),
menores que 14 %. Estes resultados sao satisfatérios, segundo as normas
da ANVISA, as quais preconizam coeficientes de variacdo inferiores a
15%. Segundo a Tabela 14, pode-se concluir que o método de extracao

utilizado comporta-se de forma semelhante nas trés concentragdes



Resultados e Discussao 79

estudadas. Estes resultados indicam que o método SBSE/HPLC apresenta
precisao0 adequada para as medidas dos antidepressivos nas

concentracdes plasmaticas estudadas.

Tabela 14 - Precisdo interensaios do método SBSE/HPLC em trés niveis de

concentracao
Antidepressivos Média das Precisao interensaios n=5
Concentracao concentragoes+ DP Coeficiente de Variagao
adicionada (ng mL™) (%)
(ng mL™)
Citalopram
50 45,12 + 3,72 8,25
200 197,80 + 11,67 5,90
400 435,18 + 23,87 5,49

Desipramina

50 59,08 £ 5,54 9,40

200 192,24 + 9,04 4,70

400 376,96 + 11,39 3,02
Nortriptilina

50 51,62 £ 5,83 11,3

200 194,42 + 14,18 7,29

400 428,82 +12,85 3,14

Imipramina

50 51,0 £ 6,18 12,10
200 224,84 £ 23,97 10,66
400 460,04 + 50,47 10,97

continuacao da tabela 14...
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... continuacao da tabela 14

Antidepressivos Média das
Concentragao adicionada concentragbes+ DP
(ng mL™?) (ng mL™?)
Amitriptilina
50 54,42 +4,82
200 209,98 + 12,88
400 452,36 + 42,68
Sertralina
50 44,64 + 6,24
200 202,06 + 18,25
400 438,18 + 39,43

DP:Desvio Padrao

4.3.4 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LOQ) do método SBSE/HPLC foi

20 ng mL?' para os antidepressivos estudados.

80

Precisao interensaios n=5

Coeficiente de Variacao

(%)

8,90
6,13
9,43

14,0
9,03
9,00

de

Esta concentracao

representa um sinal analitico 10 vezes superior ao sinal do ruido da linha

de base e CV inferior a 20 %. Para estimar o CV, (Tabela 15), foram

realizadas cinco extragcdes com amostras de plasma enriquecidas com os

antidepressivos em concentracdao referente ao LOQ. Os coeficientes de

variacao obtidos foram inferiores a 13,8 %, em concorddncia com as

normas da ANVISA.
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Tabela 15 - Precisao interensaios realizada com amostras de plasma

enriquecidas com os antidepressivos na concentragdo de 20 ng mL™

Antidepressivos Coeficiente de Variacao (%)
CITALOPRAM 10,7
DESIPRAMINA 9,7
NORTRIPTILINA 2,9
IMIPRAMINA 8,4
AMITRIPTILINA 5,2
SERTRALINA 13,8

4.3.5 Especificidade

A especificidade (seletividade) do método SBSE/HPLC padronizado
pode ser demonstrado pelos cromatogramas das analises de amostra de
plasma branco de referéncia, e amostra de plasma branco de referéncia
enriquecida com antidepressivos, resultando em concentragao plasmatica
de 500 ng mL?, (Figuras 32 e 33). Nesses cromatogramas ndo foram
observados picos interferentes de compostos endégenos nos tempos de
retencao dos analitos. Outras amostras de plasma branco de referéncia,
de diferentes individuos, foram também avaliadas, nas quais nao foi
observada nenhuma interferéncia significativa nos tempos de retencao dos
analitos, o que demonstra a capacidade do método para quantificar, sem

equivoco, os farmacos na presencga de interferentes.
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t (min)

Figura 32 - Cromatograma SBSE/HPLC obtido de plasma branco de referéncia.

As condigdes de analise estdo descritas na Figura 14
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Figura 33 - Cromatograma SBSE/HPLC referente a amostra de plasma de

referéncia enriquecida com antidepressivos (500 ng mL™). As condicdes de

analise estdo descritas na Figura 14
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Baseado nos resultados de validacdo analitica, a metodologia
SBSE/HPLC padronizada apresentou linearidade, precisao, especificidade e
sensibilidade analitica adequadas para a anadlise simultanea dos
antidepressivos: citalopram, desipramina, nortriptilina, imipramina,
amitriptilina e sertralina em amostras de plasma em niveis terapéuticos a

toxicos.

