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RESUMO

MONTANARI, C. M. M. Avaliagao da técnica de microextragao em fase liquida
com fibra oca (HF-LPME) para analise do topiramato em plasma e saliva por
LC-MS/MS. 2020. 114f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

O topiramato (TPM) é um medicamento utilizado no tratamento de crises epilépticas
generalizadas e focais e no tratamento adjunto da epilepsia refrataria. Devido a alta
variabilidade interindividual, as interacdes medicamentosas e aos efeitos adversos
apresentados durante a administragdo do TPM, a monitorizagdo terapéutica nos
pacientes que fazem uso deste medicamento € necessaria para ajuste de dose
individual e evitar esses efeitos. Assim, o objetivo deste trabalho foi a avaliagdo da
técnica de microextracdo em fase liquida com fibras ocas (HF-LPME) para analise
do TPM em amostras de plasma e saliva de pacientes epilépticos. A analise do TPM
foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, com
coluna Ascentis Express C18 (2,7 ym, 10 cm X 4,6 mm) equipada com coluna de
guarda Ascentis Express C 18 (2,7 pm, 3 mm X 4,6 mm), temperatura de 40°C,
vazdo de 0,25 mL.min™" e fase mével composta por acetonitrila:agua (80:20, v/v).
Nestas condigdes o TPM e o padrao interno (Pl), prednisona foram analisados em
menos de 6 minutos. Foi utilizada a ionizagdo por electrospray (ESI) no modo
negativo e as transi¢gdes dos ions foram: m/z 338—78 e m/z 338—96 para o TPM e
m/z 357—327 e m/z 357—123 para a prednisona. A HF-LPME foi avaliada no modo
de 3 fases, usando 200 uL de plasma ou 700 pL de saliva, 3,5 mL de solucéao fosfato
de sédio 20 mmol L™ pH 6,0 como fase doadora. O solvente utilizado para impregnar
a fibra foi o 1-octanol. Como fase aceptora foram utilizados 80 yL de solucdo de
hidroxido de ambnio pH 12,0 para ambas matrizes biolégicas. Em uma velocidade
de extracao de 1000 rpm e tempos de extragao de 30 min e 40 min respectivamente,
para amostras de plasma e saliva. As caracteristicas de desempenho analitico para
ambos os métodos foram avaliadas, utilizando como guias o EMA (2011) e a
ANVISA (2012) sendo obtida linearidade na faixa de concentragdo plasmatica e
salivar de 1- 30 yg mL™" e limite inferior de quantificagdo (LIQ) de 1 pyg mL™". Os
ensaios de precisdo e exatiddao apresentaram valores abaixo de 15%, de acordo
com os guias oficiais. Além disso, os métodos foram seletivos, n&do apresentaram
efeito residual e as amostras foram estaveis. Os valores de eficiéncia de extragao
foram de 38,3 e 21,1% para amostras de plasma e saliva, respectivamente. Os
métodos validados foram aplicados com sucesso em amostras de pacientes
epilépticos em tratamento com o TPM. A HF- LPME apresentou vantagens,
mostrando ser uma técnica promissora para analise de matrizes complexas, com
reduzido consumo de solvente organico e possibilidade de automagao.

Palavras-chave: topiramato, LC-MS/MS, plasma, saliva, microextracdo em fase
liquida com fibras ocas.



Introducdo



Introdugéo | 2

1 INTRODUGAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € uma doenga neuroldgica crénica caracterizada pela presenga de
crises epilépticas recorrentes devido a uma atividade elétrica anormal e excessiva
dos neurdnios, geralmente causada por alteracbes estruturais e/ou bioquimicas e
gue envolvem predominantemente o cortex cerebral (FISHER et al., 2014).

De acordo com a Classificagdo Internacional Contra Epilepsia (ILAE — do
inglés International League Against Epilepsy), as crises epilépticas sao classificadas
em dois grandes grupos: generalizadas e focais. Essa classificacdo esta baseada na
area de envolvimento de estruturas corticais e subcorticais durante o processo
epiléptico (SILVIA; GALEGO; MIZIARA, 2011). Quanto a etiologia, ela pode ser
classificada em: genética, quando as convulsdes sao resultado direto de uma
alteracdo genética; estrutural/metabdlica, que envolvem lesdes do tipo derrame,
traumatismo e infec¢ao; ou de causa desconhecida (BERG et al., 2010).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (2015) a epilepsia € a
desordem neurolégica mais comum no mundo, afetando cerca de 65 milhdes de
pessoas (MOSHE et al., 2015) e interfere em varios aspectos da qualidade de vida
do individuo, em diversas areas, tais como psicologica e social, sendo primordial seu
diagndstico precoce para a implementagao de terapia.

O diagnéstico de epilepsia é feito quando ocorrem, pelo menos, duas ou mais
crises em um periodo de doze meses, na auséncia de doenga toxico-metabdlica ou
estado febril (GRITTI et al., 2015), através de avaliagao clinica detalhada como
idade de inicio dos sintomas, evolugéo clinica e por exames complementares de
eletroencefalograma, tomografia computadorizada e ressonancia magnética (BERG
et al., 2010; OGUNI, 2004).

Em pacientes com epilepsia, a forma de tratamento medicamentoso com uso
de farmacos antiepilépticos (FAEs) tém o objetivo de eliminar ou reduzir as crises.
Os FAEs de primeira geragcdo (ex: fenobarbital, carbamazepina, fenitoina)
possibilitam o controle das crises em menos de 70% da populagdo, além da sua
estreita margem terapéutica e grande variabilidade interindividual (PERSENIUS et
al., 2015). Desta forma os FAEs de segunda geracéao (ex: topiramato, levetiracetam,

tiagabina, gabapentina, lamotrigina) surgiram com o objetivo de proporcionar novas
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opgdes farmacologicas, além de trazer novas perspectivas para os pacientes com
epilepsia. Mais recentemente ainda surgiram os m de terceira geragdo, como a
lacosamida e a rufinamida (ST. LOUIS; ROSENFELD; BRAMLEY, 2009). A procura
por novos FAEs tem por objetivo promover a seguranga do seu uso, com menos
reacbes adversas, menos interacdbes medicamentosas e que possam ser
empregados em monoterapia (ST. LOUIS; ROSENFELD; BRAMLEY, 2009).

1.2 Topiramato (TPM)

O principal objetivo do tratamento da epilepsia € o controle completo das
crises, proporcionando melhor qualidade de vida aos pacientes. Dentre os FAEs
encontra-se o TPM, objeto do presente estudo, que é frequentemente utilizado como
comedicagdo nesse tipo de tratamento e também como monoterapia (HAHN et al.,
2013).

