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A new, fast and reliable methodology using a digitally controlled microextraction by packed sorbent (MEPS),
followed by ultrahigh pressure liquid chromatography (UHPLC) separation combined with a photodiode array
(PDA) detection, has been developed and validated for the simultaneous determination of clozapine and
risperidone, and their active metabolites, in urine samples. Important parameters affecting MEPS performance,
including type of sorbent material (C,, Cs, Cyg, SIL, M1, R-AX, R-CX, PGC, PEP, HLB-DVB and H-DVB), elution
solvent system, number of extraction cycles, sample volume, elution volume, and sample pH, were evaluated.
The optimal experimental conditions involved the loading of 500 pl of sample through a C;s sorbent in a five
extraction cycles and in a short ime period (5 min for the entire sample preparation step). The obtained extract
was analyzed by UHPLC, using a binary mobile phase, composed of aqueous 0.1% formic acid and methanol in the
gradient elution mode (10 min total analysis). Good results were obtained under the optimized conditions, in
terms of linearity with correlation coefficients (%) values higher than 0.9986, Low detection limits, ranging
between 0.052 and 0.055 ug ml~" were achieved, whereas the lowest quantification limit was 0.1 ug ml™?,
cor ling to the lowest conc ion of the standard curve, Satisfactory results were found with accuracy
values ranging from 83% to 116%, and with precision results from 2.65% to 18%, Recoveries ranged between
76% and 96%, which was in agreement with results reported by other studies.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved,

1. Introduction

receptors, atypical antipsychotic drugs also include serotonin 5-HI',4
receptor antagonists. Actually, it is well known that high 5-HT54/D>

Since their introduction in the 1950s, psychotherapeutic drugs like
antipsychotics have become widely prescribed in clinical psychiatry,
as a first-line treatment for schizophrenia and schizophrenia-related
disorders. With more than 35 antipsychotics currently available world-
wide, this drug class has rapidly gained importance in both clinical and
forensic settings [1]. Their potential abuse and involvement in acciden-
tal intoxications and suicides are of considerable interest in forensic
toxicology [2-4]. On the other hand, therapeutic drug monitoring
(TDM) in clinical practice is a powerful tool used to optimize antipsy-
chotic pharmacotherapy improving cfficiency and avoiding side
effects [5].

Based on their mechanism of action, and depending on their propen-
sity to cause extrapyramidal side effects, antipsychotic medication
can be divided into typical and atypical agents [6]. Both types of antipsy-
chotics tend to block the D, neuroreceptors in the dopaminergic
pathways in the brain. In addition to the blockage of D, dopamine
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affinity ratio is the pharmacological feature that best distinguishes
these two antipsychotic classes [7]. Furthermore, differences in the
affinity of atypical antipsychotics for various central receptors may
explain the reduced incidence of the extrapyramidal side effects [8].
Medications available in this class include, among others, clozapine
(CLZ) and risperidone (RISP).

CLZ, a tricyclic dibenzodiazepine derivative is used especially in the
treatment of patients with refractory schizophrenia [9]. After oral
administration, only 27% to 47% of the CLZ dose reaches the systemic
circulation unchanged and, consequently, is mainly biotransformed in
N-desmethylclozapine, also known as norclozapine (NORCLZ), and
clozapine N-oxide metabolites (Fig. 1) [10].

On the other hand, the newer atypical antipsychotic RISP, a
benzisoxazole derivative, may constitute an alternative to CLZ, the cur-
rent treatment of choice for refractory schizophrenia, due to adverse
effects caused by this medication [11]. The absolute oral bioavailability
of RISP is nearly 70%, and after oral administration, it is converted to
9-hydroxyrisperidone {(9-OHRisp), the main active metabolite, differing
only by a single hydroxyl group (Fig. 2) [12].






RESUMO

Desde a sua introdugao, na década de 50, que os antipsicoticos se tornaram amplamente
prescritos na psiquiatria clinica, como tratamento de primeira linha para a esquizofrenia e outros
distirbios psicoticos. Com o atual crescimento do consumo de antipsicoticos em Portugal, e face
aos efeitos colaterais causados por estes, tornou-se indispensavel o desenvolvimento de
metodologias analiticas que possibilitassem a identificagdo e quantificagao destes farmacos em
matrizes biologicas de forma rapida, simples e econémica. Neste sentido, surge o nosso presente
estudo, cujo principal objetivo foi a determinagao de antipsicoticos, nomeadamente a clozapina, a
risperidona e os seus metabolitos ativos norclozapina e 9-hidroxiriperidona, em amostras de urina,
recorrendo a microextragio por sorvente empacotado (MEPS), seguido de analise por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detetor de fotodiodos (UHPLC-PDA).

Foram alvo de avaliagao neste trabalho os fatores que influenciam o desempenho da MEPS,
incluindo o tipo de sorvente, o numero de ciclos de extragao, o volume de amostra, o pH da
amostra, o sistema de solventes e o volume de eluicao. As melhores condicoes de extragao
envolveram a passagem de 500 pL de amostra através do sorvente Cig em 5 ciclos de extragao.
O extrato obtido foi analisado por UHPLC, usando um sistema de fase moével binario, constituida
por metanol e uma solu¢ao aquosa de acido férmico a 0,1%, num gradiente de concentragao ao
longo da separagao cromatografica, com um fluxo constante de 250 yL min-'.

A validacdo do método analitico incluiu o estudo da seletividade, linearidade, limites de
detecdo e quantificagdo, precisio, exatidio e eficiéncia de extragido. O método validado
demonstrou ser seletivo para os compostos em estudo, além de apresentar um desempenho
satisfatério em termos de linearidade, com fatores de correlagio (r?) acima de 0,998.
Relativamente aos limites de detegdo, estes mostraram-se igualmente satisfatorios com valores
que variaram entre os 0,052 e 0,055 pyg mL-!, enquanto que os limites inferiores de quantificagao
foram da ordem dos 0,1 pg mL-!, correspondendo a mais baixa concentragao da reta de calibragao.
No que diz respeito a exatidao, os valores obtidos variaram entre os —1,5 e os 20%, enquanto que
na precisdo os coeficientes de variagdo mantiveram-se abaixo dos 19%. Em termos de recuperagio,
os valores conseguidos variaram entre 76 e os 96%, encontrando-se de acordo com resultados de
outros estudos.

A fim de testar a aplicabilidade do método proposto, foram analisados 23 casos reais. As
concentragoes determinadas variaram entre 0,10 e 2,08 pg mL!, permitindo evidenciar a
capacidade do método para identificar e quantificar este tipo de substancias. Podemos, assim,
concluir que o método analitico desenvolvido demonstrou ser eficiente, designadamente ao nivel
do tempo de anidlise, e suficientemente sensivel para a detecao, identificagao e quantificacao de
clozapina, risperidona e os seus metabolitos ativos em amostras de urina. De salientar, também,
que a simplicidade da metodologia proposta o torna compativel com a rotina analitica de um

servi¢co de toxicologia.

Palavras-chave: Antipsicoticos, Clozapina, Risperidona, Microextragio por sorvente

empacotado, Cromatografia liquida de ultra eficiéncia.



ABSTRACT

Since their introduction, in 1950’s, that antipsychotics have become widely prescribed in
clinical psychiatry, as a first-line treatment for schizophrenia and others psychotic disorders. With
current growth of antipsychotic use in Portugal, and considering the side effects caused by them,
it is indispensable the development of fast, simple and economic analytical methodologies for the
identification and quantification of this drugs in biological matrices. In this sense, the present study
aims to determine antipsychotics, including clozapine, risperidone, and their active metabolites
norclozapine and 9-hydroxyrisperidone, in urine sample using microextraction by packed sorbents
(MEPS), followed by ultra high performance liquid chromatography with photodiode array
detector (UHPLC-PDA) analysis.

In this work, were evaluated factors that influence the performance of MEPS, including the
type of sorbent material, number of extraction cycles, sample volume, sample pH, the solvent
system and elution volume. The best extraction conditions involved the loading of 500 pL of
sample through a Cjg sorbent in a five extraction cycles. The obtained extract was analysed by
UHPLC, system using a binary mobile phase, composed by methanol and an aqueous solution of
0.1% formic acid, in a gradient of concentration along the chromatographic separation, with a
constant flow of 250 yL min-!.

Validation of the analytical method included the study of selectivity, linearity, detection
and quantification limits, precision, accuracy and extraction efficiency. The validated method
showed to be selective for the studied compounds, and have satisfactory performance in terms of
linearity, with correlation coefficient (r2) higher than 0.998. Regarding to the detection limits, this
were equally satisfactory with values ranging between 0.052 and 0.055 pg mL-!, whereas the lowest
quantification limit was 0.1 pg mL-!, corresponding to the lowest concentration of the standard
curve. In relation to accuracy, the obtained values vary between —1.5 and 20%, while in precision,
the coefficients of variation remained below to 19%. In terms of recovery, the obtained values
ranged between 76 and 96%, which was in agreement with results reported by other studies.

In order to test the applicability of the proposed method, 23 real cases were analysed.
The concentration founded varied between 0.10 and 2.08 pg mL-!, which allowed demonstrate the
ability of the method to identify and quantify this type of substances. We can conclude that the
validated method proved to be efficient, rapid and sensitive in the detection, identification and
quantification of clozapine, risperidone and their active metabolites in urine samples. The simplicity

of this assay makes it suitable for the analytical routine in a toxicology laboratory.

Keywords: Antipsychotics, Clozapine, Risperidone, Microextraction by packed sorbent, Ultra

High Performance Liquid Chromatography.
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Introducao

l.1. Breve introducdo as doencas mentais e o inicio da psicofarmacologia

As doengas mentais sao doengas de etiologia complexa, abrangendo alteragoes ao nivel da
cognicao, das emogdes e do controlo comportamental. Apesar das manifestagoes e da gravidade
destas doencas serem extremamente variaveis e muitas vezes de origem pouco clara, em geral, as
doencas mentais tém um impacto significativo na vida do paciente.

Genericamente, os transtornos mentais sao classificados em dois grandes grupos: as
neuroses e as psicoses. As neuroses sao tidas como doengas mentais menos graves, onde os
transtornos sao caraterizados pelas grandes dificuldades sentidas pelo paciente em se adaptar ao
meio que o rodeia, sem perder, contudo, a nogao da realidade [5]. No caso da psicose, um
problema mental de maior gravidade, o paciente perde o sentido da realidade e a sua personalidade
encontra-se desorganizada, como acontece, por exemplo, em caso de esquizofrenia [5].

Existem varios subtipos de psicoses, no entanto, de uma forma geral, a pessoa que
atravessa uma crise psicotica pode ter alucinagdes, delirios, mudancas comportamentais e
pensamento confuso, estando o grau desta perda de contacto com a realidade dependente da
intensidade da psicose. Além disso, os sintomas estao aliados a uma caréncia de visao critica que
leva o individuo a n3ao reconhecer o caracter estranho do seu comportamento e,
consequentemente, ter sérias dificuldades nos relacionamentos sociais e na execugao de tarefas
quotidianas [6].

A esquizofrenia, provavelmente o tipo mais conhecido de transtorno psicético, representa
uma das doengas mentais mais graves e incapacitantes do mundo, nao s6 para o doente, como
também para a sua rede de relagdes sociais e familiares. De uma forma muito sucinta, os
transtornos esquizofrénicos sio caraterizados por um conjunto diversificado de sintomas que
podem ser agrupados em trés tipos principais: os sintomas positivos, que ocorrem quando se
perde a nogao da realidade (e.g. alucinagoes, delirios, etc.), os sintomas negativos, caraterizados
por indiferenga emocional e isolamento social (e.g. apatia, diminuigao da afetividade, perda de
capacidade de socializar, etc.) e os sintomas cognitivos, que estao associados a problemas de
memoria e de raciocinio (e.g. raciocinio lento, desorganizado, dificuldade de concentragao, etc.)
[7, 8].

Em Portugal, existem cerca de 100 mil doentes esquizofrénicos, ou seja, cerca de 1% da
populagio nacional, nUmeros que acompanham a prevaléncia a nivel mundial [9]. Embora seja
desconhecida a causa exata da esquizofrenia, a maioria dos especialistas concorda que os fatores
genéticos e ambientais parecem estar associados a um aumento do risco do desenvolvimento
desta doenga [7, 8].

Atualmente, as doencgas ou transtornos psicoticos podem ser tratados através de
medicamentos (antipsicoticos), ou outras formas de psicoterapia (e.g. tratamentos psicossociais,

terapia cognitivo comportamental). No entanto, antes dos anos 50, a eletroconvulsoterapia e a

18



Introducao

psicocirurgia eram considerados tratamentos adequados para os pacientes que sofriam destas
doencas. Devido a uma falta de conhecimento em torno da patofisiologia das perturbacoes
psicéticas, o Unico ‘“tratamento” farmacoldgico nesse momento consistiu na sedagio com
barbituricos e drogas que induziam crises epiléticas [10].

O primeiro desenvolvimento notavel na terapia medicamentosa para as pessoas que
sofrem de transtorno bipolar — um distlrbio caraterizado pela alternancia de episédios maniacos
e depressivos, foi a descoberta do litio como agente antimaniaco no final da década de 40 [I1].
Embora o mecanismo de agio do litio, ainda permanega pouco claro, a sua eficicia no tratamento
de disturbios bipolares tem sido aceite em todo o mundo e ainda é considerado o principal
tratamento profilatico para esta condigao, mesmo 60 anos apos a sua descoberta [10].

A descoberta dos efeitos antipsicoticos da clorpromazina, no inicio dos anos 50, marcou
o inicio da psicofarmacologia contemporanea. Desde entio, o uso de antipsicéticos no tratamento
de doengas mentais como a esquizofrenia, mudou radicalmente a falta de perspetivas que até entao
prevaleciam no campo da psiquiatria e da salde mental, e teve como consequéncia um abrir das

portas dos hospitais psiquiatricos a muitos doentes que passaram a viver na comunidade [12-14].

1.2. Consumo de antipsicéticos em Portugal

No que diz respeito ao consumo de antipsicoticos em Portugal, a utilizagao destas
substincias tem aumentado de forma expressiva nos dltimos anos. De acordo com a Autoridade
Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P. (INFARMED) [1], na Ultima década, registou-
se um aumento do consumo de psicofarmacos, mas com maior evidéncia no grupo dos
antidepressivos, com um incremento de 240%, e no grupo dos antipsicéticos com 171% de
aumento (Figura |). Segundo a mesma fonte [1], este aumento do consumo pode dever-se a uma
maior acessibilidade aos medicamentos, a uma utilizagdo mais prolongada destes farmacos ou a

aprovagao de novas indicagSes terapéuticas.

Evolucao dos Medicamentos Psicofarmacos entre 2000 e 2012
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Figura |. Evolugdo dos Medicamentos Psicofirmacos (DDD - dose diaria definida por 1000 habitantes ao
dia), por grupo terapéutico entre 2000 e 2012 (adaptado de [I]).
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No entanto, e apesar de serem escassos os trabalhos a nivel nacional reportando o padrao
de consumo de medicamentos de acordo com a classe social, recentemente foi publicado um
estudo que ilustra o padrao de consumo de medicamentos por “pessoas sem-abrigo” na cidade
do Porto [I5]. Neste estudo participaram 146 “sem-abrigos”, recrutados a partir de quatro
instituicoes de servigos sociais. Um total de 56,8 % dos participantes revelou ter tomado, pelo
menos, um medicamento na semana anterior, sendo a maioria psicofarmacos. De entre os
medicamentos reportados, as benzodiazepinas e os antipsicoticos eram de longe os farmacos mais
consumidos, com 21,9% e 15,1%, respetivamente.

Relativamente as intoxicagdes medicamentosas, alguns estudos [2, 3] revelam que os
psicofarmacos sdo os medicamentos que mais intoxicagoes tém causado a nivel nacional. De
acordo com estes estudos, as intoxicagdes mais frequentes ocorrem com o consumo de
ansioliticos, antidepressivos, antipsicoticos e analgésicos. Segundo Tarelho et al (2011) [16], as
desvantagens sociais, periodos de crise econémica e mudangas adversas no estatuto
socioecondémico, sao fatores que contribuem para o aumento de doencgas psiquidtricas e

consequente aumento do consumo de psicofarmacos e em casos extremos do suicidio.

1.3. Antipsicoticos: Aspetos gerais e farmacolégicos

Desde a sua introducao, na década de 50, que os antipsicéticos se tornaram amplamente
prescritos na psiquiatria clinica, como tratamento de primeira linha para a esquizofrenia e outros
disturbios psicéticos. Os antipsicéticos sio medicamentos inibidores das fungdes psicomotoras,
as quais se podem encontrar aumentadas em estados, por exemplo de excitagao e de agitagao.
Paralelamente, eles atenuam os sintomas neuro-psiquicos considerados psicéticos, tais como os
delirios e as alucinagdes [17].

Inicialmente denominados de “neurolépticos” [18], devido a sua capacidade de induzir a
neurolepsia, os antipsicoticos sao atualmente agrupados em duas categorias, com base no seu
mecanismo de agao, e em funcdao da sua propensao para causar efeitos extrapiramidais [19]. Os
antipsicoticos mais antigos sio denominados de “tipicos” e em geral apresentam mais efeitos
extrapiramidais do que os mais recentes denominados de “atipicos”. Os efeitos extrapiramidais
correspondem a sintomas motores, como a rigidez dos movimentos, tremores, dificuldade em
estar parado, e em casos de sobredosagem podem levar a situagoes graves [|17]. Ambos os tipos
de antipsicoticos atuam bloqueando os recetores dopaminérgicos cerebrais D,. No entanto, os
antipsicéticos atipicos atuam, adicionalmente, como antagonistas dos recetores serotoninérgicos
5-HT,a. Atualmente, a grande afinidade para o racio 5-HTa/D; é, na verdade, a carateristica

farmacologica que melhor distingue os antipsicoticos atipicos dos antipsicoticos tipicos [20].
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1.3.1. Antipsicoticos Tipicos

Os antipsicéticos tipicos, também designados de convencionais ou de primeira geragao,
foram os primeiros medicamentos deste grupo, utilizados para tratar a esquizofrenia. Estes
farmacos constituem um grupo muito heterogéneo no que respeita a sua natureza quimica, mas
com um mecanismo de agdo comum. Atuam, fundamentalmente, bloqueando os recetores
dopaminérgicos cerebrais D,, apesar de muitos deles atuarem sobre os recetores de outros
neurotransmissores, como a noradrenalina, a serotonina e a acetilcolina [21]. O bloqueio dos
recetores D, na via dopaminérgica mesolimbica é responsavel pelos efeitos terapéuticos dos
antipsicéticos. Infelizmente, esta classe de antipsicéticos nao é seletiva para os recetores D, apenas
desta via, agindo noutras regides do cérebro, causando os efeitos colaterais indesejaveis [4]. A

Figura 2 ilustra os efeitos dos antipsicéticos tipicos nas quatro vias dopaminérgicas.

Via Mesocortical Sintomas negativos Via Mesolimbica Sintomas positivos

Cortex
Pré-frontal

-
4\ -

Via Tuberoinfundibular ™ BEIEIeEEMEUE Via Niaroestriatal Sintomas
QYfrﬂnlerldeQ

Ganalio basal
Regiao /' ¢
—

neara

Figura 2. Efeito dos antipsicéticos tipicos nas quatro vias dopaminérgicas (adaptado de [22]). APG:
antipsicéticos de primeira geragiao; ATV: drea tegmental ventral; NAc: nicleo acimbens.
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De acordo com a teoria dopaminérgica, que relaciona a esquizofrenia a um excesso de
dopamina na via mesolimbica e a um défice desta na via mesocortical, a agao antagonista D, dos
antipsicoticos tipicos no sistema mesolimbico melhora os sintomas positivos da doenga, enquanto
que a agao destes, na via mesocortical piora os sintomas negativos [18].

Por outro lado, o antagonismo dos recetores D; na via nigroestriatal, que tem origem na
substancia negra e se projeta para o corpo estriado, é responsavel pelos efeitos colaterais
extrapiramidais, que se caraterizam por alteragées motoras, tais como bradicinesia e acatisia,
muito semelhantes aos observados na doenga de Parkinson. Além dos efeitos extrapiramidais,
estes antipsicoticos podem provocar, entre outras alteragoes enddcrinas, a hiperprolactinemia e
a galactorréia, decorrentes do antagonismo da via dopaminérgica tuberoinfundibular [18].

De acordo com a afinidade dos antipsicoticos convencionais para os recetores
dopaminérgicos, esta classe de antipsicoticos pode ser subdividida em alta, média e baixa poténcia.
A alta poténcia esta associada com a elevada afinidade dos antipsicoticos para os recetores
dopaminérgicos D, mesmo em doses baixas, enquanto que a média e baixa poténcia dos
antipsicoticos se encontram relacionadas a uma menor afinidade para estes recetores, sendo
necessarias doses mais altas para alcangar o efeito terapéutico (Tabela |). Esta divisao é importante
para identificar mais facilmente os mecanismos de acao, efeitos colaterais e doses diarias, visto

que dentro de um mesmo grupo os efeitos sao muito semelhantes [23].

Tabela |. Classificagao de alguns antipsicoticos tipicos de acordo com a sua poténcia (adaptado de [23]).

Classe / nome do farmaco Dose Vias de administra¢ao®

Alta poténcia

Flufenazina 2 a 20 mg/dia VO
Haloperidol | 220 mg/dia VO, IM, EV
Penfluridol 20 a 60 mg/ semana VO
Pimozida 2 a 10 mg/dia VO

Média poténcia

Trifluoperazina 5 a 30 mg/dia VO
Pipotiazina 10 2 20 mg/dia VO
Zucopentixol 10 a 60 mg/dia VO

Baixa poténcia

Clorpromazina 50 a 1200 mg/més VO, IM
Levomepromazina 200 a 800 mg/dia VO, IM
Periciazina 20 a 70 mg/dia VO
Tioridazina 150 a 800 mg/dia VO

?Vias de administracido: VO - via oral; IM - via intramuscular; EV - via endovenosa

No que diz respeito as classes estruturais dos antipsicoticos convencionais, as mais

proeminentes sao as fenotiazinas e as butirofenonas. Os antipsicoticos fenotiazinicos constituem
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o grupo quimico com maior nimero de compostos (mais de 40). A clorpromazina, que tem sido
considerada o prototipo dos antipsicoticos tipicos, é caraterizada pela sua estrutura fenotiazina
tipica, a qual formou a base de outros antipsicéticos, tais como a flufenazina, perfenazina,
promazina, prometazina, tioridazina, trifluoperazina e triflupromazina [4].

Relativamente aos antipsicoticos de primeira geragao nao fenotiazinicos, estes incluem as
butirofenonas (e.g. haloperidol), os tioxantenos (e.g. flupentixol), as dihidroindolonas (e.g.
molindona), as dibenzepinas (e.g. clotiapina) e as difenilbutilpiperidinas (e.g. pimozida) [4, 22].

Apesar dos efeitos adversos provocados pelos antipsicoticos tipicos, esta classe continua
a ser utilizada na psiquiatria clinica, principalmente na fase aguda da esquizofrenia, como
coadjuvantes nos episédios maniacos do transtorno bipolar, por serem reconhecidamente eficazes

e seguros, e principalmente pelo seu menor custo, quando este fator ¢ decisivo [13, 23].

1.3.2. Antipsicoticos Atipicos

Até a introducao da clozapina, todos os antipsicéticos disponiveis apresentavam a mesma
eficacia terapéutica, com um perfil carateristico de reagbes adversas, diferindo entre eles
principalmente pela severidade destes efeitos adversos [21]. As propriedades atipicas da clozapina,
como a atenuagao dos sintomas positivos da esquizofrenia sem ocasionar efeitos extrapiramidais,
bem como a eficicia contra os sintomas negativos, deram origem a uma nova classe de
antipsicoticos, denominada de “atipicos” ou de “segunda geracao” [I18]. Tal como nos
antipsicoticos convencionais, estes firmacos constituem um grupo muito heterogéneo no que
respeita a sua natureza quimica. Fazem parte desta classe, as dibenzodiazepinas (e.g. clozapina), as
oxazepinas (e.g. olanzapina), as benzamidas (e.g. amissulprida), entre outras.