4.4 Anadlise de amostras de plasma de pacientes em terapia com

antidepressivos

Para avaliar a aplicabilidade do método SBSE/HPLC padronizado e
validado, foram analisadas amostras de plasma de pacientes em terapia
com os antidepressivos.

Os cromatogramas SBSE/HPLC referentes as analises destas
amostras sdao apresentados nas Figuras 34 a 35. Segundo os resultados
obtidos, podemos demonstrar que o método SBSE/HPLC padronizado,
permite analisar amostras de plasma de pacientes, em concentragoes
plasmaticas que contemplam o intervalo terapéutico, para fins de
monetarizagao terapéutica.

A Tabela 16 apresenta os dados das amostras dos pacientes

analisados: dose diaria, patologia e concentracao plasmatica determinada.
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Tabela 16 - Concentracdo plasmatica determinada para amostras de plasma de

pacientes em terapia com antidepressivos

Paciente Farmaco Dose diaria Patologia Concentracao
(mg/dia) Plasmatica
(ng mL™)
1 Citalopram 20 Depressao 50,0
2 Citalopram 10 Depressao 42,0
3 Amitriptilina 25 Depressao 245,0
4 Citalopram 20 Depressao 65,5
5 Amitriptilina 25 Fibromialgia 218,5
6 Sertralina 150 Depressao 225,2
7 Imipramina 75 Depressao 454,0

O perfil e resolucdo dos picos dos farmacos sao similares aqueles

obtidos com amostras de plasma branco enriquecidas com os farmacos.
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Figura 34 - Cromatograma referente a analise de amostras de plasma de
pacientes em terapia com antidepressivos. Concentragdes determinadas: (a) 50

ng mL* de citalopram (b) 454 ng mL™ de imipramina
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Figura 35 - Cromatograma referente a andlise de amostras de plasma de
pacientes em terapia com antidepressivos. Concentracdes determinadas: (a)
225,2 ng mL ' de setralina, (b) 218,5 ng mL' de amitriptilina
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A otimizacao das variaveis SBSE: pH da matriz, forca idnica, tempo e
temperatura de extracao e processo de dessorgao permitiu a avaliacao da
influéncia destas na extracao e obtencdo de eficiente processo SBSE.

O método SBSE/HPLC padronizado apresentou linearidade na faixa de
concentracdo plasmatica de 20 a 1000 ng mL?!, para todos os
antidepressivos estudados, a menor concentracao desta faixa linear,
corresponde ao limite de quantificacao, no qual os coeficientes de variagao
foram menores que 20%.

A precisao interensaio apresentou coeficientes de variagao menores
que 14%, em trés diferentes niveis de concentracdo. Os valores de
recuperagao relativa também avaliados, em diferentes niveis plasmaticos,
variaram de 83 a 110%. Desta forma, os valores dos parametros de
validagao analitica avaliados sdo condizentes com as normas preconizadas
pela ANVISA.

Segundo os parametros de validagdo analitica avaliados, o método
SBSE/HPLC padronizado apresentou linearidade, precisao, especificidade e
sensibilidade analitica adequadas a proposta do projeto, andlise dos
antidepressivos em niveis plasmaticos que incluem o intervalo terapéutico,
permitindo a utilizacdo desse método para fins de monitorizacao
terapéutica.

A técnica SBSE apresentou as seguintes vantagens: simplicidade,

utilizacdo de volume reduzido de solvente organico, e reutilizacdo de uma
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Unica barra de sorcao em mais de 50 extracdes, com perda minima da
eficiéncia da extragao.