O TPM (2,3:4,5-bis-O-(-1-metiletiledeno)-B-D-frutopiranose-sulfamato) (Figura
1) € um FAE de segunda geracao, derivado sulfamato de um monossacarideo de
ocorréncia natural, sendo utilizado como tratamento adjuvante nas crises
convulsivas parciais, na Sindrome Lennox-Gastaut e sindrome de West, em adultos
e criangas (HAHN et al.,, 2013). Além disso, pode ser utilizado por adultos na
profilaxia da enxaqueca, ou ainda quando a epilepsia e a enxaqueca coexistem
(MILES et al., 2003; PERUCCA; TOMSON, 2011).

O TPM possui formula molecular C1,H21NOgS, massa molecular de 339,36 g
mol”, é um acido fraco (pKa = 9,7), apresenta caracteristica mais lipofilica (log p =
2,2) e nédo apresenta grupos croméforos (SHANK et al., 2000). Sua administragéao é
por via oral e os comprimidos revestidos estdo disponiveis nas doses de 25, 50 e
100 mg, sendo a dose de 400 mg/dia recomendada em monoterapia para adultos
com crises parciais e crises tonico- clénicas (FOOD AND DRUG ADMNISTRATION,
2012).
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Figura 1 - Estrutura quimica do TPM.
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Fonte: Elaborada pelo autor, com base em SHANK et al (2000).

ApOs a ingestdo por via oral, o TPM é rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal. A sua absor¢gdo ndo sofre a influéncia de alimentos, desta forma
pode ser administrado independente do horario das refeicbes, com
biodisponibilidade de 81 - 95% (PATSALQOS, 2008). O tempo médio necessario para
o alcance da concentragdo plasmatica maxima (Cmax) do TPM, em dose Unica,
varia entre 1,4-4,3 horas (Tmax) (DOOSE et al., 1996). Seu volume de distribuigdo
(Vd) é de 0,6-1 L/kg e somente 15% se liga as proteinas plasmaticas. Ha uma
relacao linear entre a dose de TPM e a concentragao plasmatica. Numerosos fatores
como cotratamento com medicamentos indutores de enzimas hepaticas,
comprometimento hepatico, idade e fatores perinatais podem afetar a relagcdo entre
dose-concentrag&o plasmatica de TPM (MILES et al., 2003).

O TPM é biotransformado por enzimas do sistema do CYP450 sofrendo
hidroxilagdo, hidrolise e glicuronidagdo. Dois metabdlitos foram identificados,
caracterizados e isolados no plasma, urina e fezes. Os metabdlitos, que conservam
a maior parte da estrutura quimica do TPM, foram testados e nao apresentaram
atividade anticonvulsivante, desta forma nenhum metabdlito ativo é conhecido
(MANDRIOLI et al., 2010; PATSALOS et al., 2002; PEDRAZZOLI et al., 2014). A
principal via de eliminagdo do TPM é a renal e grande parte do farmaco é excretado
inalterado na urina (MANDRIOLI et al., 2010; PATSALOS et al., 2002; PEDRAZZOLI
et al., 2014), apresenta meia-vida (T1/2) de eliminagdo de 20-30 h (PATSALOS,
2008) e é eliminado mais rapidamente em criangas. Entretanto, a magnitude do
aumento da depuragdo em comparacédo com adultos varia em diferentes estudos de
25% para 170% (PERUCCA, 2013).
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Atualmente, sabe-se que o TPM possui multiplos mecanismos de agéo: bloqueio
dos canais de sodio voltagem-dependentes, o que dificulta a geragdo e a propagagao do
potencial de agdo nos neurbénios (SHANK et al., 2000); potencializagdo da atividade do
neurotransmissor inibitério acido y-aminobutirico (GABA) no receptor GABAa que quando
ativado resulta no influxo de cloro e hiperpolarizagéo celular (SHANK et al., 2000);
antagonista dos receptores ndo NMDA (N-metil-D-aspartato), onde incluem-se os
receptores do acido propidénico (AMPA) e do acido cainico (KA) do neurotransmissor
excitatorio glutamato (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010; SHANK et al., 2000); e inibicao
da anidrase carbOnica que, em ultima anadlise, reduz a hiperexcitabilidade neuronal,
responsavel por sua acao antiepiléptica de amplo espectro para uma variedade de crises
e sindromes epilépticas (LIN, 2011).

As reacdes adversas medicamentosas (RAM) dos FAE mais comumente
relatadas sao relacionadas ao SNC e periférico, sendo destacadas os efeitos sobre
cognigao (raciocinio lentificado, dificuldade para evocagédo de palavras, problemas
de memdria, dificuldade de concentragdo e lentiddo psicomotora), alteragdes
comportamentais e psiquiatricas (depressao, ansiedade, transtorno de humor,
nervosismo), tontura, sonoléncia, parestesia, insénia e ataxia. Outras RAM incluem
diminuicdo de apetite, perda de peso, nausea, dor de cabega, fadiga, nefrolitiase,
acidose metabdlica e alteragbes oftalmoldgicas (diplopia, visdo turva, glaucoma de
angulo fechado). Muitas dessas reagdes sao mais prevalentes em pacientes em que
o tratamento iniciou em doses altas e em uso de politerapia de FAEs (CONTIN et al.,
2002; CROSS; RINEY, 2009; PERUCCA, 2001).

Apesar da monoterapia ser a principal escolha para o tratamento das crises por
evitar interacbes medicamentosas, muitos pacientes necessitam da administragao
simultdnea de mais de um FAE para alcangar melhor controle clinico da doenga. Porém,
a administragdo de varios antiepilépticos geralmente leva a mudangas nas interagdes
farmacocinéticas e farmacodinamicas, com aumento de possiveis manifestacbes de
reagdes adversas (PUCCI; RAGGI, 2005). Por exemplo, a utilizagdo clinica do TPM
geralmente é associada com medicamentos ja bem estabelecidos na terapia
anticonvulsivante, como fenobarbital, fenitoina, carbamazepina e acido valpréico. Porém,
em todos esses casos ja foi constatada influéncia da associagdo na concentragdo
plasmatica esperada para cada um dos medicamentos (TOKI; IWASAKI; ISHII, 2016).
Isso se deve ao fato da metabolizagdo dos farmacos anticonvulsivantes ser geralmente
hepatica e facilimente influenciada tanto por fatores intrinsecos do paciente, quanto pelos
proprios farmacos em associagao (PEDRAZZOLI et al., 2014), o que faz com que o uso
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de terapias combinadas eleve o risco do surgimento de interagdes farmacocinéticas e
efeitos adversos para os pacientes.

Ainda, diferentemente de outros anticonvulsivantes de uso mais estabelecido,
uma faixa terapéutica de concentragdes plasmaticas recomendada para o TPM
ainda ndo é consensual, sendo propostas as faixas de 2 a 25 pg mL™" (MATAR,
2010) e de 5 a 25 pyg mL" (JOHANNESSEN, 2000). Esses fatores justificam a
otimizagao do tratamento através da monitorizacao terapéutica com a finalidade de
individualizagdo da terapia farmacologica com o objetivo de maximizar a eficacia e
minimizar os eventos adversos.