Embora o exato mecanismo de agio desta classe ainda nao esteja totalmente esclarecido,
acredita-se que a elevada afinidade para os recetores serotoninérgicos 5-HT»a face ao moderado
antagonismo para os recetores dopaminérgicos D, [24], a rapida dissociagao nos recetores D,
[25, 26], e o agonismo parcial nos recetores 5-HTa [18], sao as principais carateristicas que os
distinguem dos homologos tipicos e que contribuem para as propriedades farmacolégicas e para
o baixo risco de provocar efeitos secundarios extrapiramidais.

Tal como os antipsicéticos convencionais, o perfil neurofarmacolégico desta classe de
antipsicoticos esta associado ao efeito inibidor seletivo dos neurdnios mesolimbicos
dopaminérgicos. No entanto, o antagonismo sobre os recetores serotoninérgicos 5-HTa parece
ser a carateristica chave para a eficicia dos antipsicoticos atipicos, uma vez que este afeta a
producao de dopamina em diferentes graus, de acordo com a via dopaminérgica [27]. A Figura 3

apresenta de forma resumida os efeitos dos antipsicéticos atipicos nas quatro vias dopaminérgicas.
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Alivio dos sintomas
positivos

A

O antagonismo dos
recetores 5-HT,, na
Via
Mesolimbica

via mesolimbica nédo
interfere com os
efeitos antipsicéticos.

Em geral, os ASG tém maior afinidade
para os recetores 5-HT,, face aos D

| Propensao para : : | Propensao para
causar efeitos Via _Via causar efeitos
) Mesocortical Nigroestriatal L
negativos extrapiramidais

O antagonismo dos O antagonismo dos
recetores 5-HT,, nas Via recetores 5-HT,, na via
vias mesocortical, Tuberoinfundibular tuberoinfundibular, em
geral reduz a libertacéo

nigroestriatal estimula a
producdo de dopamina. v de prolactina.

| Propensao para causar
hiperprolactinemia

Figura 3. Efeito dos antipsicoticos atipicos nas quatro vias dopaminérgicas (adaptado de [22]). ASG:
antipsicoticos de segunda geragao.

O antagonismo dos recetores 5HT,a na area tegmental ventral estimula a produgao de
dopamina que, por sua vez, estende a sua agao para o cortice pré-frontal (via mesocortical),
aliviando os sintomas negativos da esquizofrenia. Apesar do antagonismo nos recetores D,, com
o aumento da producio de dopamina havera uma maior competicio entre o firmaco e o
neurotransmissor, aumentando a reversao do bloqueio dos recetores D,, levando a melhoria do
funcionamento cognitivo [22, 26].

Tal como na via dopaminérgica mesocortical, os antipsicéticos atipicos na via nigroestriatal
inibem os recetores 5-HT,4, aumentando a libertagao de dopamina na fenda sinaptica. O aumento
de dopamina ira promover uma disputa entre a dopamina extra e o farmaco reduzindo o bloqueio
dos recetores D, para 65% a 70%, face aos 80-90% obtidos pelos homdlogos tipicos, o que é
suficiente para se ter uma eficicia antipsicotica reduzindo a manifestagdo dos sintomas
extrapiramidais [28, 29].

No que diz respeito ao antagonismo 5-HT,a/D; na via tuberoinfundibular, o antagonismo
simultineo destes recetores diminui a produgao de prolactina, reduzindo o risco de

hiperprolactinemia [30].
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Relativamente a via mesolimbica, os efeitos antagonicos da serotonina sobre a dopamina
nesta via nao sao suficientemente fortes para causar reversio dos recetores D, pelos
antipsicoticos atipicos ou para diminuir as agoes destes nos sintomas positivos da psicose [27].

Embora esta classe partilhe certas carateristicas gerais, cada antipsicotico atipico tem um
perfil de agdo diferenciado sobre uma grande variedade de recetores tanto dopaminérgicos (D3 e
D.) como de outros neurotransmissores (5-HTa, 5-HT>, muscarinicos, histaminérgicos Hl, a-
adrenérgicos, entre outros). No entanto, a a¢cao destes medicamentos nestes recetores pode estar
na origem das reagoes adversas, tais como o aumento de peso (obesidade), risco de diabetes
mellitus tipo Il, hipertensao arterial sistémica e cardiopatia isquémica, que podem afetar a decisio

do tratamento de escolha [23].

1.3.3. Propriedades Farmacocinéticas dos Antipsicéticos

Como exemplo de muitos psicofarmacos, os antipsicoticos sao muito semelhantes no que
diz respeito as propriedades quimicas, como a lipofilicidade, o peso molecular e a basicidade que
os carateriza. Em geral, estes farmacos sio bem absorvidos por via oral, sofrendo intenso
metabolismo hepatico de primeira passagem [4], tendo o sistema de enzimas citocromo P450
(CYP) um papel fundamental no metabolismo destes farmacos [31]. Na verdade, as enzimas CYP
representam cerca de 70-80% de metabolismo de primeira passagem e siao responsaveis pela
biotransformagao dos farmacos lipofilicos em metabolitos polares [32, 33], que podem ser
facilmente excretados pelos rins [34].

Em parte devido a sua lipofilicidade, estes farmacos distribuem-se amplamente pelo
organismo e facilmente atravessam a barreira hematoencefalica acumulando-se no sistema nervoso
central. Apresentam uma elevada afinidade para as proteinas plasmaticas, com as quais se ligam
atingindo proporgoes até 99%. Os tempos de meia-vida sao geralmente longos (Tabela 2) e, em

geral, uma dose de farmaco por dia é suficiente para grande parte dos tratamentos clinicos [31].

Tabela 2. Parametros farmacocinéticos dos antipsicéticos (adaptado de [4, 35]).

Dose oral ~
Concentragio de -
, normalmente ) Vb Fracio
Farmaco . farmaco no sangue tin2 (h)e .
administrada (L Kg'yd ligadae
(ng mL-1)°
(mg)*
9-hidroxi-risperidona® 3-12 10-100 23 - -
Amissulprida 400-1200 50-400 11-27 13-16 0,17
Aripiprazol 10-30 50-350 60-90 4,9 0,99
Bromperidol I-15 1-20 15-35 - -
Buspirona 20-30 1-10 3-12 5-6 0,95
Clorpromazina 200-600 30-300 7-119 10-35 0,98
Clorprotixeno 40-80 20-200 8-12 11-23 -
Clozapina 300-450 200-800 6-17 2-7 0,95
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Droperidol

Flupentixol

Flufenazina

Fluspirileno™

Haloperidol

Levomepromazina
Loxapina
Melperona
Mesoridazina
Molindona
Olanzapina

Penfluridol

Perazina
Periciazina
Perfenazina
Pimozida
Pimpaperona
Proclorperazina
Promazina
Promethazina
Quetiapina
Risperidona
Sertindola
Sulpirida
Tioridazina
Tiotixeno
Trifluoperazina
Trifluopromazina
Ziprasidona
Zotepina

Zuclopentixol

0,5-2,5
3-6

2-5 (i.m.)
I-15

25-50
20-100
100-400
100-400
50-100

5-20

20-60 (uma vez
por semana)

50-600
15-60
12-24
7-10

80-120
15-40

200-800

300-450
2-6
12-20
400-600
150-300
6-30
15-20
165-375
40-160
75-300
20-50

5-50
I-15

2-20

5-50

15-60
10-100
5-40
15-100
~500
10-100
4-25

100-230
5-60
0,6-2,4
15-20
100-400
10-500
10-400
50-400
70-170
10-100
50-500
50-400
200-2000
1-50
30-100
50-120
5-300
55-100

1227
19-39 (HCI)

5-113 dias (decanoato)

13-58 (HCI)

3-4 dias (enantato)
5-12 dias (decanoato)

2| dias (decanoato)

14-4] (lactato)
14-28 (decanoato)

15-30
3-4
2-4
2-9

1228

21-54

70

8-15
8-12
28-214
12-30
14-27
7-17
10-20
6-7
3-20
4-11
26-36
12-36
7-18
2-8
12-30

12-26 (HCI)
18-24 (acetato)

19 dias (decanoato)

1,5-2,5
14,1

220

18-30

30

7-10
3-6
3-6

10-20

10-35
11-62

13-32
27-42
9-19
8-12
0,7-2,1
20-40
2,7

18

1,5-2,3
50-168
15-20

0,85-0,90

0,99

0,90

0,91-0,99

0,99

0,93

0,96
>0,90
0,99
>0,90
0,84
0,93
0,83
0,90
0,99
0,40
0,96
0,91-0,99
>0,90
0,99
0,97
0,98

a2 Dose oral normalmente administrada em adultos para o tratamento da esquizofrenia, psicose ou transtorno bipolar

b Concentragao esperada de farmaco no sangue, seguindo as indicages terapéuticas
¢ ti/2: tempo de meia vida de eliminagdo — corresponde ao tempo necessario para as concentragoes plasmaticas ou a

quantidade de farmaco no corpo serem reduzidas em 50%.

4 Vp: volume de distribuigao
e Fragdo ligada: porgao de farmaco que se encontra ligada as proteinas plasmaticas.

* Também referido como paliperidona; ™ Disponivel apenas na forma injetavel intramuscular.

Em geral, os antipsicoticos estio disponiveis nas formas posologicas orais ou

intramusculares. Estas Gltimas sao normalmente sintetizadas pela esterificagio do farmaco com
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acidos gordos [36] e podem ser divididas em medicamentos de agao curta e medicamentos de
acao prolongada [4]. As formulagdes injetaveis tém maior biodisponibilidade, devido a auséncia de
metabolismo de primeira passagem e sdo especialmente utilizadas em pacientes que apresentam
baixa ades3o ao tratamento [4]. Além disso, o efeito de deposito (“depot”) das formulagoes de

acao prolongada permite intervalos mais alargados entre injegoes.

1.3.4. Efeitos Adversos

A escolha de um antipsicético continua a nao ser uma tarefa ficil e deve fazer-se
considerando a intensidade da sua agdo, as reagoes adversas que produzem e as caracteristicas
farmacocinéticas de cada composto [37]. O tratamento com medicamentos antipsicoticos implica
um dificil equilibrio entre o alivio dos sintomas psicoticos e a perturbacao dos efeitos colaterais
[38]. Atualmente, ndo existem antipsicoticos isentos de efeitos adversos indesejaveis, sendo estes
os principais responsaveis pela descontinuidade, baixa adesdo, redugiao de qualidade de vida, da
interacao e adaptagao social [39, 40].

Os efeitos colaterais dos antipsicoticos podem ser agrupados em diferentes classes,
incluindo (l) os efeitos neurologicos, como a neurotoxicidade, discinesia tardia, acatisia, sedagao,
convulsées, hipotermia, blefarospasmo e parkinsonismo; (II) os efeitos hematologicos,
caraterizados pela eosinofilia, neutropenia e agranulocitose; (lll) os efeitos endocrinologicos,
baseados no aumento de peso, hiperglicemia, hiperprolactinemia, amenorreia e ginecomastia; (IV)
os efeitos cardiovasculares, que consistem na hipotensao postural, alteragdes eletrocardiograficas
e arritmias cardiacas; e (VI) os efeitos anticolinérgicos, caraterizados pela secura na boca, visao
turva, dificuldades respiratoérias, pupilas dilatadas, obstipagao intestinal e aumento da temperatura
corporal. A estes efeitos estdo ainda associados sintomas psiquiatricos secundarios, como mania
e a catatonia [38, 40, 41].

Em tracos gerais, os farmacos convencionais com agao antipsicotica mais intensa, como a
flufenazina e o haloperidol, sao os que causam efeitos extrapiramidais mais frequentes e com maior
intensidade [37]. Os menos potentes do ponto de vista antipsicotico, como a clorpromazina e a
tioridazina, sio os que menor capacidade tém para produzir efeitos extrapiramidais, mas tém
maior tendéncia para produzir hipotensao ortostatica [37]. Por outro lado, os antipsicoticos mais
recentes e, em particularmente a clozapina, apesar de ser o farmaco de eleicio nas formas
refratarias de esquizofrenia devido a sua eficacia, produz neutropenia em cerca de 2-3% dos
pacientes levando, por vezes, a agranulocitose fatal, sendo fortemente recomendada uma
monitorizagdo cuidadosa da contagem de células brancas do sangue durante o tratamento
farmacologico [42].

Apesar da comparagao geral entre as classes de antipsicoticos ser muito importante, a

comparagao entre medicamentos especificos é de extrema relevancia, uma vez que cada farmaco
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apresenta os seus proprios desafios em termos de balanceamento entre eficacia, seguranga e
tolerabilidade [39]. A Tabela 3 estabelece uma comparagao dos principais efeitos adversos entre

medicamentos antipsicoticos.

Tabela 3. Comparagao dos efeitos adversos entre medicamentos antipsicéticos (adaptado de [39]).

Antipsicéticos tipicos Antipsicoticos atipicos

Baixa poténcia  Alta poténcia ARl CLZ OLZ QTP RISP ZPS

Efeitos adversos

Efeitos anticolinérgicos +++ + 0 +++ + + 0 0
Dislipidemia ++ + 0 +++ +++ ++ +

Efeitos extrapiramidais + +++ + + ++ +
Hiperprolactinemia ++ +++ 0 + 0 +++ +
Sindrome Neurolética Maligna + ++ + + + + + +
Hipotensado postural +++ + + +++ + ++ ++ +
Intervalo QT prolongado ++§ + + + + + + ++
Sedagao +++ + + +++ ++ ++ + +
Convulsoes + + + 4+ + + + +
Disfungao sexual +++ ++ + + + + ++ +
Diabetes mellitus tipo Il + + + ++ ++ + + +
Aumento de peso ++ T 0 +++ ++ ++ 0

Notas: 0 - raro; + - baixo risco; ++ - médio risco; +++ - alto risco; § - a tioridazina apresenta um maior risco de
causar prolongamento do intervalo QT. Abreviaturas: ARI - aripiprazole; CLZ - clozapina; OLZ - olanzapina; QTP -

quetiapina; RISP - risperidona; ZPS - ziprasidona; QT - sindrome do QT (é um tipo de taquiarritmia ventricular).

O perfil de reagoes adversas associadas ao uso de antipsicoticos é relativamente extenso,
pelo que a detegao precoce dos efeitos adversos, a diminuigao da dose, a troca por outro farmaco
e suspensao de associagoes desnecessdrias sao algumas das estratégias recomendadas para se

obter um adequado efeito antipsicotico e menor desconforto e risco [39, 40].

1.3.5. FArmacos em Estudo

Neste trabalho, foram analisados dois farmacos antipsicoéticos utilizados no tratamento da
esquizofrenia: a clozapina, e a risperidona. Esta escolha deveu-se devido aos mecanismos de acao
de cada um dos farmacos e ao facto de serem dois dos antipsicéticos mais prescritos na Casa de
Salde S. Joao de Deus do Funchal.

Dado que a dosagem e a resposta a um farmaco varia de individuo para individuo, é
importante conhecer algumas das suas propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas e

respetivos efeitos adversos [43].

1.3.5.1. Clozapina

A clozapina é um antipsicotico diferente dos neurolépticos classicos, cuja agao

farmacologica se pode dever ao antagonismo simultineo dos recetores dopaminérgicos D, e
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serotoninérgicos 5-HTa. O revolucionario perfil terapéutico demonstrado pela clozapina, como
a atenuagao dos sintomas positivos e negativos da esquizofrenia sem ocasionar efeitos
extrapiramidais, tornou-a no primeiro antipsicotico de segunda geragiao. Nao obstante dos efeitos
adversos, a clozapina é excecional, na medida em que funciona muitas vezes mesmo quando outros
medicamentos falharam, principalmente no tratamento de pacientes com esquizofrenia refrataria
[42]. Infelizmente, a clozapina produz agranulocitose, caraterizada pela redugao de leucocitos
granulocitos no sangue, sendo recomendada uma rigorosa monitorizagao hematolégica durante o
tratamento com este farmaco.

A clozapina é uma dibenzodiazepina triciclica, cuja estrutura é caraterizada por um anel
diazepina central (ciclo-heptano com duas substituices por atomos de azoto nas posi¢oes |,4)
ligado a dois anéis benzénicos (Figura 4). No que diz respeito as suas propriedades fisico-quimicas,

a Tabela 4 resume algumas referentes a este farmaco.

N
H

Figura 4. Estrutura quimica da clozapina.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas da clozapina [44].

Propriedades Fisico-Quimicas Clozapina

2-cloro-I I-(4-metil-1-piperazinil-5H-dibenzo [b,e] [1,4]

Nome IUPAC L
diazepina
Massa molecular (g mol™) 326,823
Férmula molecular CsH,oCIN,
Ponto de fusdo (°C) 183-184 °C

Ponto de ebuli¢io (°C) -
Solubilidade em agua (mg mL") | 0,186

Constante de dissociagao (pKa) | 7,5

1.3.5.1.1. Farmacocinética

Apos a administragao oral, a clozapina é rapidamente absorvida quase na sua totalidade
(90 - 95%) pelo trato gastrointestinal. Devido ao intenso metabolismo de primeira passagem, a
biodisponibilidade da clozapina é amplamente variavel. Apds a administragao oral, cerca de 27 a

47% da dose ingerida atinge a circulagao sistémica de forma inalterada [45, 46]. O pico plasmatico
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(concentracao maxima) é atingido entre | a 3 horas e o tempo de meia vida de eliminagao médio
(ti) ocorre entre as 6 e as |7 horas [4, 35]. A clozapina distribui-se amplamente pelo organismo
(Vo médio entre 2 e 7 L kg'), atravessando facilmente a barreira hematoencefilica [4, 35]. A
depuragao plasmatica, ou clearance (CL), definida como o volume de plasma do qual o firmaco é
completamente removido por unidade de tempo, varia entre |3 e 57 L h-! para a clozapina [47].
A Tabela 5 resume os principais parametros farmacocinéticos da clozapina. De salientar que a
clozapina apresenta uma cinética linear ou de primeira ordem para concentragoes terapéuticas, o

que significa que as taxas de absor¢io e eliminagao sao proporcionais a concentragao de farmaco.

Tabela 5. Parametros farmacocinéticos da clozapina.

Parametro Valor
Biodisponibilidade oral (F) 27-47 %
Tempo para atingir o pico plasmatico (T,s) | 1-3 h
Tempo de meia vida (t;5) 6-17 h
Volume de distribuigio (Vp) 2-7 L kg
Depuragao plasmatica (CL) 13-57 L h'
Fracdo nao ligada ~55%

A clozapina é principalmente biotransformada por N-desmetilagcao e N-oxidagao do anel
piperazina, originando a N-desmetilclozapina, também designada por norclozapina, e o metabolito
N-oxido de clozapina (Figura 5). Adicionalmente, sio formados os metabolitos hidroxilados e
quimicamente reativos [48, 49].

R on CHs
N 8 N NH

CYP3A4 CYPIA2

CYPIA2 CYP3A4
: : ,: : : : i : CYPZC 19 : : ,:
N-6xido de Clozaplna / Clozapina \ Norclozapma

metabolitos hidroxilados metabolitos ligados a proteinas

Excrecao renal e fecal

Pelo menos 80% da dose de clozapina é excretada
sob a forma de metabolitos na urina e nas fezes.

Figura 5. Metabolismo e eliminagao da clozapina (adaptado de Raaska (2003) [50]). FMO é o acrénimo de

flavina monooxigenase, e CYPIA2, CYP3A4 e CYP2CI9 siao enzimas responsaveis pelo metabolismo da
clozapina.
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O N-6xido de clozapina pode ser reduzido na presenca de NADPH, originando
novamente a clozapina. Esta interconversao é mais lenta no sentido da formagao do metabolito
N-oxido a partir da clozapina, do que a reagao inversa [51]. Apesar da enzima responsavel pela
conversao do metabolito N-6xido em clozapina permanecer desconhecida, sabe-se atualmente
que esta reagao pode ser inibida, in vitro, na presen¢a de acido ascérbico [49].

As fragoes plasmaticas nao ligada para a clozapina, norclozapina e N-6xio de clozapina sao
aproximadamente 5,5%, 9,7% e 24,6%, respetivamente [52]. O racio clozapina:norclozapina:N-
oxido de clozapina é muito variavel; no entanto, no plasma ronda 3:2,5:1 e na urina cerca de
1:43:77 [52, 53]. Pelo menos 80% da dose ingerida de clozapina é eliminada sob a forma de
metabolitos na urina e nas fezes [54].

Alguns estudos in vitro sugerem que no metabolismo da clozapina, a CYPIA2 é a principal
enzima catalisadora da formagao da norclozapina, enquanto que a CYP3A4 é a principal
responsavel pela formagao do N-6xido de clozapina [49, 55, 56]. No entanto, em 1998 surgiu um
estudo afirmando que a CYP3A4 parece ser a principal enzima na formagao de ambos os
metabolidos norclozapina e N-6xido de clozapina [57]. Adicionalmente, outras enzimas CYP e a
flavina monooxigenase tipo 3 tém sido reportadas, devido ao seu contributo na metabolizagao da
clozapina para a formagao de norclozapina ou de N-6xido de clozapina [58].

A farmacocinética da clozapina é muito variavel, tanto inter- como intraindividual [45, 46,
59]. Num estudo prospetivo de 26 semanas, a média do coeficiente de variagio intraindividual foi
54,9%, apesar dos pacientes (n=4l) nao usarem outros medicamentos conhecidos que
interagissem, significativamente, com a clozapina [59]. Noutro estudo, de menor duragao,
envolvendo 44 pacientes monitorizados semanalmente, as variagdes intra- e inter-paciente

atingiram valores na ordem dos 27% e 50,9%, respetivamente [60].

1.3.5.1.2. Farmacodinamica

A clozapina é um antagonista seletivo monoaminérgico, com agao em diversos recetores,
incluindo os recetores dopaminérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos, colinérgicos e
histaminérgicos [61]. Acredita-se que a elevada afinidade para os recetores serotoninérgicos 5-
HT»a, face ao moderado antagonismo para os recetores dopaminérgicos D,, esta fortemente
relacionada com a agdo terapéutica [24]. Por outro lado, o antagonismo noutros recetores com
semelhante afinidade podera explicar alguns dos efeitos adversos deste farmaco. O antagonismo
nos recetores adrenérgicos ol podera estar na origem da sedagdo, do relaxamento muscular, da
taquicardia e da hipotensao, enquanto que o antagonismo no recetor muscarinico M, s talvez possa
explicar os seus efeitos anticolinérgicos [61]. Jo o antagonismo nos recetores histaminicos H
parece estar fortemente associado a sonoléncia observada durante o tratamento com este

farmaco [61].
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Devido a capacidade da clozapina provocar agranulocitose, a utilizagao deste farmaco deve
ser prescrito sob uma supervisao médica rigorosa. Por outro lado, a administracao concomitante
de farmacos que se sabe inibirem ou induzirem a atividade de algumas isoenzimas do citocromo

P450 podem diminuir a eficacia do tratamento ou conduzir a efeitos indesejaveis [62].

1.3.5.2. Risperidona

A risperidona, tal como a clozapina, pertence a classe dos antipsicéticos atipicos e esta
indicada no tratamento da esquizofrenia, nos episdédios maniacos do transtorno bipolar e nas
perturbagdes comportamentais graves em doentes com deméncia cujos sintomas, podem variar
desde a agressividade e perturbagoes da atividade motora (agitacio, deambulagiao) até aos
sintomas psicoticos proeminentes. A risperidona estd igualmente indicada para o tratamento de
alteragoes de conduta e de outras perturbagoes de comportamento em criangas, adolescentes e
adultos subdesenvolvidos intelectualmente, individuos com certos comportamentos destrutivos
proeminentes, como a agressividade, impulsividade e comportamentos auto-ofensivos [62, 63].