A técnica SBSE, recentemente desenvolvida, ainda requer o estudo de
novas fases extratoras, mais seletivas e especificas para as anadlises de
farmacos em matrizes complexas, como os fluidos bioldgicos, as quais
possibilitariam ampliar suas aplicacdes na area farmacéutica, assim como

reducdo de custos.
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Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo:

Protocolo: n° 0013/1999 ‘

Projeto: MONITORIZAGAO TERAPEUTICA DE FARMACOS
ANTIDEPRESSIVOS EM PACIENTES ASILADOS EM.
ABRIGOS FILANTROPICOS

Pesquisadora : Prof? Dr® Regina Helena Costa Queiroz

Em atendimento a Resolucdo 196/96, deverd ser
encaminhado ao CEP o relatério final da pesquisa e a publicagdo de seus
resultados, para acompanhamento, bem como comunicada qualquer
intercorréncia ou a sua interrupgéo.

Atenciosamente,

"7—-,,‘/) —r" Jc
Prof2 Dr? Marli Villela Mamede
Coordenadora do CEP-EERP/USP

lim? Sr?

Prof? Dr® Regina Helena Costa Queiroz

Professora Doutora do Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e
Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP
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PESQUISA CIENTIFICA
DECLARACAO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

NOME DO PACIENTE:
IDADE:
RESPONSAVEL LEGAL, SE FOR O CASO:
TIPO:
REGISTRO E/OU DOCUMENTO DE IDENTIFICACAO:
PACIENTE:
RESPONSAVEL:

TITULO DO PROJETO: Monitorizagdo terapéutica de farmacos

antidepressivos em pacientes asilados em abrigos filantropicos.

RESPONSAVEL CLINICO PELO PROJETO: Dr* Maria Nazareth G. V. da
Silva Coodernadora do Programa de
Sande do Idoso do Servigo Municipal de
Sande

Coordenador do Projeto: Prof*. D Regina Helena Costa Queiroz (FCFRP-USP)

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Os pacientes serdo incluidos na investigagdo apos a obtencgao, por escrito, do
Consentimento Pos-Informacgio. Os pacientes considerados vulneraveis ou incapazes
serdo assistidos por familiares ou pelo responsavel direto dos respectivos abrigos

filantropicos.

Declaro que em ...... [.....1..... concordei voluntariamente em participar, como
paciente do projeto de pesquisa acima referido. Fui devidamente informado em

detalhes pelo médico responsavel conforme o texto abaixo:

1-Senhor “Fulano de Tal”, o senhor toma esses remédios, que sdo os antidepressivos,
para que o senhor fique mais tranqiiilo, mais calmo e adormega com maior facilidade.
Esses mesmos medicamentos apesar de serem muito importante no tratamento do
senhor, podem acabar “atacando”, comprometendo principalmente o figado. Com o

tempo o senhor vai ficando um pouco indisposto apds as refeigdes, podendo ter dores
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na altura do figado. Entdo para evitar este problema é muito importante que o senhor
tome a DOSE certa do medicamento. E através deste sangue, que nods estamos
colhendo do senhor, ¢ que vamos ver se a dose do medicamento realmente esta certa,
e também vamos ver com esta o figado do senhor.

E importante que o exame seja feito “em jejum” para que dé certo. No dia anterior da
coleta o senhor tome todos os remédios normalmente e venha cedinho para o posto
em jejum para colher o sangue, depois tome seu “café da manhi” e continue tomando
todos os remédios normalmente. Com esses exames o senhor ndo correra NENHUM
tipo de risco, a medicagdo ndo sofrera nenhuma mudancga. A Ginica coisa que o senhor

tera que fazer € vir até o posto e colher o sangue, para saber se esta tudo bem.

2-0 estudo implica em que eu me submeta a procedimentos, exames complementares

e tratamentos devidamente planejados, cujos riscos sdo inexistentes.

3-Nao sou obrigado a continuar participando do projeto e posso, a qualquer momento
sair do mesmo, sem que isso leve a que eu deixe de ser tratado como os demais

pacientes na Instituigao.

4-A pesquisa ndo sera feita se houver, relacionados 4 mesma, qualquer risco para
mim. Da mesma forma, caso algum risco proibitivo venha a se revelar no decurso do
estudo, o pesquisador se compromete a me alertar sobre o fato e a suspender de

imediato minha participagdo como paciente.

OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Ribeirdo Preto,......... de..ooovvicieiieenn.de 200
assinatura do paciente ou de seu Assinatura do médico que obteve o
responsavel consentimento

(carimbo ou nome legivel com CRM)

TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA:

assinatura identificacdo