A determinagdo da concentracdo de TPM em fluidos biologicos pode auxiliar na
definichio da dose a ser administrada, sendo possivel a individualizagdo da
farmacoterapia, o que resulta na otimizagdo da dose para que possa atingir a resposta
clinica desejada com menor incidéncia possivel de reacdes adversas (CONTIN et al.,
2002; FERRARI et al., 2003; HUH et al., 2013; MATAR, 2010; PATSALOS et al., 2008;
TOMSON; JOHANNESSEN, 2000). Entretanto, para bioanalises, o processo de preparo
da amostra deve ser realizado antes da determinagio analitica. Esse procedimento visa
eliminar componentes enddgenos e/ou outros compostos interferentes, além de extrair e
concentrar os analitos (MOREIRA; MICHIKO; YOKOYA, 2015; XIA et al., 2012).

Para isso, alguns métodos ja foram descritos na literatura para a quantificagéao
do TPM (Tabela 1), utilizando uma ampla variedade de técnicas analiticas. Dentre
elas estdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC do inglés, high
performance liquid chromatography), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS do inglés, liquid chromatography-mass
spectrometry/mass spectrometry), cromatografia gasosa (GC do inglés, gas
chromatography) e a eletroforese capilar (CE do inglés, capillary electrophoresis).

Esses métodos usaram como técnica de preparo de amostra a precipitacéo
de proteinas, a extracao liquido-liquido (LLE do inglés, liquid liquid extraction) e a
extragdo em fase sdlida (SPE do inglés, solid phase extraction). No entanto, apesar
da LLE oferecer alta reprodutibilidade, ela apresenta algumas desvantagens, como
demanda tempo e trabalho laboratorial intenso, tendéncia a formacdo de emulsao,
tem baixo potencial de automacéo e requer o uso de grande volume de solventes de
alta pureza (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007). Ja a SPE utiliza altas
quantidades de solventes (MORADI; YAMINI; BAHERI, 2011), os cartuchos de custo
elevado e pouco reprodutiveis devido as diferengas entre os lotes de adsorventes
(WILLE; LAMBERT, 2007). Assim, sua otimizagdo nem sempre € simples.
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Tabela 1 - Métodos descritos na literatura para quantificacgdo de TPM em amostras biologicas
(pesquisa realizada a partir de 2000 na base de dados web of science) (continua).

Autores Técnica de analise Tipo de extragao Matriz Limite de Volume de
quantificagao amostra
WOLF; GC-NPD LLE Soro i 0,5mL
( 2,5ug mL
CROOKS;
POKLIS, 2000)
(CHEN; Injecdo em fluxo ESI- LLE Plasma ! 0,1 mL
2 yg mL
CARVEY, 2001) MS
CONTIN et al., HPLC-MS Precipitacao Plasma 1 0,5mL
( pitag 0,25 ug mL
2001) proteica
BRITZI et al., HPLC-ESI-MS LLE Plasma e urina 0,625 ug mL-1 0,5mLe1mL
2003 ’
BAHRAMI; HPLC-FL LLE Plasma ! 1 mL
( 0,02 yg mL
MIRZAEEI; ’
KIANI, 2004)
(BAHRAMI et al., HPLC-UV LLE Soro ! 1mL
0,04 pyg mL
2005)
(BAHRAMI; HPLC-FL LLE Soro ! 1mL
0,02 ug mL
MOHAMMADI ,
2007)
MALAKOVA et GC-NPD LLE Soro 1,51 ug mL-1 0,1 mL
al., 2007 ’
(STALIKAS et al., LC-MS/MS LLE Plasma ! 0,17 mL
0,02 ug mL
2009)
(SUBRAMANI HPLC-MS SPE Plasma B 0,17 mL
0,375 pg mL
AN; BIRNBAUM;
REMMEL, 2008)
MANDRIOLI et CE-UV SPE Plasma ! 1 mL
( 2 ug mL
al., 2010)
CONWAY et al., GC-NPD LLE Plasma ! 0,1 mL
( 1 ug mL
2012)
(KIM et al., 2011) LC-MS/MS Precipitagdo Plasma B 0,01 mL
0,8 uyg mL
proteica
SHIBATA et al., LC-MS/MS Precipitacao Plasma 1 0,05 mL
( pitag 2,1 ug mL
2012) proteica
HAHN et al., GC-NPD SPE Plasma ! 0,1 mL
( 1 ug mL
2013)
KUHN; UPLC-MS/MS Precipitacao Soro e Plasma 1 0,05 mL
( pitag 0,10 yg mL
KNABBE, 2013) proteica ’
(POPQV et al., LC-MS/MS SPE Plasma 0,01 ug mL™" 0,2 mL
2013)
(MARTINC et al., HPLC-FL SPE Plasma 0,5 ug mL™" 0,5mL
2014)
MILOSHESKA HPLC-FL LLE Plasma 5 0,2 mL
( 0,001 pg mL
etal., 2015) '
Nl et al., 2015 LC-MS/MS Precipitacao Plasma 1 2mL
( priac 0,3 uyg mL

Proteica
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Tabela 1 - Métodos descritos na literatura para quantificacgdo de TPM em amostras biologicas
(pesquisa realizada a partir de 2000 na base de dados web of science) (concluséo).

Autores Técnica de analise Tipo de extragao Matriz Limite de Volume de
quantificagao amostra
(CIFUENTES;ME HPTL LLE Leite 0,3 Hg mL_1 2,0 mL
NNICKENT; DE
DIEGO, 2016)
(WANG et al., SFC-MS/MS LLE Plasma 0.01 ug mL-1 0,1mL
2016)
(EL-YAZBI et al., FS Precipitggéo Plasma 0.1 ug mL-1 0,2 mL
2016) proteica
(YIN et al., 2016) LC-MS/MS Precipitgg:éo Plasma 0.03 ug mL_1 0,01 mL
proteica
(DUPOQUEY et UHPLC-MS/MS Precipitagdo Plasma 0.2 ug mL_1 0,25 mL
al., 2016) proteica
(IBRAHIM et al., HPLC-FL Precipitggéo Plasma 0.01 ug mL-1 0,5 mL
2017) proteica
(MILOSHESKA,; UHPLC-MS/MS LLE Plasma 0.1 g mL-1 0,1 mL
ROSKAR, 2017)
(YIN et al., 2017) LC-MS/MS Precipitgg:éo Plasma 0.03 ug mL_1 0,01 mL
proteica
(ISHIKA WA et CE-C4D LLE Plasma 1 ug mL_1 0,2 mL
al., 2018)
(PARK et al., LC-MS/MS Precipitggéo Plasma 0.01 g mL-1 0,2mL
2018) proteica
(LIU et al., 2019) LC-MS/MS Precipitggéo Plasma 0.01 ug mL-1 0,05mL
proteica
(POPQV et al., LC-MS/MS SPE Plasma 0,01 ug mL™" 0,2 mL
2013)
(MARTINC et al., HPLC-FL SPE Plasma 0,5 ug mL" 0,5mL
2014)
-1
(MILOSHESKA HPLC-FL LLE Plasma 0,001 pg mL 0,2 mL
etal., 2015)
(Nl et al., 2015) LC-MS/MS Precipitacao Plasma 0,3 ug mL-1 2mL