A risperidona é um derivado do benzisoxazol, cuja estrutura quimica compreende um anel
benzeno fundido a um anel isoxazol (Figura 6). No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas,

a Tabela 6 resume algumas propriedades referentes a este firmaco.

N/O

|
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N

Figura 6. Estrutura quimica da risperidona.

Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas da risperidona [44].

Propriedades Fisico-Quimicas Risperidona
4-[2-[4-(6-fluorobenzo[d]isoxazol-3-il)-

Nome IUPAC | -piperidil]etil]-3-metil-
2,6-diazabiciclo[4.4.0]deca-1,3-dien-5-ona

Massa molecular (g mol™) 410,485

Férmula molecular C,3H,7,FNLO,

Ponto de fusdo (°C) 170

Ponto de ebuli¢ao (°C) -

Solubilidade em 4gua (mg mL") [ 0,171

Constante de dissociacdo (pKa) | 8,24
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1.3.5.2.1. Farmacocinética

ApOos a administragao oral, a risperidona é totalmente absorvida no trato gastrointestinal.
A biodisponibilidade oral absoluta da risperidona é de, aproximadamente, 70%, e apods a
administracao ela é rapidamente absorvida, atingindo o pico plasmatico em cerca de | a 2 horas.
O tin, tanto na administracao oral como na administracao intravenosa, varia entre 3 e 24 horas,
dependendo da atividade da CYP2Dé6 [47, 64]. A distribuicdo é menos extensa do que a da
clozapina e em média apresenta valores na ordem dos I,| L kg-' [47]. A Tabela 7 resume os

principais parametros farmacocinéticos da risperidona.

Tabela 7. Pariametros farmacocinéticos da risperidona.

Parametro Valor
Biodisponibilidade oral (F) ~70 %
Tempo para atingir o pico plasmatico (T,s) | 1-2 h
Tempo de meia vida (t;5) 3-24 h
Volume de distribuicio (Vp) I, Lkg'
Depuragio plasmitica (CL) 13,7Lh"
Fragdo nio ligada ~10%

A risperidona sofre um metabolismo hepatico de primeira passagem, resultando na
formagio do metabolito ativo 9-hidroxi-risperidona e de uma série de metabolitos menos
relevantes (Figura 7) [47, 64]. A risperidona e a 9-hidroxi-risperidona tém atividade semelhante e
em conjunto formam a fragao antipsicotica ativa [64].

N-O
|

N
| Risperidona
N
N CYP2D6
CYP3A4
Wenr
N

X
N 9-OH-Risperidona
OH
Excrecdo renal Metabolismo hepatico
Aproximadamente 70 % da dose Minima biotransformagao via
ingerida é excretada pela urina CYP2D6 e CYP3A4

Figura 7. Metabolismo e eliminagdo da Risperidona e da 9-hidroxi-risperidona (adaptado de Alamo e
Lopez-Munoz (2013) [65]). CYP2D6 and CYP3A4 sao enzimas responsaveis pelo metabolismo da RISP.
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A risperidona é essencialmente metabolizada pela enzima CYP2D6 e menos
extensivamente pela CYP3A4. Esta biotransformagao é estereosseletiva, sendo a enzima CYP2Dé
a principal responsavel pela (+)-9-hidroxilagio, e a CYP3A4 pela (-)-9-hidroxilagao [66]. A
importancia destas duas enzimas para o metabolismo da risperidona é apoiada pela concentragao
plasmatica de risperidona e de 9-hidroxi-risperidona em pacientes genotipados para a CYP2D6.
Por outras palavras, a enzima CYP2Dé esta sujeita a polimorfismos genéticos, com grande impacto
na metabolizagao da risperidona [67, 68].

Habitualmente referem-se 3 fénotipos de metabolizagcdo, consoante a velocidade de
metabolizacao: os metabolizadores lentos, os metabolizadores extensivos (ou normais) e os
metabolizadores ultrarrapidos [69]. Os metabolizadores extensivos da CYP2Dé convertem a
risperidona rapidamente em 9-hidroxi-risperidona, enquanto que os metabolizadores lentos da
CYP2D6é convertem-na muito mais lentamente. Apesar dos metabolizadores extensivos
apresentarem concentragoes de risperidona inferiores e concentragoes de 9-hidroxirisperidona
superiores aos metabolizadores lentos, as farmacocinéticas da risperidona e da 9-hidroxi-
risperidona combinadas, isto é, da fragcao antipsicotica ativa apods dose Unica ou doses multiplas,
sio semelhantes entre metabolizadores extensivos e lentos da CYP2Dé [62]. No caso dos
metabolizadores ultrarrapidos, a concentragao de risperidona é bastante baixa e, muitas vezes, a
concentragao de 9-hidroxi-risperidona é inferior ao esperado, o que em alguns pacientes pode
explicar a auséncia de resposta para o farmaco [70].

No que diz respeito a taxa de ligagdo as proteinas plasmaticas, estas atingem valores na
ordem dos 90% para a risperidona e 77% para a 9-hidroxi-risperidona. Relativamente a depuracao
plasmatica, nos metabolizadores extensivos da CYP2Dé os valores rondam os 5,0 L h-! para a
fracdo antipsicotica ativa e os 13,7 L h-! para a risperidona, enquanto que, nos metabolizadores
lentos da CYP2Dé6 os valores sao aproximadamente 3,2 e 3,3 L h-!, respetivamente [62].

No que se refere a eliminagao, cerca de 70% da dose ingerida de risperidona é excretada
pela urina, enquanto que aproximadamente 4% é eliminada nas fezes [62]. Na urina, a risperidona
e a 9-hidroxi-risperidona representam 35-45% da dose, sendo a percentagem restante constituida

por metabolitos inativos [62].

1.3.5.2.2. Farmacodinamica

A risperidona é um antagonista seletivo monoaminérgico com agao em diversos recetores,
incluindo os recetores dopaminérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos e histaminérgicos.
Contrariamente a clozapina, a risperidona nao possui nenhuma afinidade para os recetores
colinérgicos [62]. Embora a risperidona seja um potente antagonista dos recetores D, ao que se
atribui a melhoria dos sintomas positivos da esquizofrenia, ela causa menos depressao da atividade

motora e indugiao de catalepsia do que os neurolépticos convencionais [62]. Adicionalmente, o

34



Introducao

equilibrio no antagonismo da serotonina e dopamina a nivel central permite alargar a atividade
terapéutica deste firmaco aos sintomas negativos e afetivos da esquizofrenia, bem como reduzir
a possibilidade de aparecimento de efeitos extrapiramidais [62].

Em geral, a risperidona é bem tolerada e os efeitos secundarios muitas vezes sao dificeis
de distinguir dos sintomas da doenca. Na esquizofrenia, a risperidona mostra eficacia para ambos
os sintomas positivos e negativos e é melhor que o haloperidol na prevengao de recaidas [71].
Apresenta poucos efeitos colaterais, quando comparada com o haloperidol, mas mais do que a
clozapina [71, 72]. Com uma incidéncia de 5% ou mais, este farmaco apresenta alguns efeitos
adversos que incluem a sonoléncia, agitagio e hipercinésia [71]. A risperidona esta menos
associada ao aumento de peso do que a clozapina ou a olanzapina, mas mais do que o haloperidol,
quetiapina ou ziprasidona [71]. Por outro lado, a risperidona eleva a concentragao de prolactina
no plasma, mais que o haloperidol, clozapina ou olanzapina [73, 74]. A sua resposta a prolactina
correlaciona-se com a concentragao plasmatica da fracao ativa [75].

A dose oral diaria recomendada no caso da doenga esquizofrénica é habitualmente entre
2 e 6 mg. Doses superiores a |0 mg/dia ndo demostraram eficacia adicional em relagao a doses

mais baixas e podem provocar mais sintomas extrapiramidais [62].

|.4. Importancia clinica e médico-legal do estudo dos antipsicéticos

Um dos instrumentos mais valiosos de que se dispoe atualmente para assegurar a maxima
eficacia terapéutica com a minima incidéncia de efeitos adversos, em casos de tratamentos
prolongados, é a monitorizagao terapéutica [76, 77]. Num ambiente clinico, a monitorizagao
terapéutica de firmacos permite otimizar a eficacia do tratamento farmacolégico, conseguindo-se,
simultaneamente, uma melhor relacao do custo-beneficio associado a intervencao medicamentosa
e uma melhoria da qualidade de vida do doente [77]. Justifica-se a sua aplicagcao a farmacos com
margem terapéutica estreita, firmacos com elevada variabilidade farmacocinética e em grupos de
doentes com caracteristicas farmacocinéticas particulares (e.g. insuficientes renais) [77].

No caso especifico dos antipsicoticos, a monitorizagdo terapéutica € uma ferramenta
particularmente util, uma vez que pode ser usada para avaliar a adesdo a terapéutica, identificar
variagdes no metabolismo (relacionadas com polimorfismos genéticos) ou para investigar
potenciais interagoes farmacolodgicas [77, 78]. Adicionalmente, a individualizagao posolégica e a
otimizagao do tratamento farmacolégico mantém a concentragio dos farmacos dentro do
intervalo terapéutico recomendado, com a minima incidéncia de efeitos adversos [4]. Por outro
lado, a auséncia de um antipsicotico prescrito, pode indicar um incumprimento resultando, em
ultima analise, num estado mental alterado e num risco de morte subita [4, 35].

No ambito da medicina-legal, envolvendo a anadlise post mortem, a determinagao de

antipsicéticos é igualmente fundamental, de forma a descobrir se estes farmacos tiveram um papel
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importante na morte do individuo. Neste sentido, a toxicologia forense assume um especial
destaque, uma vez que esta possibilita a identificagao e quantificacao de determinada substancia
quimica, de forma a deliberar se a quantidade encontrada da mesma é compativel com a conclusao
de morte por intoxicagao, ou se se adequa mais a concentragoes terapéuticas, subjacentes as
caracteristicas patolégicas do caso em estudo [77]. Por outro lado, nos casos forenses, a auséncia
de um antipsicético devido a um incumprimento, pode ser igualmente relevante sobretudo nos
casos onde os disturbios de comportamento levam a um homicidio [4, 35].

No entanto, quer em contexto clinico quer em contexto forense, a qualidade analitica e a
fiabilidade dos resultados emitidos depende de varios fatores, destacando-se o tipo de amostra
utilizada, a instrumentagao analitica disponivel, a validagdo das metodologias analiticas e o
conhecimento prévio das carateristicas farmacocinéticas dos farmacos, bem como a definicao das
janelas terapéuticas. Por outro lado, devido a extensa metabolizagao dos farmacos, a concentragao
destas substancias e dos respetivos metabolitos em amostras biologicas € muito baixa o que pode
complicar a sua detecao, pelo que os servicos clinicos e toxicoldgicos necessitam constantemente
desenvolver novas metodologias analiticas, muitas vezes baseados em combinages inovadoras de

instrumentacao moderna e matrizes biologicas alternativas.
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Determinacdo de Antipsicoticos em Amostras Biolégicas

2.1. Amostras biolégicas

Atualmente, s3o diversas as matrizes biologicas que podem ser analisadas em toxicologia
clinica e forense, de forma a detetar e quantificar substancias exogenas, tais como toxicos,
medicamentos, entre outras. [79]. No entanto, nem todas as amostras sao indicadas para analise,
cabendo ao toxicologista selecionar dentre as amostras disponiveis a(s) mais adequada(s) para a
andlise, tendo em conta a especificidade do caso e o tipo de anilise pretendida. Por outro lado, o
conhecimento prévio da natureza da substincia é uma mais-valia, dado que permite ao
toxicologista selecionar a amostra que melhor represente a biodisponibilidade, a eliminagao ou o
efeito do agente toxico ou farmacoldgico no organismo, bem como direcionar a analise para a
determinagdo do agente percursor (substincia inalterada) e/ou dos seus produtos de
biotransformagao (metabolitos).

No que diz respeito as matrizes bioldgicas propriamente ditas, os fluidos biologicos
assumem um papel fundamental na determinagao de farmacos. Quando se pretende relacionar a
concentragao do farmaco com os efeitos farmacolégicos, o sangue € indiscutivelmente a matriz de
eleicado. Além disso, e visto que as células sanguineas podem ser facilmente separadas dos
componentes liquidos, o plasma e o soro siao frequentemente utilizados na monitorizagao
terapéutica, uma vez que o efeito de matriz é verdadeiramente inferior ao da matriz original. Por
outro lado, nos casos post mortem, a lise celular e outros fenomenos de decomposigao impedem,
na maioria das vezes, a obten¢ao de plasma, sendo habitualmente utilizado o sangue total para
analise [4]. A preferéncia por esta matriz deve-se a sua extensa distribuicio pelo corpo, de tal
forma que as substancias presentes nesta matriz podem exercer a sua agao sobre uma vasta gama
de orgaos. Apesar de ser facil a sua obtenciao, nio deixa de ser invasiva, tornando-se
desconfortavel para os pacientes.

A urina é outra matriz biolodgica extensamente utilizada em andlises toxicologicas sendo
considerada a matriz de eleicao para o screening toxicologico. A facilidade de colheita, o volume
disponivel e a presenca de um elevado niumero de produtos provenientes das vias metabolicas sao
alguns dos fatores que tornam esta matriz tao atrativa. Além disso, as concentragdes dos farmacos
e/ou dos metabolitos na urina sdo relativamente mais elevadas e podem permanecer por muito
mais tempo, quando comparada com outras matrizes biologicas. Por outro lado, e devido a
filtragao renal, a urina apresenta um baixo teor proteico e lipidico, tornando-se uma matriz menos
complexa do que o plasma ou o soro, permitindo a realizagao de uma grande variedade de ensaios
preliminares e a sua facil aplicagdo em diversas técnicas extrativas [80, 81].

Relativamente as matrizes menos convencionais, como o cabelo, a saliva e o suor, estas
tém-se destacado nos ultimos anos, na andlise toxicolégica complementar de farmacos e outras

substancias [82]. No entanto, por se tratarem de matrizes um pouco complexas e apresentarem
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menor concentragao dos farmacos, a sua analise implica procedimentos de pré-tratamento muito

laboriosos [83].

2.2. Métodos de preparaciao de amostras biologicas para separacao cromatografica

A anilise de farmacos e outras substincias quimicas em amostras biologicas por técnicas
cromatograficas requer, em geral, um prévio tratamento da amostra por diversas razoes,
salientando-se a complexidade das matrizes envolvidas, a sua incompatibilidade com os sistemas
cromatograficos e o facto de muitos dos compostos a analisar se encontrarem em concentragoes
vestigiais [84, 85]. Apesar do pré-tratamento da amostra ser a parte mais laboriosa do
procedimento analitico, podendo atingir até cerca de 80 % do tempo total de anilise, este é
considerado um ponto crucial nas andlises clinicas e toxicologicas, pois é nesta fase que se procede
ao isolamento e recuperagao do analito, tornando-o numa forma mais adequada para analise
instrumental [86, 87].

Atualmente, existe um grande nimero de técnicas de preparaciao da amostra disponiveis
que, do ponto de vista histérico e da frequéncia de utilizagao, podem ser divididas em dois grupos
principais: (I) as técnicas de preparagdo de amostra convencionais que, simultaneamente, sao as
técnicas mais utilizadas em analises de rotina e que podem incluir a precipitagao de proteinas (PP),
a extragao liquido-liquido (LLE) e a extracio em fase solida (SPE); (2) e o segundo grupo, que
corresponde as técnicas de preparagao de amostra desenvolvidas mais recentemente que visam
resolver algumas desvantagens das técnicas convencionais, tais como o elevado consumo de
solventes, a quantidade de amostra necessaria para analise e a baixa seletividade [88, 89].

No que diz respeito a extragao de antipsicoticos em matrizes biologicas, as técnicas de
preparagio de amostra habitualmente utilizadas sao a LLE, SPE, PP e a injecdo direta sem
tratamento prévio da amostra [35, 90]. No entanto, outras técnicas como a microextragao em
fase sélida (SPME) [91, 92] e, mais recentemente, o QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe) [93] e a microextragao por sorvente empacotado (MEPS) [94, 95] tém sido aplicadas
com sucesso na extragao destes farmacos, em matrizes biologicas.

Neste capitulo, iremos abordar mais aprofundadamente as diferentes técnicas de

preparagao de amostra utilizadas na extragao de antipsicoticos em amostras biologicas.

2.2.1. Precipitacdao de Proteinas (PP)

A remocgio de proteinas por desnaturagiao ou precipitagdio € um procedimento muitas
vezes necessario, principalmente em amostras de sangue ou plasma. O teor destes compostos em
fluidos e tecidos biologicos é consideravel, sendo a sua remogao essencial quando se trata de

analises cromatogrificas.
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As proteinas sao polimeros de aminoacidos unidos por ligagdes covalentes, cujo tipo e
sequéncia em que se encontram conduzem ao enrolamento da cadeia polipeptidica, levando a uma
conformagao tridimensional especifica, que é indispensavel para a sua fungiao biologica [96].
Qualquer condicao que altere a sua conformagao nativa, de forma temporaria ou permanente,
pode levar a perda da sua fungao, dizendo-se que a proteina sofreu desnaturagao.

A perda de solubilidade em agua é uma consequéncia fisica frequente da desnaturagao
proteica. Esta diminuigao da solubilidade varia de proteina para proteina e depende de diversos
fatores, entre os quais se destacam a temperatura, o pH, a forca idnica e a constante dielétrica do
solvente.

Quando se trata de analisar matrizes bioldgicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), a solubilidade das proteinas é considerada um fator critico. O uso de solventes organicos
pode levar a desnaturagao das proteinas e consequente precipitagao, o que pode causar imensos
problemas, como a obstrucao e a rapida deterioragao da coluna e, consequente, perda de eficiéncia
cromatografica. Para evitar estes inconvenientes, recorre-se, frequentemente, a remogao das
proteinas por precipitagao, antes da analise cromatografica.

Em virtude da sua simplicidade, esta técnica de extragio é amplamente utilizada na
determinagio de farmacos em fluidos biologicos por cromatografia liquida [97, 98].
Particularmente na andlise de antipsicoticos, a PP é frequentemente induzida com solventes
organicos, sendo o acetonitrilo o solvente mais utilizado [99-103]. Por vezes esta precipitagao é
efetuada com o auxilio de uma solugao de sulfato de zinco em acetonitrilo ou metanol [104, 105],
ou pela mistura de um solvente organico com um acido [98]. Por outro lado, quando se trata de
analisar matrizes de maior complexidade, a PP é usada em conjunto com outras técnicas de
preparacao de amostra. Neste sentido, Stevens et al. (2010) [106] usaram uma solugao de 6% de
acido perclorico para induzir a PP no plasma, seguindo-se uma etapa de SPE, para a determinagao
da remoxiprida em amostras biologicas. Sampedro et al. (2012) [107] usaram uma abordagem
semelhante na determinagao de |7 antipsicoticos em tecido cerebral. Contudo, em vez de uma
solucio de acido perclérico, os autores usaram uma solugiao de acetonitrilo com acido formico
como agente precipitante, seguindo uma etapa de SPE.

Apesar da PP ser uma técnica relativamente rapida e econémica face a outras técnicas de
preparaciao de amostra, a grande desvantagem desta técnica prende-se com a sua baixa seletividade

[108].

2.2.2. Extracdo Liquido-Liquido (LLE)

A LLE, também conhecida como extragao por solventes, é uma técnica separativa que
envolve a distribuicao de uma ou mais substancias entre duas fases liquidas imisciveis. Na maior

parte dos casos, uma das fases liquidas é aquosa (solugao/suspensiao da substincia a extrair) e
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outra é um solvente organico imiscivel (solvente extrator). A base do processo de extragao é
estabelecida pela lei de distribuicao de Nernst, que considera que uma substancia é distribuida
entre duas fases liquidas imisciveis, dependendo da sua solubilidade em cada uma delas [109].
Deste modo, o conceito “igual dissolve igual” adequa-se perfeitamente a LLE — os compostos
hidrofilicos (maior polaridade) terao maior afinidade com a fase aquosa (polar), enquanto que os
compostos hidrofébicos (baixa polaridade) terao maior afinidade para a fase organica (apolar) [90,
[10].

Quando se atinge o equilibrio, a razio da concentragio da substincia nas duas fases é
constante para uma determinada temperatura e sistema de solventes. A esta constante da-se o

nome de coeficiente de distribuicao ou constante de distribuicao (equagao I).
Kq = Corg/Caq (equagdo 1)

onde Ky é o coeficiente de distribuigao, (,;; € a concentragao do analito na fase organica e C;;a
concentragao do mesmo composto na fase aquosa.

O valor do coeficiente de distribuicao entre as duas fases € um indicador da afinidade do
soluto pelo solvente de extragdo. Quando K7 >, entdo a substincia € mais soluvel no solvente
extrator do que no liquido em que esta dissolvido ou suspenso, sendo, portanto, a extragao eficaz
e facil de realizar [109]. Quando o valor de K; é muito baixo, este podera ser aumentado quer
pela substituicio do solvente extrator, quer pelo ajuste do pH, para impedir a ionizagao de
compostos acidos ou basicos, ou pela adi¢ao de sais neutros, de modo a diminuir a solubilidade
dos compostos organicos na fase aquosa, proporcionando a ocorréncia do fendmeno designado
de “salting out” [110].

No que se refere a escolha do solvente de extragao, este € provavelmente o passo crucial
na LLE, visto que este devera apresentar algumas “carateristicas chave”, destacando-se, a
imiscibilidade com a fase liquida onde o analito se encontra dissolvido, a boa capacidade de
dissolugao da substancia de interesse (Kz>1), a inércia quimica e o baixo ponto de ebuli¢ao para
facilitar a recuperagao do soluto [109, [ 10].

Posto isto, é de salientar que a eficiéncia de extracio dependera de diversos fatores, tais
como, a afinidade do soluto pelo solvente de extragao, a razao das fases (K;) e o nimero de
extragoes [109].

Apesar da LLE ser uma técnica de extragao relativamente simples e apresentar algumas
vantagens como a disponibilidade de um grande nimero de solventes organicos, os quais fornecem
uma ampla faixa de solubilidade e seletividade, esta técnica possui também certas limitagoes, que
incluem volumes relativamente elevados de amostra e solventes, o uso de solventes organicos

toxicos, a possibilidade de formagao de emulsdes entre as fases resultando num aumento do
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tempo de anilise, possibilidade de contaminacao e a perda dos analitos durante o processo de
extragao, bem como as dificuldades na automatizagao do processo extrativo [85].

Embora esta técnica apresente algumas desvantagens, a LLE é particularmente util na
extragcao de antipsicéticos em matrizes biologicas [90, I11]. Dado que os antipsicéticos sao
compostos lipofilicos, normalmente antes da extragio com solvente organico, as amostras
bioldgicas sao ajustadas para um determinado valor de pH. Adicionalmente, sao usadas solu¢oes
tampao, visto que o elevado teor de sais diminui a solubilidade destes farmacos na matriz biologica,
forcando, em parte, a sua transferéncia para a fase organica. Saar et al [l112] avaliaram,
sistematicamente, 9 combinagdes de solventes de extracio e solugdes tampao de modo a
encontrar o método LLE mais adequado para a extragao de |9 antipsicoticos em amostras de
sangue. De acordo com estes autores, os melhores resultados em termos de eficiéncia de extragao
foram conseguidos usando a solugao tampao de trizamina e o solvente de extragao |-clorobutano,
sendo posteriormente comparado com um método padrio de SPE. Contudo, durante a
comparagao dos métodos, a obstrucao dos cartuchos de SPE foram um problema frequente,
especialmente quando se tratava de amostras de sangue post mortem. Nirogi et al. [| 13] aplicaram
uma abordagem semelhante na determinagao da olanzapina em amostras de plasma, comparando
6 solventes de extracao e as suas combinagdes. Contudo, a mistura éter dietilico/diclorometano
(7:3, vIv) proporcionou a melhor eficiéncia de extragao.