Proteica

CE-UV: capillary electrophoresis--ultraviolet; CE-C4D: capillary electrophoresis with capacitively-coupled contactless conductivity
detection;FS: do inglésfluorescence spectroscopy; GC-NPD: gas chromatography- nitrogen— phosphorus detector; HPLC-MS: do
inglés High-performance liquid chromatography—mass spectrometry; HPTLC:thin-layer chromatographic; HPLC-FL: High-
performance liquid chromatography- fluorescence; HPLC-UV: High-performance liquid chromatography-ultraviolet;LC-DAD: Liquid
chromatography-diode array detector; LC- MS/MS: Liquid chromatography—mass spectrometry; LC-MS/MSLC: liquid
chromatography-tandem mass spectrometry; SFC-MS/MS: Supercritical fluid chromatography/mass spectrometry, UHPLC-
MS/MS:Ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry, SPE: Solid-phase extraction; LLE: Liquid—liquid
extraction.
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1.3 Monitoramento terapéutico do TPM na saliva

Atualmente, a busca de métodos de avaliacdo de farmacos com o uso de
matrizes bioldgicas menos complexas e nao invasivas tem se intensificado. Neste
sentido, a saliva como amostra biologica progrediu nos ultimos anos e podera ser
uma matriz de primeira escolha (SANTOS, 2014). Os avangos tecnoldgicos tornaram
possivel a detecgao e quantificacdo de substancias quimicas, hormonios, farmacos
e agentes infecciosos na saliva ou fluido oral. O termo fluido oral é preferido para
amostras recolhidas a partir da boca, pois engloba além da saliva, residuos de
alimentos e de outros materiais presentes (CHOO; HUESTIS, 2004).

A saliva é um fluido bioldgico, aquoso, hipotdnico, transparente, com pH entre
6,0 — 8,0 e é composta por 99,0% de agua, 0,3% de proteinas (principalmente
amilase), 0,3% de mucina (KINTZ; SPIEHLER; NEGRUSZ, 2008; SANTOS et al.,
2007), além de uma variedade de eletrdlitos, incluindo soédio, potassio, calcio,
magnésio, bicarbonato e fosfatos (HUMPHREY et al., 2001). A saliva é secretada
diretamente na cavidade bucal pelas glandulas salivares maiores e menores
(SANTOS et al., 2007; KINTZ; SPIEHLER; NEGRUSZ, 2008).

O mecanismo de passagem dos farmacos do sangue para a saliva é por
ultrafiltracdo ou difusdo passiva, podendo ser detectada a forma molecular nesta
matriz. Essa passagem é restringida para as moléculas que apresentam alta massa
molecular, farmacos na forma ionizada ou ligadas as proteinas plasmaticas
(BORDIN, et al., 2015).

As concentragdes do analito na saliva podem se correlacionar com as
concentragdes plasmaticas, em muitos casos reflete de maneira direta a fragao livre
de farmacos presente na circulagao (JACOB Il et al., 2011). A difusao passiva € o
mecanismo mais comum de transferéncia da substancia ativa para a saliva. Essa
difusdo sé pode ser feita por moléculas nao ionizadas e com massa molecular
menor que 500 Da. Outro fator que influencia essa passagem é o pH da saliva e do
plasma e o pKa, configuragcdo espacial e lipossolubilidade do analito. O pKa do
farmaco e a diferenga de pH entre plasma e saliva vdo determinar o quanto de
farmaco chegara a saliva. O pH da saliva geralmente € menor que o do plasma
(CHOO; HUESTIS, 2004).

O monitoramento terapéutico de diversos farmacos em saliva geralmente tem

se apresentado menos invasivo ao paciente e barato em relacédo ao uso de outros
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fluidos biolégicos (CHOO; HUESTIS, 2004). A saliva possui como principais
vantagens a facilidade de obtencéo, facilitando a coleta de maiores volumes de
amostra, a coleta pode ser assistida e € de baixo custo (SANTOS, 2014). O risco de
contragao de infecgdo durante a coleta € minimo e pode ser utilizada em situagdes
em que é dificil a obtencdo de outro tipo de amostra, como por exemplo, em
criangas ou pacientes com deficiéncia ou em pessoas ansiosas (SANTOS, 2014). A
dor, o medo de agulhas e as potenciais complicagbes associadas com as pungoes
sanguineas como sangramento sdo evitadas no monitoramento terapéutico
realizado pela saliva. Médicos do setor de neurologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HC-FMRP/USP) observaram que
pacientes em tratamento com o TPM apresentam certa dificuldade na coleta de
amostras de sangue, podendo ter crises epilépticas no momento da mesma. Além
disso, para obter amostras de sangue s&o necessarios servicos de técnicos
especializados em coleta sanguinea, que pode onerar este tipo de analise
(GORODISCHER et al., 1994).

A desvantagem, no entanto, € a possibilidade de contaminagao por drogas
utilizadas por via oral, e o restrito numero de estudos que avaliam a interferéncia dos
coletores, adulterantes e exposigcéo passiva (BORDIN et al., 2015; VINDENES et al.,
2011).

A coleta de saliva é bastante simples, porém é necessario que os pacientes
estejam cientes do protocolo de coleta. Devem ser estabelecidos tempos corretos
para coleta da saliva, para evitar que o paciente tenha escovado os dentes e evitar
ingestao de alimentos e bebidas (com excegao de agua) ao menos 30 minutos antes
da coleta e enxaguar a boca com agua destilada (CHIAPPIN et al., 2007). A coleta
da saliva pode ser feita pelo depdsito direto da matriz em um tubo coletor ou pelo

dispositivo comercial “Salivette®™

. Este apresenta um rolo de algoddo que mede
aproximadamente 1 cm de espessura e 3,5 cm de comprimento que é capaz de
absorver o fluido oral que contém, predominantemente, saliva e também pequenas
quantidades de fluido das fendas gengivais, de restos celulares e de sangue (KINTZ;
SPIEHLER; NEGRUSZ, 2008). O algod&o é colocado na boca do paciente por um
ou dois minutos e entdo colocado dentro de um pequeno frasco plastico.
Posteriormente este frasco é centrifugado liberando a saliva para analise (Figura 2)

(MYLONAS et al., 2008).
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Figura 2 - Esquematizagao do dispositivo utilizado na coleta de saliva (adaptada de BUENO, 2014).
7 Tampa
-

Algodao Algodio
com saliva

= Saliva ——= S3liva

A4

Coleta da saliva Centrifugacéo Coleta da amostra

Fonte: Elaborada pelo autor, com base em Bueno (2014).