Uma anadlise mais aprofundada da literatura revela que siao inimeros os trabalhos que
recorrem a LLE para extrair os antipsicoticos de matrizes biologicas. Tais estudos mostram que
os solventes organicos frequentemente utilizados na extragdo destes firmacos em matrizes
biologicas incluem o acetato de etilo [1 14, 15], o éter dietilico [116, 117], o éter di-isopropilico
[118, 119], o éter metil-terc-butilico [120-123], o acetonitrilo [124], o benzeno [125], e o |-
clorobutano [126]. No entanto, outros trabalhos utilizam uma mistura destes solventes (e.g.
diclorometano/pentano [127, 128], hexano/alcool isoamilico [129, 130], etc.), de modo a obter a
maior eficiéncia de extracio.

Apesar da eficacia da LLE na extracdo destes farmacos em matrizes bioldgicas, varios
métodos alternativos tém sido desenvolvidos, destacando-se entre eles a SPE, a SPME, a MEPS e

o QUEChERS, como apresentado mais adiante.

2.2.3. Extracdo em Fase Sélida (SPE)

A SPE é uma técnica de separagao sélido-liquido que tem por base o funcionamento da
cromatografia liquida classica [131]. Desde a sua introdugao no mercado, no final dos anos 70, a
SPE, tornou-se numa das ferramentas mais poderosas e mais utilizadas, cujo objetivo principal é a
extragao e/ou pré-concentragao de analitos presentes em matrizes complexas [85]. A base do

processo de extragao assemelha-se a LLE, envolvendo a particio dos analitos entre duas fases.
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Contudo, em vez de duas fases liquidas imisciveis como na LLE, a SPE envolve a particio dos
analitos entre uma fase liquida (matriz) e uma fase solida (sorvente) [132].

Os mecanismos de reten¢ao e eluicao dos analitos pela fase sélida sio anialogos aos
envolvidos na cromatografia liquida, onde as forgas intermoleculares assumem especial relevancia.
Dependendo das caracteristicas da fase solida e da natureza da amostra, a SPE pode ser dividida
em 4 categorias de acordo com o mecanismo de extragao: fase reversa, fase normal, troca idnica
e a exclusao molecular [133].

O modo de separagao em fase reversa é, sem duvida, o mais utilizado na SPE, onde os
analitos sao separados com base na sua polaridade. Este tipo de extragao envolve uma matriz polar
ou moderadamente polar (geralmente aquosa) e uma fase soélida apolar ou hidrofébica, como por
exemplo, a silica funcionalizada com os grupos octil (Cs) ou octadecil (Cig) [109]. As interagoes
hidrofébicas que se estabelecem entre os analitos, com caracteristicas apolares, e a fase
estaciondria ocorrem por intermédio de forcas de dispersao ou de van der Waals [134]. Os
solventes de eluicao sdao, em regra, apolares, podendo também ser utilizados solventes polares
como o metanol ou acetonitrilo [133].

Contrariamente a SPE de fase reversa, a fase normal aplica-se fundamentalmente a analise
de compostos polares. Neste tipo de extragiao, os analitos que se encontram dissolvidos ou
suspensos numa matriz nao polar (ou pouco polar), sao retidos apos passarem por uma fase sélida
polar, como a alumina, o florisil, alguns tipos de silica gel, o cianopropilsilano, o aminopropilsilano,
entre outras [132, 133]. A retencao do analito em condigdes de fase normal deve-se
essencialmente as interagoes hidrofilicas, destacando-se as pontes de hidrogénio e as interagoes
dipolo-dipolo [109]. A eluigao, por sua vez, é efetuada com solventes polares que permitem a
quebra das ligages entre o grupo funcional do analito e a superficie da fase estacionaria.

Relativamente a SPE de troca ionica, as particulas sélidas do adsorvente contém grupos
funcionais de troca anidnica ou cationica, responsaveis pelas interagoes eletrostaticas que ocorrem
entre os compostos idnicos, ou suscetiveis de ionizagao, da amostra e a fase estacionaria com
grupos funcionais de carga oposta [134, 135]. Para que uma substancia seja retida em condigoes
de troca ionica, o pH da amostra deve ser ajustado de forma a que o analito e os grupos funcionais
ligados ao sorvente estejam ionizados [109]. Por outro lado, uma solug¢io de pH, capaz de
neutralizar tanto os grupos funcionais do analito como os da superficie do sorvente é utilizada na
eluicao do analito. Quando uma destas fungoes é neutralizada, as forcas eletrostaticas responsaveis
pela interagao analito-sorvente sao quebradas e a substancia é eluida.

No que diz respeito a SPE por exclusaio molecular, apesar de ser o mecanismo menos
utilizado em toxicologia, a separagao ocorre em fungao das dimensdes do analito, do tamanho dos
poros da fase sélida e na capacidade das suas moléculas penetrarem nos poros [134]. Em geral,

esta técnica é usada em conjungao com fases estacionarias de fase reversa e de troca ionica [|33].
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2.2.3.1. Etapas envolvidas na SPE

Embora a SPE exija por vezes um procedimento laborioso, o processo de extragao pode
ser divido em 4 fases, destacando-se o condicionamento da fase solida (ativagdo do sorvente), a
adsorgao do analito no sorvente, a lavagem da fase estacionaria (eliminagao de interferentes) e a
recuperagao dos analitos por eluicio. Em certas situagoes, outras duas etapas adicionais,
nomeadamente a concentracao e a rediluicdo da amostra, sio necessarias antes da analise

instrumental propriamente dita. A Figura 8 ilustra as principais etapas envolvidas na SPE.

B

Figura 8. Representacao esquematica das 4 etapas genéricas associadas a SPE.

Numa primeira etapa, a fase solida é condicionada com um solvente adequado, o qual tem
por objetivo solvatar os grupos funcionais da fase estacionaria, assegurando, deste modo, que a
matriz interage com o sorvente [|34]. Esta etapa é critica quando se realiza SPE de fase reversa.
Para extrair substancias hidrofébicas de um meio aquoso é necessario haver contacto entre a fase
solida apolar e a amostra polar. Sem este tratamento prévio, a amostra polar passa por pequenos
canais gerados no sorvente, sem efetuar o contacto necessario para ocorrer a extragao [|36].
Deste modo, o uso de um solvente intermediario, como por exemplo o metanol, permitira uma
melhor superficie de contacto entre as fases, levando a uma melhor eficiéncia extrativa.

Numa segunda etapa, a amostra liquida é transferida para a coluna de SPE. A passagem da
amostra pelo sorvente resulta na retenciao dos analitos, concentrando-os no suporte soélido,
enquanto outros componentes da amostra sao eluidos. Esta estratégia é usada, especialmente
quando o analito esta presente em baixas concentragoes, ou quando a matriz contém multiplos
componentes de diferentes polaridades [109]. O processo inverso, isto &, a retengao de outros
compostos da amostra enquanto que o analito de interesse é eluido, pode também ser utilizado
como forma de limpar a amostra (clean up) antes da analise [|137]. Esta estratégia é particularmente
usada quando o analito esta em altas concentragoes [109]. Em ambos os casos, o controlo do pH
ou da forga idnica da amostra sio uma mais-valia, para uma retencio mais efetiva do(s)
analito(s)/interferentes no enchimento selecionado. Além disso, durante a passagem da amostra,
a velocidade do fluxo deve ser controlada, visto que a mesma pode influenciar o fenédmeno de

retencgao associado [87].
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A lavagem da coluna é a etapa seguinte e tem como objetivo a remocao seletiva dos
interferentes da matriz que ficaram retidos no sorvente no passo anterior, sem que haja a remogao
dos compostos de interesse. Nesta etapa, faz-se passar um solvente adequado para as amostras
analisadas, através dos espagos intersticiais do suporte sélido. Habitualmente é utilizado agua,
solugdes tampao, bem como solventes organicos diluidos na solugio de lavagem, de modo a
eliminar os interferentes mais hidrofébicos [134].

Para finalizar o processo de SPE, os analitos adsorvidos sao removidos da fase sélida por
intermédio de um solvente organico ou mistura de solventes adequados. O solvente de eluigao
devera ser capaz de quebrar as interacoes analito-fase estaciondria e recuperar os analitos no
menor volume possivel. Além disso, o solvente devera ser compativel com os métodos analiticos

a utilizar.

2.2.3.2. Extracdo de antipsicoticos por SPE

Atualmente, a SPE é a técnica mais utilizada para a anilise de farmacos em fluidos
bioldgicos, devido as amplas vantagens que esta técnica oferece, como a retengao seletiva dos
analitos, redugao do volume de solventes organicos face a LLE, obtengao de extratos mais limpos
e a facilidade de automatizagao [4, 138]. Uma breve revisao bibliografica acerca da extragiao de
antipsicéticos em fluidos biologicos revela-nos que os mecanismos de retencao em fase reversa e
de troca idnica sao os modos de extra¢dao habitualmente utilizados. Niederlander et al. (2006)
[139] usaram com sucesso, a SPE de fase reversa (Hysphere C18 HD SPE) para a monitorizagao
terapéutica da clozapina e dos seus principais metabolitos em amostras de soro. Apos alguns testes
efetuados com uma fase sélida de cianopropil, como sugerido por outros autores [140, 141],
Niederlander et al. [139] concluiram rapidamente que nao seria possivel obter a recuperagao dos
analitos desejada, independentemente do valor de pH da amostra e das solugoes de lavagem. Por
outro lado, o desempenho satisfatorio da fase estacionaria Hysphere Cig HD SPE forneceu uma
adequada seletividade para separar a clozapina e os seus metabolitos dos componentes mais
polares da matriz. As percentagens de recuperagao alcangadas com esta metodologia rondaram
os 84 % para a N-6xido de clozapina, 90 % para a clozapina e 96 % para a norclozapina.

Da mesma forma que o estudo anterior, alguns trabalhos foram publicados
posteriormente, usando a fase reversa como base do processo extrativo. Mercolini et al. (2007)
[142] usaram a SPE de fase reversa (Varian BondElut C) na determinagao simultanea da clozapina,
da levopromazina, e dos seus principais metabolitos em plasma humano, enquanto que, Torres et
al. (2011) [I143] usaram um sorvente polimérico (Waters OASIS® HLB) no estudo da
farmacocinética da risperidona. Ambos os autores obtiveram bons resultados, atingindo

percentagens de recuperagao acima dos 89 %.

45



Determinacdo de Antipsicoticos em Amostras Biolégicas

Por outro lado, a presenca de grupos funcionais suscetiveis de ionizagao na estrutura
quimica dos antipsicoticos permitiu a extracao destes compostos, nao so através das interagoes
hidrofdbicas, como também através das interagdes eletrostaticas. Neste sentido, De Meulder et
al. (2008) [144] e Locatelli et al. (2009) [145] usaram sorventes poliméricos funcionalizados com
grupos de troca catidnica (Varian Bond Elute Certify SPE e Strata-X-CW, respetivamente) para a
extracao da risperidona e dos enantiomeros da 9-hidroxi-risperidona em amostras de plasma e
urina. A combinagao de grupos apolares e de troca cationica resultaram numa retengao mais
efetiva destes analitos na fase estacionaria, permitindo uma recuperagao de 100,4 % no plasma e
de 100,9 % na urina.

Contudo, e apesar das vantagens que esta técnica disponibiliza, a SPE ainda é uma técnica
relativamente dispendiosa [146], além de apresentar alguns problemas técnicos, como a obstrugao
dos cartuchos, quando se trata de matrizes mais complexas como o sangue total post mortem [4,

112].

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

O QUEChHERS ¢ uma técnica de preparagao de amostras relativamente recente, que se
tornou muito popular na analise de residuos de pesticidas em alimentos e produtos agricolas,
devido a sua simplicidade e rapidez, tornando o processo de extracao pouco dispendioso,
comparativamente aos métodos classicos [147, 148].

Genericamente, o processo de extragao é dividido em duas etapas: a extragao liquido-
liquido assistida por salting out (SALLE) e o clean up do extrato organico, utilizando a extragao em
fase solida dispersiva (d-SPE). Numa primeira etapa, as amostras sao extraidas com um solvente
organico, geralmente miscivel com agua (e.g. acetonitrilo), na presenca de grandes quantidades de
sais (e.g. cloreto de sodio e o sulfato de magnésio), e/ou agentes tamponantes (e.g. citrato de
sodio), para induzir a separacao da fase liquida e estabilizar os analitos acidos ou basicos [149]. A
adicdo de sais, nesta etapa, promove o efeito de salting out, que se baseia na diminuicao da
solubilidade dos compostos na fase aquosa por adi¢do de um sal, obrigando-os a migrarem para a
fase organica, proporcionando melhores percentagens de recuperagao dos analitos.

Apos a agitagao e centrifugagao, uma aliquota de fase organica é submetida a um clean up
adicional utilizando a dSPE. Contrariamente aos métodos tradicionais que utilizam cartuchos de
SPE, a dSPE é efetuada num tubo clean up que permite, de forma rapida e simultinea, a remogao
de interferéncias e a redugao da agua residual. A componente dispersiva permite a distribuigao
dos sais para que se difundam ao longo de toda a amostra para uma extragao mais completa [150].
Apos uma centrifugagido o sobrenadante esta pronto para analise.

Nos ultimos anos, algumas modificagbes na metodologia original proposta por

Anastassiades et al. (2003) [147] foram sendo efetuadas, permitido a sua aplicagio numa grande
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variedade de analitos e matrizes. Atualmente, sao diversos os estudos que reportam a analise de
farmacos com recurso ao método QUEChERS em matrizes biologicas [150, 151]. Ploss et al. (2006)
[I51] desenvolveram uma metodologia para a extragiao simultinea de 41 farmacos e toxinas no
sangue total. Mais recentemente, Westland e Dorman (2013) [150] descreveram uma metodologia
alternativa baseada no QUEChERS, para a extragio benzodiazepinas, a partir de amostras de
sangue e urina.

No que diz respeito a extragdo de antipsicoticos a partir de matrizes bioldgicas por
QUuEChERS, sao poucos os trabalhos encontrados na literatura. Usui et al. (2012) [93] aplicaram,
com sucesso, o método QUEChERS modificado na extragio de mais de 90 compostos com
importincia na area forense, incluindo diversas classes de fairmacos, como por exemplo os
antipsicoticos e os antidepressivos, e alguns toxicos em amostras de sangue. Neste trabalho, a
extracao foi efetuada usando apenas 0,5 mL de amostra diluida com agua destilada. Apés a
extragao dos analitos com acetonitrilo, na presenca de sulfato de magnésio e acetato de sédio,
seguiu-se uma etapa de purificagdo por dSPE. Nesta etapa, a fase organica obtida no passo anterior
foi transferida para um tubo de centrifuga contendo uma mistura de sorventes (amina primaria-
secundaria e Cig) para a remocgao das interferéncias, e um agente secante (sulfato de magnésio)
para a reducao da agua residual. Apos agitacao e centrifugagiao, o sobrenadante foi injetado num
sistema de cromatografia liquida. Para a maioria dos compostos foram obtidas boas percentagens
de recuperagao, com excecao dos compostos aconina, mesaconina e hipaconina. Relativamente
ao efeito de matriz dos analitos estudados, os autores observaram variacoes entre 80% e | 16%,
indicando que a maioria dos analitos € ligeiramente influenciada pela matriz do extrato de sangue.
Apos a validagdo, o método foi aplicado, com sucesso, a um caso de fatal, onde foi confirmada a
sua capacidade de extrair facilmente varios tipos de compostos e metabolitos em amostras de
sangue.

Apesar da sua versatilidade, o QUEChERS tem como principais limitagdes os volumes de

amostra e solventes requeridos, bem como a quantidade de residuos originados.

2.2.5. Microextracdo em fase sélida (SPME)

A SPME é uma técnica de preparagio de amostras singular, que tem por base a extragao
sortiva. Desde o seu desenvolvimento no inicio dos anos 90, por Janusz Pawliszyn [152], que esta
técnica se tem revelado muito promissora e integra-se justamente no conceito de "quimica verde"
[87]. Preservando todas as vantagens da SPE, tais como a simplicidade, facil automatizagao, e,
adicionalmente, a facilidade de amostragem em campo e redugao do uso de solventes [109], a
SPME tem sido extensamente investigada como uma alternativa simples, versatil e de baixo custo

para a preparagao de amostras para analises cromatograficas [153].
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Na SPME, os analitos sao retidos numa fibra de silica fundida, recoberta com uma camada
fina de sorvente (Figura 9). Dependo da natureza do revestimento, os analitos presentes na
amostra sao absorvidos ou adsorvidos. Tal como na SPE, a escolha apropriada do revestimento
da fibra (sorvente) é crucial para a eficacia do método analitico, pois o tipo de fibra utilizado afeta

a seletividade da extragao [154, 155].
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Figura 9. Dispositivo de SPME.

Em tragos gerais, esta técnica de extragao e pré-concentracio compreende duas etapas:
a particao dos analitos entre a fibra e a matriz, seguido de dessorgao dos analitos num sistema
cromatografico. Na primeira etapa, a fibra é exposta diretamente na amostra ou no headspace
(fase vapor em contacto com a amostra que se encontra num recipiente fechado), o que causa
uma particao dos analitos da amostra para a fibra. A selegio do modo de extragao devera ser
baseada na composicao da amostra e na volatilidade do analito. Na SPME por imersao direta (Dl-
SPME), a fibra é posta diretamente em contato com a amostra e os analitos distribuem-se entre a
matriz e a fase extrativa. Este modo é idealmente usado para extrair analitos pouco volateis, a
partir de matrizes pouco ‘“sujas” [I56]. Relativamente a SPME por headspace (HS-SPME), os
analitos necessitam de ser volatilizados antes de serem adsorvidos/absorvidos pelo revestimento
da fibra, visto que a extragdo ocorre na fase de vapor. Este modo de extragiao é mais seletivo que
a imersao direta, evitando interferéncias pouco volateis e substincias de elevado peso molecular
(e.g. proteinas), eventualmente presentes na matriz [157]. Adicionalmente, o modo headsapce
permite a modificagdo da amostra, como por exemplo o ajustamento do pH, sem danificar a fibra,
prolongando, assim, o seu tempo de vida médio [156, 157]. Similarmente a DI-SPME encontra-se
a extragao por membrana, diferindo apenas no facto da fibra se encontrar protegida por uma
membrana semipermeavel. Este tipo de extragao esta indicado para matrizes muito “sujas”, nos
casos em que a extragao por headspace nao é possivel (e.g. analitos pouco volateis) [156, 157].
Por outro lado, uma membrana feita de material apropriado (e.g. polietilenoglicol e
polidimetilsiloxano [158]) pode proporcionar um certo grau de seletividade ao processo extrativo
[156]. O processo de extraciao nesta forma é substancialmente mais lento do que na imersao

direta, uma vez que os analitos tém que se difundir na membrana antes de chegar ao revestimento
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da fibra [159]. Na Figura 10 estao representados, esquematicamente, os modos de extragao

habitualmente usados por SPME.
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Figura 10. Representagao esquematica dos modos de SPME (a) por imersao direta (DI-SPME) (b) por
headspace (HS-SPME) (c) por membrana (M-SPME).

Sao diversos os fatores que influenciam a eficiéncia de extragao, entre os quais se destacam
o tipo de fibra, a temperatura e o tempo de extragao, a agitagdo da amostra, a forga ionica do
meio e o pH da amostra.

Usualmente, o processo considera-se terminado quando a concentragiao dos analitos
atinge o equilibrio de distribuicao entre a matriz e o revestimento da fibra. Uma vez terminada a
extragao, a fibra é retirada e transferida para o instrumento analitico onde decorre a dessorgao
dos analitos e andlise.

Apesar de se tratar de uma técnica relativamente recente, sio imensos os trabalhos
publicados nos ultimos anos. A maior parte destes trabalhos encontra-se no campo das analises
ambientais, alimentares e no sector dos aromas e fragrancias [156]. No entanto, esta técnica tem
sido cada vez mais utilizada em andlises clinicas e toxicoldgicas, como por exemplo na extragao
de farmacos e outros compostos lipofilicos de matrizes biologicas [160].

No que diz respeito a extragao de antipsicoticos a partir de amostras biologicas com
recurso a SPME, sao poucos os trabalhos publicados na literatura cientifica. Kumazawa et al. (2000)
[91] utilizaram, com sucesso, a DI-SPME na determinagao de | | derivados da fenotiazina em fluidos
biologicos. Neste trabalho, os melhores resultados em termos de eficiéncia de extragio foram
conseguidos com uma fibra de poliacrilato, durante 60 min de imersao, a uma temperatura de 40
°C com agitagao constante (= 250 rpm). Kruggel e Ulrich (2000) [92] aplicaram uma metodologia
semelhante, na determinagao da levomepromazina, no plasma humano. Contudo, em vez de uma
fibra de poliacrilato os autores usaram uma fibra de polidimetilsiloxano. Apesar das baixas
eficiéncias de extracdo (< 40%), em ambos os estudos os autores concluem que os métodos
desenvolvidos sao adequados para monitorizacao terapéutica e para analises toxicoldgicas.

No entanto, e apesar das vantagens que caraterizam a SPME, esta técnica apresenta
diversas limitagdes, destacando-se a fragilidade e a restrita gama de fibras disponiveis
comercialmente. Por outro lado, a qualidade das fibras depende do fabricante e, por vezes o

desempenho delas varia de lote para lote, o que requer a otimizagao de cada fibra antes do seu
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uso [l61]. Particularmente na analise de farmacos em fluidos biologicos, as principais limitagoes
prendem-se com a baixa estabilidade das fibras, na presenga de solventes organicos, o que é uma
enorme desvantagem quando se trata de analisar estes compostos por HPLC, e a adsorgao
irreversivel de compostos de elevado peso molecular que mudam as propriedades da fibra

deixando-a inutilizada [162].

2.2.6. Microextracao por sorvente empacotado (MEPS)

A MEPS é uma das vers6es mais recentemente desenvolvidas na area de preparagao de
amostras, surgindo como resultado da cooperagao entre a SGE Analytical Science, Mohamed
Abdel-Rehim (AstraZeneca) e Lars G. Blomberg (Universidade de Karlstead) [163].
Essencialmente, a MEPS é uma miniaturizacao da SPE e, como tal, os volumes de solventes e de
amostra usados sao substancialmente menores, o que torna esta técnica atrativa do ponto de vista
analitico, econémico e ambiental [164].

A utilizacao de volumes reduzidos de solventes e amostra, combinada com a sua elevada
seletividade e simplicidade, tornam esta técnica uma poderosa ferramenta para a andlise de uma
grande variedade de classes quimicas. Além disso, esta técnica combina a extragao, a concentragao
e o clean up da amostra num Unico dispositivo (Figura | 1) que pode ser facilmente conectado com

os sistemas de cromatografia liquida (LC) ou de cromatografia gasosa (GC), proporcionando um

9

método completamente automatizado.

Anel de vedagao

/

Filtro
Sorvente MEPS

Filtro
Agulha

Figura | l. Seringa de MEPS.

Ao contrario das colunas de SPE convencionais, a fase solida (sorvente) da MEPS encontra-
se empacotada numa microcoluna (reservatério cilindrico embutido numa agulha) designada de
BIN (Barrel Insert and Needle Assembly). Este, por sua vez, é facilmente integrado numa seringa
analitica que permite manusear liquidos com elevada precisao.

A atual gama de sorventes comercialmente disponiveis para a MEPS sio as mesmas

utilizadas na SPE, incluindo as fases de silica funcionalizada com os grupos etil (C,), octil (Cs) e
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octadecil (Cs), a silica nao modificada (SIL), as resinas de troca ionica (R-AX e R-CX), o carbono
grafitizado poroso (PGC), as fases poliméricas de estireno divinil-benzeno (HLB-DVB, H-DVB),
bem como a mistura de Cg com resina de troca cationica (SCX).