Os anticonvulsivantes e seus metabdlitos sdo relativamente estaveis ao
ambiente salivar (ROSENTHAL et al., 1995). Geralmente a saliva € congelada apos
a coleta, sendo que estudos demonstram que a maioria dos anticonvulsivantes é
estavel a esse congelamento e até mesmo ao aquecimento (BAUMANN, 2007;
RYAN et al., 2003). Existe apenas um estudo que investiga a distribuicdo do TPM na
saliva e sua correlacdo de distribuicao saliva/plasma em criangas e adultos com
epilepsia. Utilizou-se o método de imunoensaio de fluorescéncia polarizada (do
inglés, Fluorescence polarization immunoassay) e verificou-se que o TPM se distribui
na saliva de tal forma que sua concentracdo salivar € semelhante a sua
concentracdo plasmatica, com razdo de distribuicdo saliva/plasma média de 0,9
(+0,12) e uma correlacdo de r? = 0,97 (MILES et al., 2003).

1.4 Técnica de microextragao

O preparo de amostra € uma etapa prévia a introdugdo da amostra no sistema
analitico e constitui um aspecto de grande importancia. Este processo compreende um
conjunto de operagdes orientadas a evitar as dificuldades derivadas da complexidade
da matriz e da excessiva diluicdo da amostra. Geralmente sdo procedimentos fisicos e
fisico-quimicos nos quais é frequente o emprego de duas fases para alcangar uma

separagao global com ou sem pré-concentragao (BORGES, 2015).
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Assim, devido as desvantagens das técnicas mais tradicionais de preparo de
amostra, as pesquisas nesta area tém sido focadas em melhorar esta etapa analitica
com o intuito de simplificar, miniaturizar e automatizar esse procedimento. Outra
questdo em foco é a redugdo do consumo de solventes organicos téxicos e
desenvolvimento de procedimentos menos danosos ao meio ambiente sem perder o
compromisso com a eficiéncia da extracdo (AGUIRRE et al., 2015; PROSEN, 2014;
REZAEE et al., 2010).

Baseado nisso, varias técnicas de microextracao em fase liquida (LPME — liquid
phase microextraction) tem sido exploradas e reduzem significativamente a proporgao
do volume do solvente. Dentre elas encontra-se a microextragdo em gota suspensa
(SDME - single drop microextraction), a microextracdo em fase liquida com fibra oca
(HF-LPME - hollow fiber - liquid phase microextraction), a extragao sortiva em barra de
agitacdo (SBSE - stir bar sorptive extraction) e a microextragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME — dispersive liquid—liquid microextraction) (KOKOSA, 2013).

1.4.1 Microextragao em fase liquida com fibra oca (HF-LPME)

As extracbes baseadas em fibras tém aumentado nos ultimos anos, os
avangos e descobertas em desenhos moleculares de materiais e fabricacdo de
fibras tém sido muito importantes para a expansao das tecnologias em processos de
separagao moderna (DA LA GUARDIA; GARRIGUES, 2011).

Duas configuragbes basicas de fibras de extragdo podem ser usadas: as
fibras planas (flat sheet) e as fibras ocas (Hollow fibers). A primeira configuragao
requer a implementacdo de um dispositivo de extracdo para suportar a fibra
(usualmente colocada no meio dos dispositivos) enquanto que a fibra oca tem forma
capilar e pode ser auto suportada (DA LA GUARDIA; GARRIGUES, 2011).

Em 1999, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen inovaram o procedimento de
microextragcdes em fase liquida com a introducdo de fibras ocas constituidas de
polipropileno. A HF-LPME vem sendo considerada desde entdo uma evolucao
dentre as técnicas de microextragdo em fase liquida por visar o uso reduzido de
solventes (15 — 20 uL) (DE OLIVEIRA et al., 2008; PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2005). A configuracdo da fibra oca oferece uma série de
vantagens devido as suas caracteristicas de médulo e desenho, tais como: (1)

uma area maior de fibra por unidade de volume; (2) auto suporte mecéanico para
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suportar uma lavagem para a separagéao liquida e (3) facilidade na manipulagao
durante a fabricagdo do mddulo e o processo de operagdo (HIDAL; ISMAIL;
WRIGHT, 2015).

Esta técnica consiste na impregnacéo dos poros de fibras capilares porosas e
hidrofdbicas (fibra oca) com o solvente organico de extragdo e o preenchimento do
seu lumen com microlitros de uma fase aceptora. Para a impregnagao dos poros, a
fibra oca é imersa no solvente orgéanico, por poucos segundos, para imobilizar o
solvente. Apos o preenchimento da fibra com a fase aceptora, a fibra € colocada
dentro de um frasco contendo a solu¢gdo aquosa doadora (amostra) onde a extragéo
ocorre. Os analitos s&o extraidos a partir da solugdo aquosa em direcdo ao lumen da
fibra, sob agitacdo, migrando para a solugéo aceptora. Apos o tempo de extragao, a
solugao aceptora é retirada da fibra oca com auxilio de uma microseringa e realizada
a analise (GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012).

A HF-LPME é uma técnica baseada no equilibrio entre as fases (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008) e que necessita da otimizacdo de alguns
parametros durante o desenvolvimento do método como: velocidade de agitagao,
forga ibnica (% de NaCl), tempo de extragdo, pH da amostra e da fase aceptora (no
sistema de trés fases) e selegdo adequada do solvente orgénico para a impregnagao
na fibra (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003;
TAHMASEBI; YAMINI; SALEH, 2009).

Entre as vantagens desta técnica estdo: baixo custo da fibra, o que permite
que cada unidade de extracdo seja utilizada uma unica vez, evitando problemas de
carregamento de amostra (“carry over’) ou de contaminagdo cruzada (BEN-
HANDER et al., 2015; ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007), baixo consumo de
solvente organico, eficiente “clean up” da amostra, ja que o tamanho dos poros
garante a ocorréncia de microfiltracdo (BEN-HANDER et al., 2015; PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ZHOU et al.,, 2012) e um alto fator de pré-
concentragdo pode ser obtido, e calculado pela equagdo 1 (HO; PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002).