Tal como a SPE, um procedimento tipico de MEPS envolve quatro etapas, como ilustra a
Figura 12. Resumidamente, apés o condicionamento do sorvente com o(s) solvente(s)
apropriado(s) a amostra é aspirada e dispensada através da agulha uma ou varias vezes. Segue-se
uma etapa de lavagem, para remover os interferentes e, finalmente, os analitos de interesse sao
eluidos diretamente no injetor do LC ou GC [165]. Para reutilizar o cartucho MEPS o sorvente é
lavado com solvente(s) apropriado(s). O numero de reutilizagoes possiveis para a MEPS depende
do tipo de amostra. Por exemplo, para amostras de sangue ou plasma, o mesmo cartucho pode

ser utilizado entre 50 e 100 extragoes [166].

Figura 12. Representagio esquematica das etapas envolvidas na MEPS.

Contrariamente a SPE convencional, onde a amostra e os solventes fluem num Unico
sentido (de cima para baixo), a MEPS aspira e dispensa as solugdes em dois sentidos (partindo do
fundo). A passagem dupla da amostra e dos solventes reduz significativamente a fragao fracamente
ligada ao sorvente resultando em melhorias consideraveis na seletividade e no clean up da amosta
[167]. Além disso, a ideia de incorporar uma microcoluna (BIN) numa seringa analitica, permitindo
a “ciclizacao” de varias aliquotas de amostra através do sorvente, tem um grande impacto na

recuperagao dos analitos de interesse.

2.2.6.1. Configuracdes da MEPS

Desde o seu aparecimento, em 2004, que diversas formas da MEPS tém surgido.
Atualmente, a MEPS esta disponivel comercialmente nas formas: manual, semi-automatizada e

automatizada (Figura 13).
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Figura 13. Formatos da MEPS disponiveis comercialmente: manual (seringa analitica), semi-automatica
(seringa analitica automatica eVol®) e automatica (estio disponiveis diversas configuragdes e.g. MEPS online
kit da SGE Analytical Sciences para a plataforma robética CTC). Adaptado de [164].

O formato mais simples e frequentemente reportado é a MEPS manual, onde o cartucho
MEPS contendo o sorvente desejado é manuseado através de uma seringa analitica, disponivel nas
capacidades maximas de 100 e 250 pL [I63]. Este foi o primeiro formato disponivel,
comercialmente, e o mais amplamente utilizado pela comunidade cientifica.

Por outro lado, a versio semiautomatica (eVol®) foi recentemente introduzida no
mercado pela SGE Analytical Science e pela Thermo Fisher Scientific e representa um grande
avanco no desenvolvimento de métodos analiticos, uma vez que é mais fiavel do que a forma
manual [164]. Resumidamente, a eVol® é um dispositivo totalmente digital para aspiragao e
dispensa de liquidos, podendo ser programado para todas as tarefas e procedimentos na
preparacao de amostras, dentro de um laboratério analitico, que exijam pequenos volumes exatos
e precisos [168]. A eVol® possui uma interface digital com monitor LCD colorido que apresenta
a tecnologia "Touch Wheel" para interagdo com o utilizador. Adicionalmente, um menu inteligente
permite o acesso a todas as fungoes de forma logica e rapida. Por outro lado, a facilidade de
substituicdo das seringas analiticas (XCHANGE®), prevenindo a contaminagao cruzada entre
solventes/amostras, bem como a facilidade de calibragao pelo utilizador de modo a assegurar
medigcOes exatas e precisas, sao alguns dos fatores que tornam esta ferramenta muito atrativa do
ponto de vista analitico [91].

No que diz respeito a MEPS automatizada, existem diversas plataformas robéticas de
manipulagao de amostras com movimento nas diregoes XYZ, capazes de automatizar a preparagao
de amostras com elevada precisio. Com um volume tipico de alguns microlitros, a eluicio da
MEPS é compativel com os sistemas cromatograficos LC e GC, tornando possivel a preparagao
de amostras on-line. Além disso, estes amostradores automaticos (autosamplers) reinem varias
inovagoes tecnoldgicas, sendo uma mais-valia para andlises de rotina, aumentando, desta forma, a
produtividade laboratorial.

Ambas as versoes, automatica e semiautomatica, permitem métodos analiticos mais fidveis

e precisos que o processo manual, visto que minimizam os erros inerentes ao operador humano.
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2.2.6.2. Extracao de antipsicéticos por MEPS

Apesar da MEPS ser uma metodologia relativamente recente, esta técnica tem vindo a
ganhar terreno, face as tradicionais metodologias de preparagio de amostras. Devido a sua
versatilidade, a MEPS tem sido aplicada, com sucesso, em diversos tipos de analises, destacando-
se as analises clinicas [169-171], farmacolodgicas [172-175], toxicologicas [176, 177], alimentares
[178-181], ambientais [182-184], entre outras.

Uma breve revisao da literatura revela-nos, que até a data, sao poucos os estudos que
usaram a MEPS na determinagao de antispsicoticos em matrizes bioldgicas. Em 2010, Saracino et
al. [185] aplicaram a MEPS na determinagao da risperidona e do seu principal metabolito, a 9-
hidroxi-risperidona, em amostras de plasma e saliva de pacientes psiquiatricos submetidos a
tratamento com este farmaco. Neste trabalho, ambas as matrizes biologicas foram diluidas em
agua ultrapura e ap6s |5 ciclos de extragao a um fluxo constante de 5 pL s/, seguido de remocao
dos interferentes, os analitos foram eluidos com 250 pL de metanol. Mandrioli et al. (201 1) [94]
usaram uma abordagem semelhante na extragdo das mesmas substancias, ndo s6 em amostras de
plasma e saliva como também em amostras de urina. A lavagem do sorvente foi a etapa critica do
processo de extragao, revelaram os autores. Enquanto que para a saliva e para o plasma uma
passagem de agua ultrapura seguida de uma solugio aquosa contendo |0 % de metanol foi
suficiente para obter uma boa purificagao, o mesmo nao aconteceu com a urina. Para esta matriz,
foi necessario aumentar a percentagem de fase organica (30% de metanol) para obter resultados
equiparados. Contudo, em ambos os trabalhos, a fase sélida Cs mostrou-se a mais adequada,
permitindo recuperagoes acima de 90 %.

Desde a publicagao destes trabalhos que outros estudos tém surgido, usando a MEPS
como método de pré-tratamento de amostras biologicas para a determinagao de antipsicoticos.
Saracino et al. (201 1) [186], desenvolveram uma metodologia alternativa para a determinagao de
clozapina e dos seus metabolitos a partir de manchas de sangue seco. Apos a otimizagao da MEPS
com a fase solida Csg, os autores concluiram que o método era adequado para a monitorizagao
terapéutica de pacientes psiquiatricos submetidos a tratamento com clozapina.

Contrariamente aos estudos anteriores, da Fonseca et al. (2013) [187], usaram, com
sucesso, um sorvente de fase mista (M) na determinagao simultanea de 7 antipsicoticos em plasma
humano. A combinagao dos grupos apolares da Cg com os grupos de troca cationica da SCX
resultou numa satisfatéria eficiéncia de extragio (62-92 %). Atualmente, a metodologia
desenvolvida por estes autores é aplicada rotineiramente na monitorizagio terapéutica de
pacientes psiquiatricos do Centro Hospitalar Cova da Beira na Covilha (Portugal) [187].

Recentemente, Mercolini et al. (2014) [188] compararam a performance da MEPS com a
SPE na extragdo da ziprasidona, a partir do plasma humano. Apés a validagio dos métodos

analiticos com a fase soélida C; e aplicagio em amostras reais, a conclusao foi clara: a MEPS teve
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um desempenho superior face a tradicional SPE. Durante a validagado dos métodos analiticos, a
MEPS obteve melhores resultados, sobretudo em termos de linearidade e de precisao (r2 > 0,9992,
RSD < 4,2%). Além disso, e tal como nos estudos anteriores, a metodologia mostrou-se adequada
para a monitorizagao terapéutica de pacientes submetidos a tratamento com a ziprasidona.

Apesar da sua simplicidade e facil implementagao, a MEPS tem algumas limitagSes, como
por exemplo, a obstrucao dos sorventes devido a passagem de amostras viscosas ou altamente
concentradas, sendo necessario, muitas vezes, um tratamento prévio da amostra, como a diluigao
ou mesmo a precipitagio proteica. Uma outra desvantagem desta técnica & a atual gama de
sorventes disponiveis comercialmente. Embora seja relativamente inferior a gama de sorventes
disponiveis para a SPE, esta limitagao esta a ser superada a medida que a MEPS se vai tornando
mais popular [164]. Por outro lado, a possibilidade de personalizacio dos sorventes para
aplicagbes mais especificas tem despertado a atengao da comunidade cientifica. A titulo de
exemplo, de Souza et al. (2015) [189], sintetizaram os seus proprios sorventes, nomeadamente os
monolitos de silica hibrida funcionalizada com os grupos aminopropil e cianopropil, para extragao
simultanea de |16 farmacos, dos quais 5 eram antipsicoticos.

Em suma, apesar de algumas limitages, a MEPS é uma das técnicas mais simples de
extracao de amostra e apresenta mais vantagens quando comparada com outras técnicas de
preparacao de amostra. Além de reter as mesmas carateristicas que a tradicional SPE, ela é mais

rapida, econémica e favoravel ao ambiente [190].

2.3. Métodos analiticos usados na determinac¢ao de farmacos

Os métodos de separagao analitica constituem uma parte essencial das analises clinicas e
toxicologicas, e neste sentido, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ocupa um lugar de
destaque entre os métodos analiticos modernos para a analise e quantificagio de firmacos e seus
metabolitos em matrizes biologicas.

Em tracos gerais, o HPLC é uma técnica de separagao baseada na distribuicao dos
componentes de uma mistura entre duas fases: uma fase movel liquida e uma fase estacionaria,
constituida por pequenas particulas de grande area superficial acondicionadas dentro de uma
coluna. A medida que a fase mével avanca pela fase estacionaria, os analitos da amostra sio
separados de acordo com a sua maior ou menor afinidade para cada uma das fases (Figura 14). A
grande variedade de combinagdes entre fases moveis e estacionarias torna a cromatografia liquida

numa técnica extremamente versatil e de grande utilidade em diversas areas.
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Figura |14. Esquema representativo da separagao cromatografica baseada na migragao diferencial das

substancias constituintes de uma mistura.

Existem diversos mecanismos que influenciam a separagao cromatografica. No entanto,

sao quatro os principais mecanismos de separagao, destacando-se a adsor¢ao, a particao, a

exclusao molecular e a troca idnica. A Tabela 8 apresenta de uma forma sucinta as principais

carateristicas de cada um destes mecanismos de separagao.

Tabela 8. Principais carateristicas dos mecanismos de separagdo por cromatografia liquida.

Mecanismo de
Separagao

Descricao

Adsorcio

(Fase Normal)

Particao
(Fase Reversa)

Permuta idnica

Exclusao molecular

Este mecanismo de separagao é caraterizado sobretudo pela elevada polaridade
da fase estacionaria (e.g. silica, alumina, etc.) e a baixa-média polaridade da fase
movel (e.g. hexano, cloroférmio, isopropanol, etc.) [191]. A separagao deve-se a
uma série de eventos de adsorgao/dessor¢ao dos analitos na superficie da fase
estacionaria solida [109].

Contrariamente a fase normal, no modo reverso a fase mével é mais polar que
a fase estacionaria [191]. Neste mecanismo de separagao a fase estacionaria €
liquida e a separagdo baseia-se essencialmente na distribuicdo (solubilidade
relativa) dos analitos entre os liquidos que constituem a fase estacionaria e a fase
movel [109].

Neste mecanismo a fase estacionaria é um sélido cuja superficie estd ionizada e
a separagao baseia-se na atragao de cargas opostas [109].

A fase estaciondria € constituida por um gel poroso e as substincias sao
separadas de acordo com o tamanho molecular [109]. Neste sentido, as
substancias de maior volume molecular tém menor tempo de retengao (sofrem
exclusio), enquanto que, as moléculas de menor dimensao demoram mais tempo
a eluir (sofrem permeagao) [191].

A HPLC é um tipo de cromatografia liquida que requer um equipamento apropriado para

a sua execucao (Figura 15). A instrumentacao necessaria é extremamente sofisticada, muito

diferente da cromatografia liquida classica.

O desenvolvimento de colunas com fases estacionarias preparadas com particulas de

menores didmetro, as quais, ofereciam maior resisténcia a passagem de fase mével, tornou

necessaria a utilizacdo de um sistema de bombas eficaz. Atualmente, as bombas analiticas trabalham

a pressoes de no maximo 500 bar (7000 psi), em fluxos que variam entre 0,01 e 10 mL min-! [192].

55



Determinacdo de Antipsicoticos em Amostras Biolégicas

Sistema|de injegdo

Vllf )

Misturador 4

de solventes ‘-.) Residuos

Bomba Coluna
cromatogrifica

£ : ‘ 1 Aquisi¢do
| de dados
l J Detetor

Fase movel

Residuos

Figura 15. Esquema representativo de um equipamento para HPLC.

No que diz respeito ao sistema de injegao, inicialmente a introdu¢ao de amostra era
efetuada com microsseringas, de maneira analoga a cromatografia gasosa. Atualmente, a maioria
dos equipamentos utiliza injetores automatizados, denominados de auto-injetores, que sao capazes
de injetar um grande nimero de amostras sem a presenca do analista, além de permitirem
operagoes como diluicao, derivatizagao ou adigao de reagentes [192].

Relativamente ao sistema de detecdo, a fungao destes equipamentos é a detecdo dos
compostos provenientes da coluna cromatografica. As principais carateristicas desejadas ao
escolher um detetor sao a elevada sensibilidade e seletividade, baixo limite de detecao e
estabilidade frente a mudancas na composicao da fase moével e na temperatura [192].

Atualmente, o detetor de espetrometria de massas (MS) é a melhor técnica de detecao
de firmacos em amostras bioldgicas. A sua especificidade, seletividade e limite de detecao
carateristicos sao mais que suficientes para enfrentar a maioria dos problemas analiticos. No
entanto, o MS é um equipamento extremamente sofisticado e dispendioso para muitos
laboratorios.

Assim, um detetor de ultravioleta-visivel (UV/Vis) constitui uma alternativa econémica ao
detetor MS. Na verdade, o UV/Vis é o detetor mais utilizado em HPLC cujo principio se baseia na
absorcao de luz ultravioleta ou visivel por parte da amostra, quando nela passa radiacao
eletromagnética. E um detetor seletivo para moléculas que possuem croméforos. Atualmente,

estdo disponiveis trés tipos de equipamentos, que funcionam de acordo com este principio: os
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fotometros de comprimento de onda fixo, os espetrofotémetros e os detetores por arranjo de
fotodiodos [192].

Os fotometros de comprimento de onda fixo tém a sua aplicagio restrita a moléculas que
absorvam no comprimento de onda em que eles funcionam. Por outro lado, os espetrofémetros
sao mais versateis, permitindo a escolha do comprimento de onda mais adequado a cada andlise.
Estes equipamentos podem emitir apenas luz ultravioleta, de 190-400 nm, através de lampadas de
deutério, como também a regiao do visivel, de 400-800 nm, utilizando-se lampadas de tungsténio
[192].

Os detetores por arranjo de fotodiodos (PDA) fornecem espetros no UV-Vis do eluente
da coluna em determinados intervalos de tempo. Sao especialmente Uteis para o desenvolvimento
de métodos, por possibilitarem um “varrimento” da regido UV-Vis numa unica corrida
cromatografica, para medidas de pureza de pico e para analise de amostras desconhecidas [192].

Recomenda-se a utilizagdo do comprimento de onda maximo do analito, desde que este
seja superior a 220 nm, pois abaixo deste valor geralmente observa-se interferéncia da fase moével.
Embora alguns eluentes possibilitem a andlise em comprimentos de onda mais baixos (e.g.
acetonitrilo/agua - 200 nm), sugere-se a utilizagio do comprimento de onda de um cromoforo
mais fraco, num comprimento de onda mais alto [192]. A Tabela 9 descreve os comprimentos de

onda minimos para que nao se observe interferéncia da fase movel.

Tabela 9. Comprimento de onda dos solventes mais utilizados [192].

Solvente UV (nm) minimo
Acetona 330
Acetonitrilo 200
Benzeno 280
Tetracloreto de carbono 265
Cloroférmio 245
Ciclohexano 210
Dimetil sulfoxido 270
Etanol 210
Acetato de etilo 255
Hexano 200
Metanol 210
Tetraidrofurano 215
Tolueno 285
Agua 190
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2.3.1. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)

Ao longo dos ultimos anos, muitas alteragdes e melhorias nos instrumentos de
cromatografia liquida tém sido introduzidas, permitindo analises mais rapidas e eficientes. Com a
introdugao do sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), em 2004, pela Waters
corporation, a ciéncia de separagao foi levada a um outro nivel. Este novo sistema de cromatografia
liquida retém os mesmos principios da HPLC, mas com algumas diferengas que proporcionaram
uma melhoria significativa da performance cromatografica. A utilizacao de fases estacionarias
constituidas por particulas de didametro inferior a 2 ym, combinadas com o reduzido comprimento
da coluna cromatografica em conjunto com as elevadas pressoes debitadas pelas poderosissimas
bombas analiticas, que podem atingir valores na ordem dos 15.000 psi, permitiu uma diminuicao
do tempo de andlise e uma elevada resolugao cromatografica (grau de separagao entre os picos),
sem sacrificar o desempenho de parametros basicos, tais como a precisao, linearidade, estabilidade
e robustez [193, 194]. Além disso, a diminuicao do consumo de solventes face aos equipamentos
de HPLC convencionais, tornaram esta técnica atrativa do ponto de vista analitico, econémico e
ambiental.

Apesar da UHPLC ser uma metodologia recente, esta técnica tem vindo a ganhar terreno
em diversas dreas, incluindo a toxicologia forense [195] e as andlises clinicas [196] devido a sua

versatilidade.

2.3.2. Analise de antipsicéticos recorrendo as técnicas de cromatografia liquida

Até aproximadamente duas décadas atras, a cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa (GC-MS) era considerada o “gold-standard” para a analise e quantificagao
de farmacos e seus metabolitos em matrizes biologicas [4, 197]. No entanto, devido aos requisitos
necessarios para operar neste tipo de cromatografia (substincias volateis ou facilmente
volatilizadas e termicamente estaveis), muitos farmacos como a risperidona nao eram passiveis de
andlise direta, devido as suas propriedades fisico-quimicas. Era frequentemente necessario
recorrer a procedimentos muito laboriosos, como a derivatizagao, de forma a converter estas
substancias numa forma mais apropriada para a detegao [4].

Com o desenvolvimento da HPLC e dos respetivos sistemas de detegdo, a andlise de
farmacos passou a ser mais simples. Uma vez que a HPLC n3o necessita de volatilizagcao ou
derivatizacao, isto levou a utilizagao generalizada da cromatografia liquida para a determinagao de
antipsicéticos em matrizes biologicas [4]. A Tabela 10 proporciona uma visao geral dos trabalhos
publicados nos ultimos 10 anos que recorrem a técnicas cromatograficas para analise dos

antipsicéticos em estudo em diferentes matrizes biologicas.
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Tabela 10. Exemplos representativos de estudos publicados nos tltimos 10 anos, que envolveram a separagao e detegao de antipsicéticos em matrizes bioldgicas, por

cromatografia liquida.

Analito Matriz (volume) Técnica de Coluna Fases Moveis Modo de LOD Ref.
Extracdao cromatografica separacdol/detecdo
RISP e 9-OHRisp Plasma (500 pL) LLE Zorbax SB-Cis Gradiente com (A) 10 mM de HPLC-ESI-MS 0,1 ng mL-! [123]
acetato de amoénia (pH=4) e (B)
(150 x 2,1 mm, 5 pm) ACN
CLZ, NORCLZ e Plasma (50 pL) SPE Zorbax Eclipse XDB-  Modo isocratico com 25 mM LC-MS 0,3 ng mL-! [139]
CLZ-OX Cis de acetato de aménia em
(150 x 4,6 mm, 3.5 1eOH
um)
RISP, 9-OHR:isp, Plasma (1000 pL) LLE Agilent Eclipse XDB ~ Gradiente com (A) 30 mM de HPLC-UV - [198]
OLZ, CPZ, HAL e Cs acetato de amonia e 0,05 %
ZSD (150 X 4,6 mm, 5 um) EtsN e (B) ACN
CLZ, NORCLZ, Plasma (250 pL) SPE Phenomenex Cs Modo isocratico com uma HPLC-UV 3-7ng mL! [142]
CLZ-OX, LMP, (150 x 4,6 mm, 5 pm) mistura ACN e tampao fosfato
NDLM, LMSO e ’ s (34 mM, pH=2) contendo 0,3%
ODLM trietilamina (29:71, v/v)
RISP, 9-OHRisp, Plasma (250 pL) LLE Waters Atlantis™dC-  Gradiente com (A) 5 mM de HPLC-ESI-MS/MS - [119]
OLZ, CLZ, HAL e 18 formato de amoénio (pH=6,1) e
25D (30x 2,1 mm,3pum) (B)ACN
RISP Soro (300 pL) LLE Alltima-Cis Modo isocratico com 0,1% de HPLC-ESI-MS/MS - [124]
(100 2,1 mm, 3 pm) acido formico e ACN

RISP, BP, FPZ, FPT, Sangue post LLE Zorbax Stable Bond Gradiente com (A) 2% MeOH, HPLC-ESI-MS/MS - [199]

PPZ, ZSD e ZPT

mortem (1,0 g)

Cyano
(50 x 2,1 mm, 3,5 pm)

8% ACN e 90% de 20 mM de
formato de aménia (pH=4) e
(B) 24% MeOH, 36% ACN e
40% de 20 mM de formato de
amonia (pH=4)
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RISP e 9-OHRisp Plasma e saliva MEPS Gemini Cys Modo isocratico com uma LC-DC 0,17 ng mL-! [185]
100 pL mistura ACN e tampio fosfato
(1oouh (15046 mm, 5 um) 7 07 mM, pH=6,5) 526:74, vIv)
31 neuroléticos Plasma (500 pL) LLE TF Hypersil GOLD Gradiente com (A) 10 mM de UPLC-APCI-MS/MS 0,3-1125ng [200]
incluindo a RISP, 9- Phenyl formato de amonia contendo mL-!
OHRisp, CLZ, 0,1 % de acido formico
NORC'I).Z e CLZ- (100 ZrL)m m 12 (PH=3,4) e (B) ACN e 0,1 % de
OX. H acido férmico
RISP e 9-OHRisp Plasma urina e MEPS Chromsep Cg Modo isocratico com uma HPLC-UV 0,7 - 1,0 ng mL-! [94]
saliva (100 u1) (50 x 4 mm. 5 pm) (50 5 S comtende.
0,23% trietilamina (27:73, v/v)
CLZ, NORCLZ e Mancha de sangue  MEPS Gemini Cis Modo isocratico com uma LC-DC 0,8 ng mL-! [186]
CLZ-OX seco (150 pL de mistura de MeOH, ACN e
extrato) (150 % 4,6 mm, 5 pm) tampio fosfato (50mM,
pH=2,1)
>90 farmacos, Sangue (500 pL) QUuEChERS L-column ODS Gradiente com (A) 95% HPLC-ESI-MS/MS 0,04 - 4,43 ng [93]
incluindo a RISP formato de amoénio (10mM) em mL-!

(150 x 1,5 mm, 5 pm)

5% de MeOH e (B) 5% formato
de amoénio (10mM) em 95% de
MeOH

Abreviaturas: ACN - acetonitrilo; CLZ - clozapina; CLZ-OX - N-6xido de clozapina; CPZ - clorpromazina; HPLC-ESI-MS/MS - cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa (tandem) com ionizagao por eletrospray; HPLC-UV - cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de ultravioleta; LC-DC - cromatografia liquida com detetor colorimétrico;
LC-MS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa; LMP - levomepromazina; LMSO - sulféxido de levomepromazina; NDLM - N-desmetil-levomepromazina; NORCLZ -
norclozapina; ODLM - O-desmetil-levomepromazina; OLZ - olanzapina; RISP - risperidona; UPLC-APCI-MS/MS - cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(tandem) com ionizagdo quimica a pressao atmosférica; ZPT - zuclopentixol; ZSD - ziprasidona; 9-OHRisp - 9-hidroxi-risperidona.
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3. Justificacdo do Tema e Objetivos

Face ao atras exposto, e tendo em conta a importancia da andlise de antipsicoticos em
amostras bioldgicas, particularmente nas areas clinica e forenses, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento e validagdo de uma nova metodologia analitica, baseada na MEPS seguida de
analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detetor de fotodiodos (UHPLC-PDA),
para a detecao e quantificagao de antipsicoticos em urina. A principal motivacao deste trabalho
deveu-se a forte tendéncia atual da miniaturizagao das técnicas analiticas, como MEPS, que tém
como principal objetivo ultrapassar os inconvenientes das técnicas tradicionais. Por outro lado, a
combinagio de um tempo de analise curto com um baixo fluxo, obtido pelo sistema de UHPLC,
podera reduzir, drasticamente, o consumo de solventes, tornando esta técnica atrativa do ponto
de vista analitico, econémico e ambiental. Além disso, a detegdao por fotodiodos constitui uma
alternativa mais econdémica, quando comparada com os equipamentos mais sofisticados e
dispendiosos, como por exemplo o detetor de espetrometria de massa, tornando esta
metodologia mais acessivel a muitos laboratorios.

Sob o ponto de vista pratico, pretendeu-se otimizar os diferentes parametros que
influenciam a MEPS, nomeadamente, a natureza do sorvente, o volume de amostra, o nUmero de
ciclos de extragao, o solvente de extragao, o volume de eluicao e o pH da amostra, e em seguida
proceder a validagio do método analitico. Os parametros de validagio definidos para esta
metodologia englobaram a seletividade, linearidade, limites de detegao e quantificagao, precisao,
exatiddo e a eficiéncia de extragiao, de forma a garantir a fiabilidade dos resultados analiticos.
Posteriormente, esta metodologia analitica foi aplicada a amostras reais, provenientes de pacientes
internados na Casa de Salde S. Jodo de Deus do Funchal.

Pretende-se que a metodologia que agora se apresenta se possa tornar numa ferramenta
analitica muito Util, tanto em contexto clinico (e.g. monitorizagao terapéutica) como em contexto
forense (e.g. intoxicagoes), e de facil acessibilidade, sem necessidade de se recorrer a equipamentos

muito sofisticados e dispendiosos.
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Materiais e Métodos

4.1. Padroes e Reagentes

Os padroes de referéncia dos antipsicéticos, nomeadamente a clozapina (grau de pureza
> 98 %) e a risperidona (grau de pureza > 95 %) foram obtidos a Cayman Chemicals (Michigan,
EUA), enquanto que os respetivos metabolitos norclozapina (grau de pureza > 99 %) e 9-hidroxi-
risperidona (grau de pureza > 98 %) foram adquiridos a Abcam plc (Cambridge, Reino Unido). Por
sua vez, o padrao interno cloridrato de clomipramina (grau de pureza > 98 %) foi adquirido a Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg, Alemanha).

O metanol e o acetonitrilo, ambos com grau de pureza adequado a cromatografia liquida,
foram fornecidos pela Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido) enquanto que o acido
formico 98 % P.A. foi adquirido a Panreac (Barcelona, Espanha).

A dgua ultra pura, com resistividade minima de 18,2 MQ cm-!' a temperatura ambiente,
utilizada no decorrer deste trabalho foi produzida num sistema de purificagao de agua Milli-Q® da

Millipore (Bedford, EUA).

4.2. Equipamentos

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos para a
preparacio de solugdes e processamento das amostras: balanga analitica PAII14 (OHAUS®
Pioneer™); centrifugadora Sigma |-6P (Sigma Laborzentrifugen); agitador vortex Maxi Mix Plus™
(Thermolyne); medidor de pH 691 pH meter (Metrohm); placa de agitagio MR 3001 (Heidolph)
e uma seringa analitica automatizada eVol® XR (SGE Analytical Science).

Para andlise das amostras foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia da Waters Acquity UPLC H-Class (Mildford, MA, EUA) equipado com detetor de
fotodiodos, modelo 2996 da Waters (Mildford, MA, EUA), e operado a partir do software

Empower 2 (Waters Corporation).

4.3. Materiais

Tratando-se de um estudo de cariz analitico, todos os materiais de laboratério utilizados
foram adequados a atividade experimental. Os materiais de vidro usados para medigoes
volumétricas (baldes volumétricos e pipetas) eram de classe A, provenientes da Labbox. Para a
medicao de volumes exatos foram utilizadas micropipetas da Orange Scientific, modelos Tipor V*
e Tipor VN, periodicamente calibradas por gravimetria, de capacidades maximas que variam entre
2 pL e 10.000 pL. Estas micropipetas utilizam pontas descartaveis (modelo Gilson® da Frilabo),
que foram trocadas apos cada utilizagao.

Relativamente a recolha das amostras de urina, utilizaram-se frascos de plastico
esterilizados com dispositivo de transferéncia integrado de capacidade maxima 100 mL e tubos

para urina (10,5 mL) da Vacuette®. A filtracdo das amostras foi efetuada com o auxilio de seringas
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de plastico de capacidade maxima 20 mL e de filtros de seringa 0,22 pym de politetrafluoretileno
(PTFE) hidrofilicos, da BGB®. A urina filtrada foi distribuida em aliquotas de 2 mL, em tubos de
microcentrifuga estéreis (BIOplastics BV).

Os “cartuchos” MEPS, contendo as fases estacionarias, utilizados na seringa analitica eVol®
XR foram adquiridos a SGE Analytical Science e a Fisher Scientific. Os extratos obtidos por MEPS,
foram colocados em vials ambar de 1,5 mL da Waters com os respetivos insertos de 250 pL
conicos em vidro.

As fases moveis usadas na cromatografia liquida foram filtradas a vacuo, num sistema de

filtracao All-Glass da Millipore e armazenadas em frascos de vidro de borosilicato (VWR®).

4.4. Preparacao de Solugoes

As solugoes padrao individuais das substincias estudadas foram preparadas em metanol
na concentragao de 1000 pg mL-' e armazenadas a -20 °C, ao abrigo da luz.

As solugoes de trabalho (100 ug mL-') foram obtidas por diluicao das respetivas soluges
padrao com metanol. Estas solugoes foram adicionadas a uma amostra branca de urina, a fim de
realizar os ensaios para a otimizagao das condi¢oes de extragao e para o estudo da validagao em
diferentes concentragoes. As solugoes usadas na construgao da reta de calibragao (0,1 - 5,0 ug
mL-!) foram preparadas no dia da andlise, por diluicao das solugdes de trabalho numa amostra de
urina branca. As gamas de concentragao foram selecionadas de acordo com a dose terapéutica e

a sensibilidade do UHPLC-PDA.

4.5. Recolha e pré-tratamento da Amostra

As amostras de urina provenientes de pacientes internados na Casa de Saude S. Joao de
Deus do Funchal, utilizadas no decorrer deste trabalho, foram recolhidas em frascos de plastico
esterilizados, com dispositivo de transferéncia integrado (Vacuette®), e transportadas para o
laboratorio de Quimica Analitica do Centro de Quimica da Madeira (CQM), numa caixa térmica
apropriada para o transporte de amostras biologicas. Os tubos para urina de capacidade maxima
10,5 mL da Vacuette® (tubos de plastico com um vacuo pré-definido para aspiragao exata de
volume) foram usados na transferéncia da urina a partir dos recipientes de colheita. As amostras
foram, posteriormente, centrifugadas a 5.000 rpm, durante 20 minutos e o sobrenadante recolhido
foi filtrado com filtros de seringa 0,22 ym PTFE. A urina filtrada foi distribuida em aliquotas de 2

mL, em tubos de microcentrifuga estéreis, e armazenadas a -20 °C.

4.6. Otimizacao do Processo de Extracdo

A otimizagido das diversas variaveis que afetam o desempenho do processo de extragao,

nomeadamente, a natureza do sorvente, o volume de amostra, o nimero de ciclos de extragao, o
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solvente e o volume de eluicdo, bem como o pH da amostra foram avaliados neste trabalho.
Partindo de um procedimento genérico (Figura 16) cada etapa do processo de extragao foi

otimizado usando um design experimental univariado.

Condicionamento
250 uL MeOH
250 pL H,O (0,1 % ac. férmico)

v

Extracdo da amostra

A 4

Descartar

A 4

5 x 250 pL de amostra

v

Lavagem

100 L H,0 (0,1 % 4c. férmico)

Anilise por P Eluicdo

UHPLC-PDA h 250 uL MeOH

Lavagem e recondicionamento
250 pL MeOH
250 pL H,0 (0,1 % éc. férmico)

A A

Figura 16. Fluxograma do procedimento MEPS inicialmente utilizado para a otimizagao do
processo de extragao.

Antes de usar o sorvente pela primeira vez, o mesmo foi condicionado com 250 pL de
metanol, seguido de 250 pL de agua contendo 0,1 % de acido formico. Posteriormente, a amostra
de urina enriquecida com a solugao padrao das substancias em estudo (10 pg mL-!) foi aspirada
através do sorvente e dispensada no mesmo vial, uma ou mais vezes (pré-concentracio dos
analitos). A fase solida foi lavada com 100 pL de agua contendo 0,1 % de acido férmico, de forma
a remover os compostos interferentes. Os analitos foram dessorvidos (eluidos), posteriormente,
com 250 pL de metanol e injetados (2 pL) no sistema UHPLC-PDA.

Para aumentar o tempo de vida do sorvente, este foi lavado com 250 puL de metanol,
seguido de 250 pL de solugao aquosa de acido formico (0,1 %). Esta etapa permitiu, além da
minimizagao do efeito de meméria (“carry-over”), o condicionamento do sorvente para a extragao
seguinte. De realcar que todo o processo de otimizagao foi realizado em triplicado e todos os

ensaios foram efetuados com recurso a uma seringa analitica automatica eVol® XR.

4.7. Condicoes Cromatograficas

As analises cromatograficas foram efetuadas num UHPLC da Waters, modelo Acquity
UPLC H-Class (Figura 17), equipado com um sistema de bombas quaternario com moédulo de

desgaseificagao integrado, um amostrador automatico, um forno de colunas e um detetor de
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fotodiodos (PDA, modelo 2996). Todo o sistema foi controlado a partir do software Empower 2

(Waters Corporation).

.——L* Fases moveis

Detetor (PDA)

Forno da coluna

Sistema de injegdo automdtico
(auto-sampler)

Bomba Quaternaria

Figura 17. Sistema UHPLC-PDA da Waters modelo Acquity UPLC H-Class.

Apos a otimizagao das condi¢coes cromatograficas a melhor separagao foi conseguida numa
coluna analitica de fase reversa CORTECS UPLC CI8 (100 mm x 2,1 mm, |,6 ym de didmetro de
particula) precedida de uma pré-coluna CORTECS UPLC C18 VanGuard™ (5 mm % 2,1 mm, 1,6
pum de didmetro de particula). A temperatura da coluna foi programada para 30 °C e as amostras
foram mantidas a 20 °C no amostrador automatico. Foram injetadas aliquotas de 2 pL de amostra,
usando-se uma fase movel binaria constituida por (A) agua contendo 0,1% de acido férmico e (B)
metanol com um fluxo constante de 250 pL min-!. Durante cada corrida (10 minutos), foi utilizado
o gradiente de fase moével apresentado na Tabela |1, o que permitiu uma adequada separagao

cromatografica dos compostos.

Tabela I1. Gradiente de fase movel usado na separagao dos antipsicoticos e dos respetivos metabolitos
alvo de estudo.

0,0 80 20
3,0 60 40
5,0 50 50
7,0 30 70
9,0 80 20
10,0 80 20
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De destacar que os solventes usados na cromatografia liquida foram previamente filtrados
a vacuo, através de um sistema de filtragao All-Glass da Millipore. O sistema usa uma membrana
filtrante de 0,22 pm para eliminar particulas que poderiam diminuir a vida média das colunas, assim
como facilitar a remogao de uma grande parte dos gases dissolvidos nas fases moéveis, reduzindo
o risco de formagio de bolhas de ar que podem interferir na analise por cromatografia liquida.

Para a detegao dos antipsicoticos e dos respetivos metabolitos nas amostras, procedeu-
se através de trés canais distintos (237, 239 e 252 nm) correspondendo ao comprimento de onda
maximo de cada composto, enquanto que a identificagdo foi baseada na comparagao dos tempos

de retencdo e do espectro de absorgao UV com as respetivas solu¢oes padrao.

4.8. Validacdao do Método Analitico

A fiabilidade dos resultados analiticos é de extrema importancia em quimica analitica, ja
que constitui um requisito essencial a correta interpretagio dos resultados. Desta forma, o
processo de validacao deve incluir todos os parimetros necessarios para demonstrar que uma
técnica analitica destinada a determinagao quantitativa de um ou mais analitos numa determinada
amostra é adequada [201]. Tendo em consideragao estes pressupostos, os parametros analiticos
avaliados na validagdo do método MEPS/UHPLC-PDA foram a seletividade, linearidade, limites de
detecao e quantificagdo, precisao, exatidao e eficiéncia de extragao. Importante referir que a
andlise quantitativa foi efetuada pelo método de padronizacao interna, que consiste na adicao de
uma substancia conhecida (padrio interno) a uma concentragiao constante as amostras, brancos e
padroes. Esta padronizacio tem como objetivo corrigir os erros associados as variagoes dos

parametros instrumentais, experimentais e aos efeitos provocados pela matriz.

4.8.1. Seletividade

A seletividade corresponde a capacidade de um método distinguir um analito de forma
inequivoca numa matriz complexa sem interferéncia, de outros elementos eventualmente
presentes na amostra [|34]. A seletividade e especificidade sao muitas vezes termos que causam
alguma confusao, visto possuirem uma definicao e formas de avaliagio semelhantes. Esta situagao
pode ser evitada com a utilizagdo exclusiva do termo seletividade em detrimento da designagao
de especificidade, como sugerido pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
[202].

Com o objetivo de avaliar a seletividade do método analitico, selecionou-se um total de
20 amostras de urina, isentas dos analitos em estudo, as quais foram denominadas de amostras
brancas. As amostras brancas, provenientes de individuos saudaveis, foram misturadas de forma
aleatoria em grupos de 4, constituindo-se assim 5 misturas (pools). Cada um dos pools foi dividido

em duas aliquotas de | mL. A uma das aliquotas adicionou-se apenas o padrao interno (2,5 pg mL-
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1), enquanto que a segunda aliquota foi fortificada com uma mistura padrao dos antipsicéticos em
estudo, incluindo o padriao interno, a concentragao 2,5 pg mL-!. Ambas as solugdes foram
analisadas pelo método otimizado MEPS/UHPLC-PDA. A auséncia de sinais interferentes nos
mesmos tempos de reten¢do e comprimentos de onda dos analitos provam que o método é

seletivo.

4.8.2. Linearidade

A capacidade do método analitico fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentragao do analito em estudo, dentro da gama de trabalho selecionada, é definida como
linearidade. Para a maioria das técnicas analiticas, a linearidade é expressa através da correlagio
entre a resposta do equipamento (e.g. area ou altura do pico cromatografico) e a concentragao
do analito. Essa correlagao pode ser representada matematicamente pela reta de calibragao e

expressa pela equagao de regressao linear:
y=ax+b (equagao 2)

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

Os parametros da regressao obtidos pelo método dos minimos quadrados (o declive, a
ordenada na origem e o coeficiente de correlagao — ver anexo |) traduzem a relagao linear dos
dados experimentais, permitindo extrair informagao sobre o método analitico. Os coeficientes de
correlacgao linear (r) e de determinagao (r?) sao frequentemente utilizados para avaliar o grau de
linearidade entre os pontos experimentais e estes devem encontrar-se proximo de | de forma a
garantir um melhor ajuste dos resultados (menor dispersio do conjunto de pontos experimentais
e menor incerteza dos coeficientes de regressiao estimados). No entanto, a magnitude de tais
coeficientes indicam apenas o grau de ajuste dos dados a reta de calibragio, que sé por si, ndo sao
suficientes para estabelecer a linearidade [203]. Neste sentido, o estudo da anadlise de residuos e
o teste de Mandel devem fazer parte da avaliagao da reta de calibragao.

O teste de Mandel ou teste de Fisher/Snedecor (ver anexo 2) permite avaliar qual dos
modelos, linear ou nao-linear (polinomial), proporciona um melhor ajustamento aos pontos da
reta de calibragdo, enquanto que a determinagdo dos residuos (ver anexo 3) avalia a distancia
entre os valores de y experimentais e os valores de y’ ideais da reta de calibragao. Este Ultimo
teste é particularmente um bom indicador da linearidade, uma vez que a anadlise do grifico de
residuos permitira detetar problemas no ajuste da reta como, por exemplo, desvios da linearidade,
presenca de amostras atipicas, heterocedasticidade (ocorréncia de varidncias nao constantes nos
residuos), dependéncia, entre outros erros (Figura 18) [204]. Uma reta bem ajustada devera
apresentar erros com distribuicido uniforme, média zero e varidncia constante

(homocedasticidade) e auséncia de amostras atipicas [204].
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Figura 18. Representagao de graficos de analises de residuos (adaptado de [204]).

Em termos experimentais, é recomendavel que o estudo da linearidade seja feito com,
pelo menos, 5 concentragdes distintas. Assim sendo, para a determinagao da linearidade preparou-
se quatro retas de calibragao, uma para cada substincia em estudo, com 7 pontos de calibragao, a
partir da fortificacdo de aliquotas de uma amostra de urina, isenta dos analitos em estudo. O
volume de urina utilizado por cada aliquota foi 500 pL e a gama de concentragoes variou entre 0, |
e 5 pg mL-!. De salientar que a gama de trabalho foi selecionada tendo em conta a gama terapéutica
e a sensibilidade do UHPLC-PDA. A cada uma das amostras de calibragao foi adicionado o padrao
interno (2,5 pg mL-') e adotando a metodologia otimizada descrita mais adiante na secgao 4.1,
procedeu-se a extragio e analise.

A obtengao da reta que melhor se ajusta ao conjunto dos resultados experimentais foi
efetuada por recurso ao método dos minimos quadrados das areas relativas (area do analito/area
do padrdo interno) em fungdo dos varios niveis de concentragao e, calculado o coeficiente de
determinagio (r2) para cada uma das retas. Efetuou-se, posteriormente, o teste de Mandel e a

analise de residuos para confirmar a linearidade da funcao.

4.8.3. Limites de Detecdo e Quantificacdo

Os termos limite de detecao e quantificagao sao utilizados para demonstrar a capacidade
do método em detetar/quantificar baixas concentragoes de um analito. O limite de detecao (LOD)
representa a menor concentracao da substidncia em analise e que pode ser detetada com certo
limite de confianga, mas nao necessariamente quantificada [205]. Relativamente ao limite de

quantificacao (LOQ), este traduz a mais baixa concentragao do analito que pode ser quantificada
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com um nivel aceitavel de precisao e exatidao, sob as condigoes experimentais estabelecidas [203].
De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) [206], o padrao mais baixo da reta de
calibragao pode ser aceite como limite de quantificagao se a resposta produzida pelo analito for,
no minimo, 5 vezes a resposta da linha de base obtida pela amostra branca e se o pico do analito
for identificavel, discreto e reprodutivel com uma precisao de até 20% e exatidio *+ 20% do valor
de concentragao nominal.

Ambos os limites sao expressos em unidades de concentragao e podem ser determinados
de diversas formas [207]. No entanto, quando o método analitico envolve a utilizagao da calibragao
linear, os limites de detegao e quantificagio podem ser calculados através do desvio padriao

residual da reta de calibragcao, de acordo com as expressoes matematicas:

3,3 X Syx

LOD = (equagio 2)

_10XSy/

LOQ (equagio 3)

Onde, S,/ representa o desvio padrao residual e a o declive da reta de calibragio.

4.8.4. Precisio

A precisio de um método analitico exprime o grau de concordancia entre resultados
analiticos, independentes, obtidos varias vezes nas mesmas condi¢coes [205]. No fundo, este
pardmetro descreve a proximidade das medigdes individuais de um analito quando o procedimento
¢ aplicado mais do que uma vez numa mesma amostra, em idénticas condigoes de analise [201].
Normalmente, a precisio é expressa em termos de desvio padrio, variancia ou coeficiente de
variagdo, do conjunto de ensaios realizados sob condicoes de repetibilidade, de precisao
intermédia e reprodutibilidade [205, 208].

A repetibilidade, por vezes denominada de precisio intra-dia ou intra-ensaio, exprime a
precisao de um método sob condigSes 6timas, isto €, nas mesmas condigoes experimentais, sobre
a mesma amostra, pelo mesmo analista, no mesmo laboratério, e no decurso de uma mesma série
de ensaios efetuados num curto intervalo de tempo [209]. Este estudo é realizado com varias
preparacoes da mesma amostra e nio deve ser confundido com a precisao instrumental, que é
avaliada por uma sequéncia de injeges repetidas da mesma preparacgao [209].

No que diz respeito a precisao intermédia, também designada de variabilidade intra-
laboratorial ou de precisdo inter-dia, € um parimetro que se refere a concordancia entre os
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou

equipamentos diferentes. Habitualmente, a precisao intermédia é considerada como o parametro
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mais representativo da variabilidade dos resultados obtidos através de um método analitico a nivel
interno de um laboratorio [210].

A reprodutibilidade ou precisao inter-laboratorial, por sua vez, é um parametro obtido
quando todos os fatores sao diversificados durante a execugao do método analitico, inclusive o
laboratorio [134]. No entanto, este parametro pode ser prescindivel quando a validagio se
restringe a um Unico laboratério (single-laboratory validation) e a precisao é obtida, apenas, pela
analise da repetibilidade e da precisao intermédia [203].

Posto isto, e tendo em conta o trabalho proposto, a precisao foi obtida através da analise
de amostras brancas de urina fortificadas com todos os analitos alvo de estudo a trés niveis de
concentragao, incluindo um nivel baixo (0,1 pg mL-!), um nivel médio (2,5 pg mL-') e um nivel alto
(5 pg mL-") da reta de calibragao. Para cada uma destas concentragoes, foram efetuadas 6 réplicas
para assim se proceder a avaliacio da precisio das medidas efetuadas no mesmo dia —
repetibilidade. Para a analise da precisao intermédia foram analisadas trés réplicas de cada nivel
durante cinco dias nao consecutivos (n = |5). Uma vez aplicado o procedimento de ensaio, os
resultados foram expressos em termos de coeficiente de variagao (CV) ou desvio padrao relativo

(RSD), de acordo com as equagdes seguintes:

—M (equagao 4)
(n—-1)

CV (%) = (%) x 100 (equagio 5)
Onde, s corresponde ao desvio padrao, X € a média aritmética dos resultados obtidos, x; o valor
individual de uma medigao e n o numero de medi¢oes.

Adicionalmente, a anadlise de variancias (ANOVA), uma ferramenta estatistica importante
na avaliagido da precisao, através da qual podem ser extraidas estimativas da repetibilidade e da
precisao intermédia, de acordo com a norma ISO 5725 [21 1], foi aplicada aos resultados obtidos.

As expressdes matematicas utilizadas encontram-se apresentadas na Tabela 12 e na Tabela 3.

Tabela 12. Tabela ANOVA (fator Gnico) [212, 213].