Vix R
100 x Vg

(Equacéao 1)

Na qual E corresponde ao fator de enriquecimento, Vd & o volume da fase
doadora, R € a recuperacao e Va é o volume da fase aceptora.
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A principal desvantagem da técnica € o tempo relativamente longo de
extragdo (30-50 minutos) (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008), mas
embora esse intervalo de tempo seja considerado elevado em comparagdo com
outros métodos de extragdo, varias amostras podem ser preparadas
simultaneamente, o que minimiza o efeito deste longo tempo (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005).

Esta técnica pode ser utilizada de dois modos: com duas ou trés fases de acordo
com as caracteristicas do analito em questdo. No sistema de duas fases os analitos sao
extraidos a partir de uma solugdo aquosa (fase doadora) através de um solvente organico
(fase aceptora), o qual se encontra imobilizado nos poros e no interior dessa fibra (fase
aceptora) (GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012), ou seja, o analito é extraido da
amostra aquosa através de um solvente orgéanico imiscivel em agua imobilizado nos
poros da fibra, passando para 0 mesmo solvente que se encontra no limen da mesma
(DE OLIVEIRA et al., 2008). Como ndo ha contato direto do solvente orgéanico (fases
aceptoras) com a matriz aquosa (fase doadora) € possivel aplicar agitacdo constante
durante a extragdo (PEDERSEN- BJERGAARD; RASMUSSEN, 1999; PSILLAKIS;
KALOGERAKIS, 2003). Este processo € representado pelo equilibrio abaixo:

Aamostra < Avase organica

onde A representa a concentracdo do analito de interesse.

O modo de duas fases é mais adequado para compostos ndo polares, ou
seja, com alta solubilidade em solventes orgéanicos (ARCE et al., 2009).

No modo de 3 fases a fibra oca € utilizada para separar trés fases liquidas. Os
analitos de interesse s&o extraidos a partir de uma solugdo aquosa (fase doadora),
através da camada fina de solvente orgénico imobilizado nos poros de uma fibra oca
(fase organica) para outra solugdo aquosa, no interior da fibra (fase aceptora)
(PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003), ou seja, o analito é extraido de uma amostra
aquosa através de um solvente orgéanico imiscivel em agua imobilizado nos poros da
fibra, passando para uma solugdo aquosa presente no lumen da fibra. A fase
organica atua como uma barreira entre as fases aceptora e doadora, impedindo o
contato entre as duas fases (JONSSON; MATHIASSON, 2000). Este processo pode
ser ilustrado pelo seguinte equilibrio:
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Afase doadora <> Afase orgéanica <> Afase aceptora

Independentemente do modo como esta técnica € realizada, o pH da fase
doadora deve ser ajustado para que o composto permanega em sua forma néo
ionizada, para diminuir a solubilidade do analito no meio aquoso e favorecer sua
passagem para o solvente orgéanico. O pH da fase aceptora, no caso de 3 fases,
deve ser ajustado para que o composto se torne ionizado, favorega sua solubilidade
na fase aceptora aquosa e impega o seu retorno para o solvente orgéanico
(HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). A
passagem do analito ocorre por difusdo passiva a partir da fase aquosa para a fase
organica contida nos poros da fibra oca, e, posteriormente, para a solugéo aceptora
contida no lumen da mesma (HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012; SARAFRAZ-
YAZDI; AMIRI, 2010).

ApOs o processo de extracao, a fase aceptora pode ser diretamente analisada
por HPLC, CE ou LC-MS (PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006;
SARAFRAZ- YAZDI; AMIRI, 2010).

Posto isso, em relacao a eficiéncia da extracdo, a mesma é dependente da
particdo do composto entre: fase doadora < solvente orgénico < fase aceptora
aquosa ou organica (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

Ha duas configuragdes principais em que a HF-LPME é empregada, onde a
fibra encontra-se em dois tipos de formatos: configuragdo em "U" (Figura 3A), e
configuracgao tipo "haste" ("rod-like") (Figura 3B) (DE OLIVEIRA et al., 2008).

Figura 3 - HF-LPME empregando configuragcdo em “U” (A) e “haste” (rod-like) (B).
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Fonte: Adaptada pelo autor, com base em DE OLIVEIRA et al. (2008).
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Mais recentemente, Magalhdes e Bonato (2008) desenvolveram um novo
sistema na configuragdo em “U”, na qual a fibra de extragdo é suportada por duas
ponteiras, através das quais, a fase aceptora € introduzida e retirada (Figura 4).
Esse sistema juntamente com o modelo em haste foi empregado no
desenvolvimento dos métodos aqui relatados, usando um sistema de agitacdo de

até 36 amostras simultaneamente.

Figura 4 - Fotos ilustrativas contendo (A1) fibra de polipropileno, (A2) unidade de HF- LPME
composta por uma fibra de polipropileno e duas ponteiras plasticas (Sorenson Bioscience, EUA)
acopladas a uma tampa de poliuretano e (A3) unidade de HF-LPME inserida no tubo de extragdo. E
(B1) fibra de polipropileno, (B2) unidade de HF- LPME composta por uma fibra de polipropileno
acoplada a uma tampa de politetrafluoretileno com um septo de silicone e (B3) unidade de HF-LPME
inserida em um frasco de vidro da Sigma Aldrich® (Sao Paulo, Brasil).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Varios solventes organicos tém sido utilizados, como éter diexilico, -n-octanol,
acetato de hexila, acetato de butila, acetato de dodecila, éter dibutilico e isooctanol,
ou a mistura deles (DE OLIVEIRA et al., 2008). Dentre todos esses solventes, o 1-
octanol tem mostrado resultados eficientes para inumeras aplicagées por apresentar
maior recuperagdo dos analitos e uma quantificacdo adequada (BAHRAMI et al.,
2017; HADI; MAKAHLEH; SAAD, 2012; HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012;
PIROOZI et al., 2014).

1.5 Delineamento experimental

Grande parte dos métodos propostos em quimica analitica sdo otimizados

através do uso de metodologias univariadas, nas quais uma variavel é otimizada de
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cada vez. Esse processo requer um grande numero de experimentos, grande
quantidade de reagentes e tempo, além da impossibilidade de avaliar a interagéo
entre os fatores (BEZERRA et al.,, 2008; MONTGOMERY, 2013; ORLANDINI;
GOTTI; FURLANETTO, 2014). Os planejamentos univariaveis podem falhar desde
que o efeito de um fator for dependente dos outros fatores envolvidos (CAMPOS et
al., 2007; FERREIRA et al., 2007a; VIDAL et al., 2004), com isso, procedimentos
envolvendo otimizagbes pelas técnicas multivariadas vem sendo muito usados por
serem mais econdmicos e efetivos, onde varias variaveis s&o otimizadas
simultaneamente, evidenciando as interacdes entre as mesmas (ORLANDINI;
GOTTIl; FURLANETTO, 2014). Neste contexto o uso de delineamentos
experimentais tém aumentado recentemente para a otimizagdo de técnicas de
extragdo (GIACOMINO et al.,, 2011; MIOR et al, 2013; SERESHTI; KARIMI;
SAMADI, 2009; STALIKAS et al., 2009).

De maneira geral, os planejamentos experimentais trabalham com fatores
chamados variaveis independentes em diferentes valores ou niveis. Os niveis sdo as
condigdes de operagdo dos fatores de controle investigados nos experimentos,
geralmente identificados por nivel baixo (-) e nivel alto (+) (CASS; CASSIANO,
2015). Os planejamentos podem ser classificados como de primeira ordem, quando
estdo relacionados com a triagem dos fatores que exercem influéncia na eficiéncia
do método (DEJAEGHER; VANDER HEYDEN, 2011, MONTGOMERY, 2013), no
qual o planejamento fatorial € um exemplo de primeira ordem e foi a ferramenta
escolhida para a otimizagdo do método de extracdo por HF-LPME. Em um
planejamento fatorial o efeito define-se como a mudanga na resposta produzida pela
mudancga do nivel baixo (-) para o nivel alto (+) do fator. Os niveis codificados como
baixo e alto s&o relacionados com valores reais, por exemplo, pH 5 e 9 e
temperatura 30 °C e 50 °C. Além disso, o planejamento fatorial tem como finalidade
estudar uma resposta chamada variavel dependente (BOX; BEHNKEN, 1960;
CASS; CASSIANO, 2015).

O total de ensaios realizados depende do numero de fatores e de niveis.
Assim, n* = n° total de ensaios a serem realizados. Quando temos dois fatores
estudados em dois niveis, entdo 2° = 4 ensaios (BOX e BEHKEN, 1960; CASS;
CASSIANO, 2015).

O planejamento fatorial completo (CFD — complete factorial design) é muito

utilizado para triagem dos fatores com o objetivo de verificar qual deles possui maior
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impacto na resposta. Ele possibilita reduzir o numero total de fatores a serem
investigados nos proximos planejamentos. Dessa forma, espera-se eliminar fatores
importantes antes de investir em planejamentos mais elaborados. O planejamento
fatorial completo mais simples é o 22 representado na Tabela 2 (LI, 2003;
MONTGOMERY, 2013; MYERS, 2003).

Tabela 2 - Planejamento fatorial completo 2 com total de ensaios e os fatores X1 e X2 codificados
em niveis +1 e -1.

Ensaio X1 X2
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1

Se o numero de fatores utilizados em um planejamento fatorial completo se
torna elevado ainda que ele seja de dois niveis, 0 numero de ensaios resultantes no
estudo pode se tornar razoavelmente grande. Um planejamento fatorial completo 2°
perfaz um total de 32 ensaios. Uma maneira de evitar este problema é realizar
apenas uma fragdo especifica do planejamento fatorial completo e o planejamento
passa a denominar-se planejamento fatorial fracionario (FFD — fractional factorial
design). Assim, pode ser realizada uma meia fragdo ou um quarto de fragao.
Exemplificando, a meia fracdo do planejamento 2° é representada 2% perfazendo
metade do total de ensaios, ou seja, 16 ensaios (MYERS, 2003; LI, 2003). Esse tipo
de planejamento € excepcionalmente importante quando um grande numero de
variaveis (5 ou mais, por exemplo) necessita ser testado e o experimentador nao
tém informagdes iniciais sobre quais sido realmente os fatores importantes
(MONTGOMERY, 2013; CASS; CASSIANO, 2015).

Define-se um FFD como um experimento em que apenas uma fracdo das
combinagdes de um planejamento fatorial completo € selecionada de maneira
adequada. Diversas estratégias garantem a selegdo adequada dos ensaios. Em um
exemplo simples, primeiramente, denota-se que 21 =22 A partir do planejamento
fatorial completo 22, apresentado acima na Tabela 2 inicia-se a construgdo do FFD.
Apesar deste planejamento ter o niimero de ensaios do 2> igual a 4 ensaios, ele

nao possui a coluna do terceiro fator X3. Esta coluna é construida multiplicando-se
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os sinais de X1 pelos de X2 para obter X1*X2 = X3. Desta forma, obtém-se o FFD
2%" (Tabela 3). Planejamentos fatoriais fracionarios maiores podem ser construidos
multiplicando os sinais das colunas do planejamento fatorial completo (NIST/
SEMATECH, 2018).

Tabela 3 - Planejamento fatorial fracionario 2*" com total de ensaios e os fatores X1 e X2 codificados
em niveis +1 e -1.

Ensaio X1 X2 X3
1 -1 -1 +1
2 -1 +1 -1
3 +1 -1 -1
4 +1 +1 +1

Tanto na realizagdo do planejamento fatorial completo quanto do fracionario,
o experimentador pode realizar apenas uma réplica para a obtencido dos dados, pois
0 objetivo é identificar quais variaveis sdao as mais importantes. Além disso, na
grande maioria dos casos, uma ou mais variaveis nao apresentam nenhuma
influéncia sobre a resposta (CASS; CASSIANO, 2015).

ApOs a identificagdo das variaveis mais significativas de um dado processo de
otimizacédo, é possivel empregar algumas ferramentas multivariadas que permitem a
realizacdo de um ajuste fino das condi¢des experimentais para, por meio de
experimentos bem direcionados, identificar as melhores condi¢gdes de trabalho.
Essas ferramentas sao classificadas como planejamentos de segunda ordem.
Dentro desse contexto, pode ser utilizado o planejamento do tipo Composto Central
(FERREIRA et al., 2007a).

1.5.1 Planejamento Composto Central (CCD - central composite design)

O CCD é o planejamento mais utilizado para experimentos, sendo capaz de
gerar modelos quadraticos completos e sendo possivel fornecer informagdes
relevantes para aplicacdo dos métodos estatisticos de analises (HIBBERT, 2012;
SERESHTI; KARIMI; SAMADI, 2009).

O arranjo do tipo CCD é recomendado quando o planejamento fatorial

necessita de experimentacdo sequencial. Isto porque, estes projetos podem
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incorporar informagdées de um experimento fatorial apropriadamente planejado (DE
ALMEIDA et al., 2018).