Fonte Média Quadratica (MQ) Graus de Liberdade (g.l.)
P 7 _ 7\2

Entre grupos MSrun = n2i= (X, — X) p—1

p—1
14 n . _ V2
Dentro de grupos MSr = Ziz 2j=1 (K1) = %) p(n—1)

p(n—1)

Total pn—1
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Tabela 13. Calculo das estimativas das varidncias para o modelo experimental utilizado no estudo da
repetibilidade e precisao intermédia [212, 213].

Variancia Expressao
Varidncia da Repetibilidade (S?) S2 = MS,
Varidncia da precisdo entre ensaios (S2,y,) S2,, = MSrun = MSy
n
Varidncia da Precisdo intermédia (S?) SE = (SH) + (SAn)

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

obtidos na sequéncia i; X é a média das médias de p sequéncias [212].

4.8.5. Exatidao

A exatidao de um método analitico corresponde a proximidade ou concordancia dos
resultados obtidos em relagio ao valor de referéncia estabelecido como verdadeiro [205]. A sua
determinagdo € crucial no desenvolvimento de qualquer método analitico, uma vez que permitira
estimar o grau de erros sistematicos que afetam o método em particular [214]. Os erros
sistematicos s3o erros que se manifestam sempre da mesma forma (e.g. erros instrumentais, erros
operativos), para um dado conjunto de ensaios independentes, e colocam em causa a veracidade
do resultado experimental, provocando o seu afastamento relativamente ao valor verdadeiro
presente na amostra analisada [215].

Existem diversas formas de determinar a exatidao, destacando-se entre elas, o uso de
materiais de referéncia certificados, a comparagao dos resultados com métodos de referéncia ou
através de ensaios inter-laboratoriais [205]. No entanto, face a indisponibilidade destes recursos,
a exatidao pode ser avaliada através dos valores de recuperagao absoluta obtidos a partir da analise
de amostras fortificadas (adigao de uma quantidade conhecida de analito a matriz branca) [216,
217]. Estes testes de recuperagao constituem uma excelente vantagem econdomica para o
laboratorio, uma vez que permitem avaliar a exatidao sem recorrer a materiais certificados, usando
somente solugoes de padrao e amostras [215]. Além disso, estes testes permitem testar a resposta
na presenga da propria matriz da amostra em causa, o que € muito vantajoso pois nao é comum
haver materiais certificados com matrizes idénticas ou similares aquelas de interesse [215]. Por
outro lado, alguns estudos revelam que este procedimento podera ter as suas limitagdes, uma vez
que a estimativa da recuperagao obtida em amostras fortificadas pode ser relativamente diferente
da que seria obtida numa amostra que contivesse o analito na sua forma nativa [134, 218].
Contudo, no caso de amostras liquidas, considera-se que a fortificagdo pode constituir uma

representacao razoavel dos analitos em amostras reais [219].
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Em termos experimentais, para a avaliagio deste parametro, o procedimento utilizado
neste estudo foi o mesmo descrito na secgao 3.8.4, para a precisio intermédia. Apds a
determinagio das areas relativas para os diferentes compostos em relagdo ao padrio interno, a
exatiddo foi expressa através do erro médio relativo a concentragao estimada (EMR ou Bias)

(equagio 6) para cada nivel de concentragdo ou como recuperagao percentual [220].

(Concentragdo calculada — Concentragdo teodrica)

EMR (%) = x 100 (equagao 6)

Concentragao tedrica

Em geral, os procedimentos analiticos que revelam tendéncias devem ser modificados, de
modo a eliminar a presenca de erros sistematicos [|34]. No entanto, quando se utilizam amostras
fortificadas e a estimativa da recuperagao, os resultados analiticos devem ser corrigidos para esse
erro, de modo a que o resultado final seja rastreavel [212]. Neste sentido, foi avaliada a
determinagao da incerteza associada a recuperagao da metodologia MEPS/UHPLC-PDA. Para tal,
determinou-se a percentagem de recuperagao do método (R;), ou seja, a razao entre o valor
observado (Cops) € o valor esperado (Cpr) (equagao 7), de forma a investigar a existéncia de erros
sistematicos, definir fatores de correcao e estimar a incerteza associada a recuperagao do método

analitico [217]. De seguida, procedeu-se ao calculo da recuperagao média (R), para cada nivel de

concentragao, segundo a equagao 8.

C
R; = 2= (equacio 7)
Cfort
p
R= Ziz1 Ri (equagio 8)
p

Onde, p representa o niimero de grupos (dias) e R; é a recuperagao média de n replicados

obtidos em condig¢bes de repetibilidade.

Para cada nivel de concentragao, averiguou-se se a recuperagao média era estatisticamente
diferente da unidade (que corresponde a 100%), através da aplicagdo da ferramenta estatistica
denominada teste de t-student [217, 219]. Deste modo, o valor de teste (t.x,) € o valor da

incerteza associada a recuperagao média (Uq,z) foram determinados através das equagoes 9 e 10.

|1— R| -
R equagao 9
e = g (equagio 9)
S
Uyr = obs (equagao 10)

/p

Onde, S, € o desvio padrao de p valores de R; obtidos em condigoes de precisao intermédia.
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Apos a determinagao do valor teste, este foi comparado com o valor t tabelado bilateral
(tcrit), para p — 1 graus de liberdade e um intervalo de confianga de 95%. Se texp < torits R nio
é, entao significativamente diferente de 100% o Upg é calculado de acordo com a equagao | 1.
Caso contrario, quando t,y, > t.; existem diferencas estatisticamente significativas e Ui €
calculado de acordo com a equagao |2. Neste ultimo caso, a incerteza é aumentada de forma a

contemplar este fator adicional de incerteza [|34].

Ug = Uof)ﬁ (equagao | 1)
R
iy
1-R
(Uyr)? +( A ) (equagio 12)
Ug = =
K R

Onde, k é o fator de cobertura, a qual sera utilizada para o calculo da incerteza expandida.

4.8.6. Eficiéncia de extracao

A eficiéncia de extragdo, muitas vezes designada de recuperagio ou rendimento de
extragao, corresponde a capacidade do método analitico para recuperar o analito adicionado a
amostra. No fundo, este parametro traduz a resposta do detetor, obtida a partir de uma
quantidade de analito adicionado e extraido da matriz biolégica em relacdo a resposta desse
detetor para a quantidade de analito teoricamente presente (sem extragao) [201, 206]. Deste
modo, a eficiéncia de extragio do método analitico é calculada a partir da recuperagao, sendo o
processo tanto mais eficiente quanto mais proximo de 100 %. Contudo, e de acordo com a FDA
[206], a recuperacao do analito nao necessita de ser exatamente 100%, desde que seja reprodutivel
e o método apresente precisao adequada.

Assim sendo, a avaliagdo da eficiéncia de extragao foi efetuada mediante a comparagao de
dois conjuntos de amostras de urina branca, analisadas em triplicado. Num dos conjuntos, as
amostras foram fortificadas com os analitos em estudo, nos trés niveis de concentracao usados
no estudo da precisao, sendo posteriormente sujeitas a extragao. No segundo conjunto, as
amostras de urina foram sujeitas a extragiao, sendo os extratos posteriormente fortificados
(imediatamente antes da evaporagao sob corrente de azoto) com os mesmos analitos, nas trés
gamas de concentragao referidas anteriormente. O padrao interno foi adicionado aos dois
conjuntos de amostras, apos a extragio e imediatamente antes da evaporagdo. Os valores da

recuperagao de cada analito foram calculados utilizando a equagao 3.
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Arearelativa gy
EE (%) = - : R %100 (equagio 13)
Area relativasem extracio

Onde, Area relativaensso corresponde a razio das areas cromatograficas (analito/padrao interno)
obtidas apos a aplicagao do processo de extragao, e a Area relativasem extracso COrresponde a razao
das areas cromatograficas (analito/padrao interno) obtidas sem a aplicagio do processo de

extracao.
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5. Resultados e Discussido

Ao longo deste capitulo serao apresentados e discutidos os resultados referentes a andlise
dos antipsicoticos em estudo, nomeadamente a clozapina, risperidona, norclozapina e 9-hidroxi-
risperidona. Numa primeira etapa, procedeu-se a otimizagao do processo de extragao, seguindo-
se a validagdo do método analitico. Por fim, o método otimizado e validado foi aplicado a casos

reais.

5.1. Otimizacao do Processo de Extracao

Para obtengao de um processo de extragao eficiente, a otimizagao das diversas variaveis
que afetam a performance da MEPS devem ser investigadas. Neste contexto, a natureza do
sorvente, o volume da amostra, o numero de ciclos de extracao, o solvente e o volume de eluicio,
bem como o pH da amostra foram avaliados neste estudo. Partindo de um procedimento genérico
(Ver capitulo 3 secgao 3.6), cada etapa do processo de extragao foi otimizado usando um design
experimental univariado.

Para minimizar os erros inerentes ao controle manual, as extragoes foram efetuadas
através de uma seringa analitica automatica eVol® XR, equipada com uma seringa de vidro de
capacidade maxima 500 pL e com o respetivo reservatorio contendo a fase estacionaria (BIN). De
salientar que todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados apresentados

correspondem a valores médios.

5.1.1. Natureza do sorvente

A escolha do sorvente adequado na MEPS é um fator importante, uma vez que esta
diretamente relacionado com a natureza quimica do analito de interesse e da matriz na qual ele
se encontra. Neste contexto, o desempenho de onze fases solidas disponiveis comercialmente
para a MEPS, incluindo as fases de silica funcionalizada com os grupos etil (Cy), octil (Cs) e octadecil
(Cis), a silica nao modificada (SIL), as resinas de troca ionica (R-AX e R-CX), o carbono grafitizado
poroso (PGC), as fases poliméricas de estireno divinil-benzeno (HLB-DVB, H-DVB e PEP), bem
como a mistura de 80 % de Cg com 20 % de resina de troca cationica forte (SCX) designada de
M, foram avaliadas quanto ao seu desempenho na pré-concentragao e clean up dos analitos de
interesse em urina. A Figura 19 ilustra os resultados obtidos na otimizagao dos diversos sorventes.

Genericamente, as fases C,-Cjg sdo adequadas para a extragao de analitos lip&filicos,
enquanto que as fases poliméricas, tais como as DVB ou as fases de modo misto (modo de permuta
anidnica-cationica) sao adequadas para analitos de caracter acido ou basico [221]. Por outro lado,
a PGC é adequada para a extragao de compostos muito polares, moléculas hidrofilicas, os quais

normalmente nao sao retidos em fase reversa [222].
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Figura 19. Comparagio do desempenho dos diferentes sorvente da MEPS para (A) cada um dos
compostos analisados e para (B) a soma das areas de todos os compostos. Acrénimos: 9-OHRisp - 9-
hidroxi-risperidona; RISP - risperidona; NORCLZ - norclozapina e CLZ - clozapina.

Entre os sorventes analisados, verificamos que a Cig proporcionou os melhores
resultados, em termos de repetibilidade e resposta cromatografica (area do pico cromatografico).
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Mercolini et al. (2014) [188], onde o sorvente
Cig apresentou a melhor eficiéncia de extraciao para a ziprasidona, um derivado benzisoxazol
semelhante a risperidona, em plasma humano. No entanto, devido a baixa seletividade obtida com
a Cyg para esta matriz, os autores escolheram o sorvente C, para o procedimento de extragao,
de modo a contornar este problema. Alternativamente, Mandrioli et al. (2011) [94] usaram um
sorvente Cg para a quantificacao de risperidona e 9-hidroxi-risperidona em plasma, urina e saliva.

Focando-se no presente estudo, ambos os sorventes C; e Cg apresentaram uma resposta
cromatografica relativamente baixa, quando comparada com a Cig e as fases poliméricas PEP, HLB-
DVB e H-DVB. No caso destas Ultimas fases (PEP, HLB-DVB e H-DVB) o clean-up da amostra

mostrou-se insuficiente face a Cjs.
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Por outro lado, seria de esperar que conseguissemos melhores resultados com o sorvente
M), uma vez que este combina a hidrofobicidade da Cg com a atragao eletrostatica dos grupos
funcionais carregados da SCX. Na verdade, este foi o sorvente selecionado no trabalho de Fonseca
et al. (2013) [187] para a extragao de 7 antipsicoticos, incluindo a clozapina, em plasma humano.
No nosso caso, esperavamos que a combinagao da fraca basicidade com as propriedades lipofilicas
dos antipsicoticos proporcionasse bons resultados em termos de eficiéncia de extragao. No
entanto, os resultados mostraram que os grupos sulfonilo da fase SCX nao desempenharam um
papel relevante na retengao dos antipsicéticos estudados.

Assim, concluiu-se que o sorvente C g apresentou os melhores resultados, tendo sido este

selecionado para os ensaios seguintes.

5.1.2. Influéncia do nimero de ciclos de extraciao e volume de amostra

Genericamente, os procedimentos de MEPS usam um ou mais ciclos de extragao,
proporcionando uma oportunidade de otimizagao. Quando a amostra passa diversas vezes pelo
sorvente, a interagao dos analitos com a fase soélida é maior, possibilitando uma maior eficiéncia
de extragio. Neste sentido, o nimero de ciclos de extragio e o volume de amostra foram
otimizadas testando um, cinco e dez ciclos em aliquotas de 100, 250 e 500 pL de urina enriquecida
com os antipsicéticos (Figura 20). Importante referir que, tal como na otimizagao dos sorventes,
a velocidade do fluxo durante a aspiragao foi limitada a 20 pL s-! de forma a prevenir a cavitagao

e aumentar o tempo de interagao do analito com o sorvente, de modo a aumentar a eficiéncia de

extragao.
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Figura 20. Influéncia do niumero de ciclos de extracao e volume de amostra no processo MEPS.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que com o aumento do numero de
ciclos de extragao e do volume de amostra, houve uma maior competigao para os sitios ativos do

sorvente. No entanto, quando se atingiu os 5 ciclos de extragao para um volume de 500 pL de
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amostra, constatou-se que o sorvente atinge o ponto de saturagiao e nao sao esperadas variagoes
significativas a partir deste ponto. Por esta razao, 5 ciclos de extracao e 500 pL de amostra foram
selecionados, uma vez que sao suficientes para se obter uma boa eficiéncia de extragao e prolongar

o tempo de vida do sorvente.

5.1.3. Influéncia do pH da amostra

A influéncia do pH da matriz na eficiéncia de extragao € um pardmetro muito importante,
uma vez que os farmacos estudados apresentam grupos ionizaveis. Tendo em conta os valores de
pKa dos compostos estudados (pKa 7,5-8,5) e a gama de pH suportada pelo sorvente (pH 2-8), o
intervalo de pH selecionado para este estudo variou entre 3,4 e 7,4. Os resultados obtidos

encontram-se na Figura 21.
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Figura 21. Estudo da influéncia do pH na eficiéncia de extragao dos antipsicéticos. Acronimos: 9-OHRisp
- 9-hidroxi-risperidona; RISP - risperidona; NORCLZ - norclozapina e CLZ - clozapina.

De acordo com os resultados acima apresentados, constatou-se que a reten¢ao dos
analitos é favorecida para valores de pH entre 3,4 e 5,4, enquanto que para valores de pH mais
elevados a retengao nao é tao eficiente. Este facto surpreendeu-nos, uma vez que esperavamos
uma melhor eficiéncia de extragio para valores de pH mais elevados. Tendo em conta o tipo de
interacoes que se estabelece entre os analitos e o sorvente Cg, seria de esperar que quanto
menor fosse a ionizacao dos analitos (pH mais elevado), mais favorecidas seriam as interagoes
hidrofébicas. No entanto, a explicacao para este facto pode residir no material de suporte da fase
estacionaria.

Apesar da grande diversidade de fases solidas atualmente disponiveis, a maior parte dos
sorventes de fase reversa utiliza a silica como material de suporte. Durante a preparagao destas
fases, somente uma parte dos grupos silanol presentes na silica gel reage com os compostos

organicos de cadeia longa, sobrando uma grande quantidade desses grupos. Estes grupos silanol
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residuais possuem, geralmente, propriedades diferentes do grupo imobilizado, alterando, desta
forma, as propriedades da fase sintetizada [223, 224]. Apesar destes grupos poderem ser
desativados pelo processo de endcapping, no qual os grupos silanol reagem com pequenos grupos
como o cloro trimetilsilano, as fases reversas tradicionais nao sofrem este processo, permitindo
que os grupos silanol interajam com os analitos. Uma vez ionizados, os grupos silanol podem
facilmente interagir com as bases ionizadas, através de interagoes eletrostaticas. A Figura 22
mostra, esquematicamente, as interagdes eletrostaticas entre os grupos silanol ionizados e as
substancias basicas ionizadas.
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Figura 22. Representagio esquematica das interagdes eletrostaticas das substincias basicas ionizadas com
os grupos silanol ionizados (adaptado de [225]).

Neste sentido, os sorventes baseados em organossilanos de cadeia carbonada longa,
apresentam mecanismos de retencdo mistos, nomeadamente a particio entre os analitos
hidrofébicos e a cadeia carbonatada e a forte adsor¢ao dos analitos polares nos grupos silanol
ativos da superficie da silica que nao foram modificados no processo de organossilanizagao, devido
ao impedimento estérico causado pelo grande volume do modificador (e.g. Cis) [226].

Assim sendo, e com base nos resultados obtidos, verifica-se que os grupos silanol
desempenharam um papel relevante na adsorgao das substancias em estudo. Adicionalmente,
constatou-se que o pH 5,4 apresenta a melhor adsor¢ao de todos os analitos, seguindo-se o pH
3,4. Provavelmente, para valores de pH abaixo de 5,4 o nimero de cargas positivas em solucao é
de tal ordem que a repulsao entre os analitos dificulta a sua retengao no sorvente.

Portanto, o pH 5,4 foi o valor selecionado para os proximos ensaios, visto ter sido o que

alcangou melhores resultados.

5.1.4. Influéncia da lavagem

A selecao das melhores condigcoes de lavagem do sorvente constitui um fator critico no
processo de extragao, visto que os analitos nao podem ser eluidos em conjunto com os
interferentes, devendo permanecer retidos na fase solida. Esta etapa é geralmente realizada com
o mesmo solvente usado para equilibrar o sorvente no primeiro passo da extragao (agua contendo

0,1 % de acido formico) [190]. Contudo, a otimizagao deste parametro é um requisito necessario
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para eliminar o maior nimero de compostos provenientes da matriz que podem interferir no
método analitico. Neste sentido, para avaliar esta etapa do processo de extracao, testou-se varias
solugdes, de forma a obter as melhores condi¢oes de lavagem. A Tabela 14 apresenta as diferentes

solugoes testadas.

Tabela 14. Solugbes testadas na avaliagdo no processo de lavagem da MEPS.

Teste Condi¢des experimentais

I 100 uL H,O (0,1% FA)
100 pL H,O (0,1% FA):MeOH (95:5, viv)
100 L H,O (0,1% FA) + 1 x 100 pyL H,O (0,1% FA):MeOH (90:10, v/v)
100 pyL H,O (0,1% FA) + 1 x 100 uL H,O (0,1% FA):MeOH (70:30, v/v)
[ x 100 pL H,O (0,1% FA):ACN (90:10, v/v)
| x 100 yL H,O (0,1% FA) + 1 x 100 puL H,O (0,1% FA):ACN (90:10, v/v)

X X X

X

o 1 AW N
X

Abreviaturas: MeOH: metanol; ACN: acetonitrilo; FA: acido férmico.

Para além da andlise cromatografica do extrato obtido na eluigao, os residuos produzidos
na lavagem do sorvente foram igualmente analisados, de modo a verificar se os analitos em estudo
eram eluidos juntamente com os interferentes. Apods a analise cromatografica verificou-se que a
solugdo 3 proporcionou os melhores resultados, removendo grande parte dos interferentes sem
afetar a retencao dos analitos de interesse.

Quanto as solugdes usadas nos testes | e 2, verificou-se que nao foram muito eficientes
na remocao dos compostos enddgenos da matriz, devido a baixa percentagem de fase organica.
Por outro lado, as solugdes 4, 5 e 6 mostraram-se mais eficientes na eliminagao de interferentes,
contudo, constatou-se que os analitos eluiam juntamente com os interferentes.

Deste modo, a lavagem da MEPS passou a ser realizada através da passagem de 100 pL de
agua contendo 0,1% de acido férmico, seguida de 100 pL de uma solugao de 10% de metanol com

90% de agua acidificada.

5.1.5. Efeito do solvente e do volume de eluicao

A escolha do solvente ou mistura de solventes de eluicio é uma tarefa dificil, contudo
imprescindivel para um bom resultado. Um bom solvente de eluicdo deve ultrapassar as interagoes
primarias e eventualmente secundarias no qual o analito possa estar sujeito. Adicionalmente, o
solvente ideal deve ser capaz de eluir os analitos no minimo volume possivel.

Assim sendo, a avaliagao de diferentes solventes, nomeadamente, agua contendo 0,1 % de
acido férmico, metanol, acetonitrilo e diversas combinagoes entre estes, foram investigadas neste

trabalho. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 23 sob a forma de diagrama
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ternario. A representaciao grafica destes resultados foi obtida através do software estatistico
OriginLab® 9.0. Os pontos negros apresentados no diagrama correspondem as diferentes
composigoes dos trés solventes testados. Cada vértice corresponde a concentragao pura de
solvente (100 %) e zero para os outros dois solventes. A percentagem de cada eluente vai
diminuindo linearmente com o aumento da distancia a partir do vértice. Os valores do lado direito
superior indicam a area total obtida para todos os analitos estudados.

Area
0,00E+00

0R100

3,73E+05

7,47E+05

1,12E+06
L 149E+06
1,86E+06

2,24E+06

2,99E+06

100 @

: 0
0 20 40 60 80 100
MeOH (%)

Figura 23. Diagrama ternario do sistema de eluentes utilizado na otimizagao da MEPS.

De acordo com os resultados, a melhor eficiéncia de extragao foi obtida usando a mistura
dos trés solventes nas mesmas propor¢oes (33,3:33,3:33,3, v/v/v). Esta combinagao de solventes
permitiu que as ligagoes que se estabeleciam entre os analitos e o sorvente fossem interrompidas
mais facilmente. Por outro lado, a baixa percentagem de fase orginica em solugio (£ 20%),
mostrou ser pouco eficiente na extragao dos analitos em estudo.

Uma vez conhecido o melhor sistema de eluentes, testaram-se diferentes volumes de
eluicao, de forma a eluir os analitos no menor volume possivel. Neste sentido, os volumes de
eluicao avaliados neste estudo variaram entre 100 e 1000 uL e os resultados obtidos encontram-
se percetiveis na Figura 24A. De salientar que apos a eluigao o solvente foi evaporado até a secura

sob corrente de azoto e o extrato foi redissolvido com 100 uL de fase mével.
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Figura 24. Influéncia do volume de elui¢do performance da MEPS. (A) Andlise do extrato obtido durante
a eluigdo; (B) Andlise do recondicionamento do sorvente.

Paralelamente, os residuos produzidos no recondicionamento do sorvente foram
analisados (Figura 24B), de modo a verificar se os analitos em estudo teriam sido totalmente
removidos do sorvente durante a eluigio. Apds a analise cromatogrifica, verificou-se que a
eficiéncia de extracao aumentou com o aumento do volume de eluicao, sendo o volume de 1000
uL o que apresentou maior area total. Além disso, constatou-se que para os volumes de eluigao
mais baixos (100-700 pL), os analitos ficavam retidos no sorvente e sé eram eluidos na etapa do
recondicionamento (Figura 24B).