Este planejamento é formado pela combinagcdo de trés partes: (1) um
planejamento fatorial de dois niveis fracionario ou completo, (2) pontos axiais, de um
planejamento em estrela, no qual os pontos estdao a uma distancia a do centro e (3)
pelo menos um ponto central (KHODADOUST; HADUMOHAMMADI, 2011; NOVAES
et al., 2017; TARLEY et al., 2009). Sendo assim, todos os fatores sao estudados em
cinco niveis (-a, -1, 0, +1, + a) (BEZERRA et al., 2008). Para sua construgéo, deve-
se definir o numero de fatores a serem otimizados (k), o tipo de planejamento fatorial
(2""“, se o fatorial for completo p = 0, se fracionario p > 0 e p € um numero inteiro) e o
numero de réplicas do ponto central. O numero de experimentos (N) para sua
aplicacdo ¢ dado por N = k? + 2k + pc, onde pc é o nimero de experimentos no
ponto central. Os valores a dos pontos axiais dependem do numero de variaveis e
podem ser calculados por a = 2(k-p)/4. Para duas, trés e quatro variaveis, por
exemplo, seus valores sdo, respectivamente, 1,41; 1,68 e 2,00 (NOVAES et al.,
2017; TARLEY et al., 2009).

A partir dos dados gerados, pode-se entdo desenvolver a metodologia de
superficie de resposta (RSM — response surface methodology) assim como pode ser
definida a condigdo o6tima de analise realizando-se o calculo da desejabilidade
(BEZERRA et al., 2008).

1.5.2 Metodologia de Superficie de Resposta

A RSM é uma ferramenta eficiente na otimizacdo de parametros a serem
avaliados e baseia-se na variagdo simultdnea de varios fatores (variaveis
independentes), previamente selecionados por sua influéncia nas propriedades da
metodologia estudada e variaveis dependentes, ou seja, as respostas (CARNEIRO
et al., 2005).

Compreende um grupo de técnicas estatisticas para explorar e construir
modelos matematicos que se baseiam no ajuste de uma equacgdo polinomial aos
dados experimentais (BEZERRA et al., 2008). Através de um planejamento
cuidadoso e analise dos resultados, a RSM permite relacionar a resposta obtida e os
fatores estudados que a afeta. Permite calcular a resposta em niveis intermediarios

que nao foram realizados experimentalmente e direcionar para o objetivo desejado
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aumentando ou diminuindo a resposta. Além disso, a RSM permite que seja
estimada a interagao e até mesmo os efeitos quadraticos dos fatores possibilitando
saber o formato da superficie da resposta estudada (BEZERRA et al.,, 2008;
DEJAEGHER; VANDER HEYDEN, 2011). E utilizada com objetivo de encontrar
condigbes otimas ou melhorar as condigdes ja utilizadas, apontar problemas ou
pontos fracos no processo, melhorar a robustez em relagdo a influéncias externas ou
nao controlaveis (MUTHUKUMAR; MOHAN; RAJENDRAN, 2003).

1.5.3 Fungao Desejabilidade (FD)

Para uma abordagem eficiente, a sistematizagao de técnicas computacionais
podem estimar a melhor combinacgao dos fatores que resulte na melhor combinagao
possivel das respostas, considerando a importancia relativa de cada resposta para o
sistema estudado. O emprego da FD é uma das técnicas que permite uma resolugéo
para esse tipo de problema, que foi proposta inicialmente por Harrington e,
posteriormente modificada por Derringer e Suich (1980).

A FD é um dos métodos mais utilizados para otimizar experimentos
multivariaveis, onde permite encontrar condigdes que fornecam a resposta mais
desejada, a qual, ttm-se uma combinagcdo de multiplas respostas dentro de limites
previamente estabelecidos, evitando que alguma resposta fique fora desses limites
(NIST/SEMATECH, 2018).

Para utilizar a FD € necessario estimar a relagcdo das respostas em funcao
dos fatores estudados. Esta estimativa € realizada por planejamentos experimentais
e a aplicagdo de RSM. Derringer and Suich (1980) propuseram um dos mais
conhecidos métodos de FD onde se obtém uma desejabilidade total utilizando a
média geométrica das respostas normalizadas (ou individuais) (FERREIRA et al.,
2007b), conforme demonstrado na Equagéao 2.

Di (¥i) = (d1 X d2 X d3..dn) x> (Equagéo 2)

Onde n é o numero de respostas.



Introducéo | 22

Sabendo-se que o objetivo € a resposta maximizada, o valor de Di(Yi) fica
proximo de 1 quanto mais as respostas ficam otimizadas, e se alguma das respostas
estiver fora da faixa desejavel, toda a funcéo tera valor zero. Ou seja, se Di(Yi)
resultar em um valor otimizado ou maior que o valor mais alto estabelecido, este nédo
apresentara diferenga na otimizagdo, mas se Di(Yi) resultar em um valor indesejavel,
menor que o valor mais baixo estabelecido, entdo tera valor zero (BEZERRA et al.,
2008; LIU; TANG, 2010).
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5 CONCLUSAO

Esse trabalho descreve pela primeira vez a avaliagdo da técnica de HF-LPME
para a determinagcdo do TPM em amostras de plasma e saliva por LC-MS/MS. O
desenvolvimento de um método utilizando esta técnica apresentou a vantagem de
reduzido custo analitico e baixo consumo de solvente orgéanico (50 yL de octanol), o
que contribui ndo sé para diminuir a contaminagédo do meio ambiente como para a
melhor seguranga do analista. Além disso, o uso de delineamento experimental para
a otimizagdo dos parédmetros que influenciam na microextragdo possibilitou a
determinacao das condi¢cdes na qual a eficiéncia da extracdo € maxima. A validagao
do método mostrou que os parametros de desempenho analitico apresentaram
resultados adequados de acordo com os guias oficiais, sendo portanto,
considerados métodos precisos e exatos para ambas as matrizes biolégicas. Assim,
a HF-LPME mostrou ser vantajosa em virtude do baixo custo das fibras, ndo sendo
necessaria a sua reutilizagdo o que evita problemas de efeito residual, moléculas
grandes sao impossibilitadas de atravessar para a fase aceptora devido ao
diminuido tamanho dos poros da fibra e, além disso, em apenas um passo, essa
técnica combina extracdo, concentragao e limpeza da amostra, o que a torna uma
técnica promissora para analise de farmacos em matrizes complexas. Ainda, a HF-
LPME apresenta possibilidade de automacéo e € ambientalmente correta. Por fim,
os métodos desenvolvidos por HF-LPME foram aplicados com sucesso em amostras
de plasma e saliva de pacientes epilépticos em tratamento com TPM.

Em relacdo a aplicagdo do método, a monitorizagao terapéutica possibilita o
delineamento de protocolos individualizados para o tratamento de epilepsia. Neste
sentido, uma matriz biolégica de coleta facil e menos invasiva, como a saliva, € de
grande interesse na pratica clinica contribuindo para o bem estar do paciente.

Tem-se assim como perspectivas futuras disponibilizar um resultado seguro a
respeito da concentragao plasmatica/salivar, sendo este o primeiro método descrito
para quantificacdo de TPM em amostras de saliva utilizando espectrometria de
massas. Ainda, esse € um trabalho que abre caminhos diferentes para realizar

multianalises de farmacos anticonvulsivantes.
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