Portanto, de acordo com os resultados obtidos, as melhores condigoes de eluigao foram
conseguidas com 1000 pL de H,O(0,1% FA):MeOH:ACN (33,3:33,3:33,3, v/v/v) e a MEPS passou

a ser efetuada de acordo com o procedimento descrito na Figura 25.
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Condicionamento
250 pL H,O(0,1% FA):MeOH:ACN (33,3:33,3:33,3, v/v/v)
250 pL H,O (0,1 % ac. férmico)

v

Extracdo da amostra

A 4

5 x 500 pL de amostra (pH 5,4) > Descartar
+ A A
Lavagem

100 pL H,0 (0,1 % FA)
100 L H,0 (0,1 % FA):MeOH (90:10, viv)

v

Andlise por Eluicdo
UHPLC-PDA 2 x 500 uL H,O(0,1% FA):MeOH:ACN (33,3:33,3:33,3, v/v/v)

Lavagem e recondicionamento
250 uL H,O(0,1% FA):MeOH:ACN (33,3:33,3:33,3, v/v/v)
250 pL H,0 (0,1 % éc. férmico)

Figura 25. Fluxograma do procedimento MEPS otimizado.

5.2. Validacdao do Método

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de dois
parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos calculos
envolvidos no seu processamento [204]. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o alcance de
um método durante as operagoes de rotina de um laboratério é estabelecendo os limites destes
parametros por meio da estimativa das figuras de mérito, numa etapa conhecida como validagao

[204].

5.2.1. Padronizacio interna

A escolha do padrio interno constitui um desafio analitico, mas vital para o sucesso da
metodologia, sobretudo quando esta em causa a quantificacao de substancias em amostras reais.
Idealmente, o padrao interno devera ser selecionado tendo em conta as propriedades fisico-
quimicas dos analitos de interesse. Neste sentido, os padrées deuterados analogos as substancias
em estudo sdo preferiveis por apresentarem propriedades fisico-quimicas semelhantes, serem
compostos que nao existem na natureza e que nao existirao na amostra. No entanto, a sua
disponibilidade e o custo associado aos padroes deuterados impede, muitas vezes, de serem
considerados para analises de rotina.

Para contornar este problema, é frequentemente selecionado um farmaco da mesma
classe terapéutica como padrao interno, devido as suas propriedades e semelhancgas estruturais

[227]. No caso dos antipsicoticos, isto é um pouco complicado uma vez que estes farmacos

86



Resultados e Discussao

constituem um grupo muito heterogéneo no que respeita a sua natureza quimica. Além disso, e
dependendo do caso clinico, muitas vezes sao administrados concomitantemente dois ou mais
antipsicoticos, pelo que a probabilidade de um deles ser o padrio interno selecionado é muito
grande. Tendo em conta estes pressupostos, testou-se inicialmente a clonidina, um farmaco usado
no tratamento da hipertensao, como padrao interno. Esta escolha teve em conta os trabalhos
efetuados por Kirchherr et al. (2006) [228] e Vecchione et al. (2012) [229], onde a clonidina foi
usada como padrao interno na determinagao de diversos psicofarmacos incluindo os antipsicoticos
em estudo. Todavia, os resultados obtidos nao foram os esperados, visto que nao se obteve uma
boa eficiéncia de extracao, nem a resolucao cromatografica mais adequada.

Avaliando os padroes disponiveis no laboratoério, optou-se por utilizar a clomipramina, um
antidepressivo triciclico utilizado no tratamento dos estados depressivos, fobias, crises de panico,
entre outros, uma vez que apresentou uma boa resolugao cromatografica, sem interferir com
outros analitos. Além disso, a clomipramina pareceu-nos uma boa opg¢ao visto que alguns estudos
clinicos sugerem que este farmaco tem interagdo medicamentosa com alguns antipsicoticos,
incluindo a clozapina [230] e a risperidona [231, 232], e por essa razio a administragao
concomitante deve ser evitada. Adicionalmente, a clomipramina (Figura 26) tem uma estrutura
triciclica semelhante a clozapina, que lhe confere algumas propriedades quimicas idénticas como a

basicidade e a hidrofobicidade.

Figura 26. Estrutura quimica da clomipramina.

5.2.2. Seletividade

A capacidade de um método analitico diferenciar e quantificar um analito na presenca de
outros componentes na amostra é definida como seletividade, e esta devera constituir a primeira
etapa do método analitico [205]. Neste sentido, para a avaliagio da seletividade, 5 pools de
amostras brancas de urina foram extraidos pelo procedimento de extragio descrito
anteriormente e analisadas por UHPLC-PDA, onde foram pesquisados interferentes nos mesmos
tempos de retengao dos analitos e comprimentos de onda maximo.

Através da analise visual dos cromatogramas (Figura 27), que compreendem o tempo de
retencao dos analitos de interesse, verificou-se a auséncia de resposta no cromatograma da

amostra de urina, o que permitiu concluir que nao foram observadas quaisquer interferéncias de
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constituintes da matriz nos tempos de retengao e

substancias em estudo.

comprimentos de onda para cada uma das
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Figura 27. Comparagao do perfil cromatografico de um pool de urina com o perfil cromatografico do
mesmo pool de urina mas fortificado com os analitos de interesse (C = 2,5 yg mL™') apés extragio por MEPS;
(A) 237 nm e (B) 239 nm. (9-OHRisp - 9-hidroxi-risperidona; RISP - risperidona; NORCLZ - norclozapina;

CLZ - clozapina e PI - parao interno).

A Tabela I5 resume os resultados obtidos da analise cromatografica dos antipsicoticos

clozapina, risperidona e dos respetivos metabolitos ativos, norclozapina e 9-hidroxi-risperidona,

distinguindo os tempos de retengao e os respetivos comprimento de onda maximo especificos de

cada um deles.

Tabela I5. Tempos de retengio (T,) e comprimentos de onda maximo (L) dos antipsicoticos em

estudo.

Analito Acrénimo T, (min) Amix (nm)
9-hidroxi-risperidona 9-OHRisp 4,796 237
Risperidona RISP 5,041 237
Norclozapina NORCLZ 5,378 239
Clozapina CLz 5710 239
Padrao interno (clomipramina) Pl 8,254 252
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5.2.3. Linearidade

A capacidade de um método fornecer resultados linearmente proporcionais a
concentracao de analito, dentro de um determinado intervalo de concentragdes, é designada de
linearidade e deve ser avaliada durante a validagado do método [209]. Para a determinagao da
linearidade foram efetuadas quatro retas de calibragdo, uma para cada substancia em estudo, com
7 pontos de calibragao, numa gama de concentragoes que variou entre 0,1 e 5,0 pg mL-'. Em cada
uma das solugdes de calibragao foi adicionada a mesma quantidade de padrao interno (2,5 pg mL-
1) e os resultados obtidos foram expressos graficamente através da relacao entre as areas relativas
(3rea do analito/area do Pl) e a concentragao de analito (Figura 28). Importante referir que todos

os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados apresentados correspondem a valores

médios.
Linearidade 9-OHRisp Linearidade RISP
3,0 1 40 -
2,5 4
= 20 y = 0,4939x - 0,0022 = 307 y = 0,7297x - 0,0315
< R? = 0,9986 < R® = 0,9987
= 15 ’ ~ 20
B0 0
< 05 <
0,0 T 1 0,0 T T T 1
0 | 2 3 4 5 0 | 2 3 4 5
Conc (pg mL) Conc (pg mL™")
Linearidade NORCLZ Linearidade CLZ
8,0 - 8,0 -
60 - y = 1,3301x + 0,0567 6.0 - y = 1,4492x + 0,0173
¢ R? =0,9988 2 R? = 10,9986
< 40 < 40
g g
2 i
< 2,0 < 2,0
0,0 T 1 0,0 T T T 1
0 I 2 3 4 5 0 | 2 3 4 5
Conc (pg mL™") Conc (ug mL'")

Figura 28. Retas de calibragio obtidas para cada antipsicotico.

Uma vez determinada a equagao da reta, a linearidade do método pode ser facilmente
demonstrada através do estudo estatistico dos parametros da reta de calibragdo. Neste sentido,
o declive da reta deve ter um valor estatisticamente diferente de zero, a ordenada na origem nao
devera ser estatisticamente diferente de zero e o coeficiente da reta de calibragao nao devera ser
significativamente diferente de | [209]. A estes resultados devem ser aplicados outros testes

estatisticos, como o teste de Mandel, a analise de residuos e a analise de variancias.
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Neste trabalho os critérios de aceitagao das retas de calibragao, no que diz respeito a

linearidade foram:

— Coeficiente de determinagao = 0,995
— Coeficiente de variagao do método < 10%
— Valor do teste de analise de residuos + 10%

— Teste de Mandel VT = F(5;1;:N-3)

Na Tabela 16 sao apresentados os principais resultados obtidos para o estudo da
linearidade em amostras de urina. Em anexo, encontram-se tabelas e graficos detalhados, com

valores de areas, retas de calibragao e respetivos tratamentos estatisticos, para cada substancia.

Tabela 16. Resumo dos resultados obtidos relativos ao modelo de regressao linear para os antipsicoticos

em estudo.
Intervalo de 95% de c.onfianc;a Teste de Mandel
. 3 da ordenada na origem
Analitos Equagio da reta r r Synd 3
.. . P b crit
Limite inf. Limite sup. VT (0,95; 1;N-3)c
9-OHRisp  y = 0,4939x — 0,0022 0,9993 0,9986 0,038 -0,067 0,063 0,13
RISP y = 0,7297x — 0,0315 0,9994 0,9987 0,054 -0,123 0,060 0,0055 7,71
NORCLZ  y =1,3301x + 0,0567 09993 0,9988 0,046 -0,178 0,330 049 F(0.951:4)
CLz y = 1,4492x + 0,0173 0,9993 0,9986 0,061 -0,300 0,287 1,30

* S,x corresponde ao desvio padrio residual e exprime a dispersao dos valores do sinal instrumental em
torno da reta de calibragio.

® VT - valor teste

¢ Fi (0,95;1;N-3) - valores tabelados da distribuigdo F de Fisher/Snedecor, para um grau de confianga de

95%.

Através dos resultados obtidos verifica-se que o método é linear no intervalo de
concentragées 0, - 5,0 yg mL-!, para cada uma das substancias em estudo. A analise da regressao
linear, obtida pelo método dos minimos quadrados, demonstrou que os valores de r e r? foram
superiores a 0,995 garantindo, deste modo, o ajuste adequado dos resultados a reta de calibragio.
Além disso, foi demonstrado que o intervalo de intercecao da ordenada na origem nao foi
estatisticamente diferente do ponto zero.

Relativamente a avaliagio da distribuicdo dos residuos ao longo dos valores de
concentragao (ver anexo), nao foram observadas tendéncias, ou seja, todos os residuos
apresentaram um desvio igual ou inferior a 10%, garantindo, desta forma, a homocedasticidade
dos resultados. Por outro lado, através do teste de Mandel ou teste de Fisher/Snedecor foi possivel
demonstrar que o modelo linear proporcionou o melhor ajustamento aos pontos da reta de

calibragao, comprovando desta forma a linearidade do método analitico.
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Paralelamente ao estudo da linearidade, foi possivel demonstrar de forma indireta a
sensibilidade do método, ou seja, a capacidade do método distinguir, com determinado nivel de
confianga, duas concentragdes proximas [233]. Por outras palavras, a sensibilidade é um parametro
que traduz a variagao da resposta em fungao de uma variagao na concentragao da substincia a
analisar. Deste modo, o método sera considerado sensivel se pequenas variagdes na concentragao
(x) originarem grandes alteragoes na resposta medida (y) [209]. Sob o ponto de vista pritico, a
sensibilidade corresponde ao declive da reta e depende, essencialmente, da natureza da substancia
a analisar e da técnica de detecao utilizada. Deste modo, quanto maior for o declive maior sera a
sensibilidade do método. Neste sentido, e de acordo com os resultados obtidos podemos concluir
que o método é mais sensivel para a determinagao da clozapina e norclozapina, do que para a

risperidona e a 9-hidroxi-risperidona.

5.2.4. Limites de Detecidao e Quantificacao

Como referido na secgao 3.8.3, existem varios métodos para a determinagao do LOD e
do LOQ. No entanto, para o desenvolvimento de métodos com base em fungdes lineares, ambos
os limites sao, normalmente, calculados a partir dos parimetros da reta de calibragao. Neste
sentido, o calculo dos limites de detecao e quantificacao foram efetuados com base nas equagoes

2 e 3 e apresentados na Tabela 7.

Tabela 17. Valores dos LOD e LOQ calculados para cada antipsicético em estudo.

Antipsicotico LOD (ug mL™) LOQ (ug mL™")
9-OHRisp 0,055 0,17
RISP 0,052 0,16
NORCLZ 0,052 0,16
CLz 0,055 0,17

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os valores de LOQ obtidos para
todos os antipsicoticos foram superiores ao primeiro ponto da reta de calibragao (0,1 ug mL-').
No entanto, como referido na secgao 3.8.3, o padrao mais baixo da reta de calibragao pode ser
aceite como LOQ se a resposta produzida pelo analito for, no minimo, 5 vezes a resposta da linha
de base obtida pela amostra branca e se o pico do analito for identificavel, discreto e reprodutivel
com uma precisao de até 20% e exatidao + 20% do valor de concentragao nominal [206]. Deste
modo, optou-se por utilizar o primeiro ponto da reta de calibragao (0,1 pg mL-') como o limite

inferior de quantificacdo (LLOQ) para todos os analitos em estudo.
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5.2.5. Precisdao e Exatidao

Entre os pardametros de validagdo do método, a precisao e a exatiddo sao considerados
os mais relevantes, uma vez que, permitem estimar os erros e variagoes associados aos resultados
analiticos [233, 234]. Enquanto que a precisao de um método descreve a proximidade dos valores
analiticos em redor da sua média, a exatidio exprime o grau de concordancia desses valores em
relagao ao valor de referéncia estabelecido como verdadeiro [205]. Sob o ponto de vista pratico,
a precisao pode ser avaliada em termos de repetibilidade e de precisao intermédia, enquanto que
a exatidao pode ser determinada pelo calculo do erro médio relativo (EMR).

Neste trabalho, a precisao e a exatidao foram avaliadas conjuntamente através da analise
de amostras brancas de urina fortificadas com os antipsicéticos em estudo, a trés niveis de
concentragao, incluindo um nivel baixo (0,1 pg mL-'), um nivel médio (2,5 pg mL-') e um nivel alto
(5 pg mL-") da reta de calibragao. Para cada uma destas concentragoes, foram efetuadas 6 réplicas,
para avaliar a precisao intra-dia (repetibilidade), enquanto que para a precisao intermédia e a
exatiddo foram analisadas trés réplicas, de cada nivel, durante cinco dias nao consecutivos (n =
I5). Depois de aplicado o método, a precisao foi expressa pela medidas de dispersao (desvio
padrao e coeficiente de variagao), enquanto que a exatidao foi avaliada pelo EMR. Os resultados

deste estudo encontram-se descritos nas tabelas 18 e 19.

Tabela 18. Resumo dos resultados obtidos para a determinagao da repetibilidade.

s Nivel de Concentragdo Média das dreas relativas B s ) Repetibilidade

(ug mL™) (4rea analito/area PI) (CV %) (n=6)

0,1 0,051 0,0092 18

9-OHRisp 2,5 1,22 0,044 3,6
5,0 2,46 0,11 4,4

0,1 0,069 0,0050 7,2

RISP 2,5 1,76 0,063 3,6
5,0 3,55 0,16 4,4

0,1 0,14 0,018 13

NORCLZ 2,5 3,37 0,12 3,7
5,0 6,8 0,30 4,4

0,1 0,18 0,020 12

CLzZ 2,5 3,64 0,11 2,9
5,0 6,4 0,12 2,8

92



Resultados e Discussao

Tabela 19. Resumo dos resultados obtidos para a precisao intermédia e exatiddo.

Concentragiao isa

Analito (g mL";; Repeti?ilidade Preci'sio gntre inF;;?’(r:rI\séaia (E/V E[‘;R
Tedrica Obtida 0 ensaios (Srun) ) (%) (%)

0,1 0,11 0,015 0,008 0,15 I 12
9-OHRisp 2,5 2,48 0,094 0,049 0,38 1,0 -0,93
5,0 5,01 0,087 0,049 0,37 0,2 0,23

0,1 0,11 0,021 0,008 0,17 13 10
RISP 2,5 2,48 0,046 0,007 023 Il -0,78
5,0 5,01 0,056 0,029 0,29 0,3 0,19

0,1 0,11 0,013 0,012 0,16 12 12
NORCLZ 25 2,48 0,053 0,014 0,26 LI -0,93
5,0 5,01 0,088 0,049 0,37 0,3 0,23

0,1 0,12 0,013 0,016 0,17 15 20

CLz 2,5 2,46 0,048 0,022 0,26 1,4 -1,5
5,0 5,02 0,092 0,050 0,38 0,3 0,39

Através da andlise dos resultados, pode-se afirmar que a repetibilidade e a precisao

intermédia se mantiveram dentro dos valores regulamentados, com um CV igual ou inferior a

120% no LLOQ e de £15% nos restantes calibradores [235]. Da mesma forma que os ensaios de

precisao, os valores de EMR da exatidio se mantiveram dentro dos valores regulamentados de

*+15% da concentracao nominal para todos os calibradores e de +20% da concentragao nominal

dos LLOQ [235]. Adicionalmente, a presenca de erros sistematicos (tendéncias) também foi

investigada para este parametro. Para tal, aplicou-se o teste de t-student, de forma a verificar se a

recuperacao média era estatisticamente diferente da unidade. Os resultados obtidos encontram-

se descritos na tabela seguinte.

Tabela 20. Resumo dos resultados obtidos no teste de t-student para o estudo dos erros sistematicos

associados a recuperagao do método.

Aidfaiias Concentr_algio — , Critério de decisao
(ng mL7) exp texp < terie(N-150,95)
0,1 11
9-OHRisp 2,5 99 2,16 2,78
5,0 100
0,1 10
RISP 2,5 99 1,58 2,78
5,0 100
0,1 112
NORCLZ 2,5 99 1,91 2,78
5,0 100
0,1 120
CLz 2,5 98 2,54 2,78
5,0 100
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Os resultados obtidos evidenciam que t,y, < t.;+ para um intervalo de confianga de 95%
para todos os compostos estudados, comprovando-se, deste modo, a auséncia de erros
sistematicos e a exatidio do método. Além disso, os valores das taxas de recuperagao encontram-
se no intervalo de valores, definido por uma margem de erro de 20% que varia entre 80 a 120%

[210].

5.2.6. Eficiéncia de Extracio

A maioria dos processos de extragao levam a perda de analito por particao incompleta ou
adsorgao, tornando-se, por isso, imprescindivel avaliar a capacidade de recuperagiao do processo
analitico, ou seja, a sua eficiéncia de extragao (EE) [209]. Assim sendo, o estudo da eficiéncia de
extragao foi realizado segundo o procedimento descrito na secgdo 3.8.6 e os resultados
apresentados na Tabela 21. No que respeita aos critérios de aceitagao definidos para este estudo,

os valores obtidos devem ser reprodutiveis e preferencialmente com um valor minimo de 75 %.

Tabela 21. Resultados da eficiéncia de extragio.

o fm B EE (%)
Antipsicoticos T T 5
0,1 pgmL 2,5 pgmlL 5 pg mL
9-OHRisp 80 94 95
RISP 87 94 94
NORCLZ 83 94 93
CLz 76 88 96

Recorrendo a Tabela 21, verifica-se que os resultados obtidos para os quatro compostos
apresentam recuperagoes médias na ordem dos 89,8% para a 9-hidroxi-risperidona, 91,5% para a
risperidona, 89,8% para a norclozapina e 86,7% para a clozapina. Estes resultados estdo de acordo
com os reportados na literatura, usando a MEPS na extragio de antipsicoticos a partir de amostras
biologicas [94, 142, 187, 188].

Apesar dos critérios de aceitacao definidos para este estudo, em geral é preferivel obter
resultados precisos, mesmo que a percentagem de recuperagao seja baixa [209]. De acordo com
Dadgar et al. (1995) [236], por vezes é preferivel sacrificar a recuperagao do método em prol de
uma maior seletividade, desde que o método demonstre ter sensibilidade, precisao e exatidao
adequadas.

No entanto, uma vez que os valores de recuperacio deste estudo se revelaram
satisfatorios, pode-se considerar que a técnica por MEPS é adequada para a extragio dos

antipsicéticos em amostras de urina.
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5.3. Aplicacdao da metodologia em casos reais

Apos a validagao analitica, o método otimizado foi aplicado a 23 amostras de urina,
provenientes de pacientes internados na Casa de Salde S. Jodo de Deus do Funchal, sob
tratamento com clozapina e/ou risperidona.

Tendo em conta que o tempo de detegao de um farmaco depende essencialmente da
dose, da sensibilidade do método utilizado e sua preparagao, da via de administragao e do tempo
de tratamento (crénico ou agudo), neste estudo foram selecionados apenas os pacientes cujo
tempo de tratamento era de, pelo menos, | ano. A Tabela 22 apresenta alguma informagao
adicional acerca do tratamento dos pacientes, como os farmacos administrados e respetiva
posologia, o tempo de tratamento e o tempo decorrido desde a ultima administragao até a recolha

da amostra.

Tabela 22. Informagao acerca do tratamento dos pacientes.

Paciente Idade Dosagem terapéutica Yi? de = Tempo de Te'?"'°.° decorriqo defde 2
administragio tratamento (anos) ltima administragao

I 30 CLZ 100 mg Oral 10 Informagao indisponivel
2 28 RISP 2 mg Oral 5 Informagao indisponivel
3 43 RISP 3mg Oral 15 Informagao indisponivel
4 65 CLZ 100 mg Oral 20 Informagao indisponivel
5 27  CLZ 100 mg Oral 9 Informagao indisponivel
6 39 RISP 2 mg Oral 15 Informacao indisponivel
7 58  RISP 3 mg Oral 20 Informagao indisponivel
8 34 CLZ 100 mg Oral 7 Informacao indisponivel
9 50 CLZ 100 mg Oral 20 Informagao indisponivel
10 26 CLZ 100 mg Oral 4 Informacao indisponivel
I 43 RISP 2 mg Oral 12 Informagao indisponivel
12 25 RISP 2 mg Oral 3 Informacao indisponivel
13 39 CLZ 100 mg Oral 15 Informagao indisponivel
14 35 CLZ 100 mg Oral 15 Informagao indisponivel
15 48  CLZ 100 mg Oral 24 Informagao indisponivel
16 76  CLZ 100 mg Oral 21 I5h
17" 40 CLZ 100 mg RISP 3 Oral 10 I5h

mg
18" 56 CLZ 100 mg; RISP 3 Oral 3 2h

mg
19* 53 CLZ 100 mg, RISP 3 Oral 3 3h

mg
20" 45 CLZ 100 mg, RISP 3 Oral ) 4h

mg
21" 47  RISP 2 mg Oral 2 30 min
22* 51 CLZ 125 mg e 25 mg Oral 3 30 min
23" 48 CR:|LsZP 3|0n(:gmg e 25 mg, Oral 3 30 min

* Pacientes cujo tratamento implica a administragio concomitante de outros fairmacos como por exemplos os
antiparkinsoénicos, estabilizadores de humor, benzodiazepinas, outros antipsicéticos, etc.
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Para cada amostra foi efetuada a sua preparagio em triplicado e injetada no sistema
cromatografico UHPLC-PDA, onde foi efetuada a quantificagio dos compostos em estudo. As
Figuras 29 e 30 ilustram alguns exemplos representativos de cromatogramas obtidos para algumas

amostras. As concentragoes dos antipsicoticos sao apresentadas na Tabela 23.
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Figura 29. Cromatogramas obtidos das amostras de urina dos pacientes (A) | e (B) 12.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos da amostra de urina do paciente 18: (A) 237 nm e (B) 239 nm.
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Tabela 23. Concentragoes obtidas nas amostras de urina provenientes de pacientes sob tratamento com
os farmacos risperidona e clozapina.

Concentragao (ug mL")

Paciente Farmaco administrado

9-OHRisp RISP NORCLZ CLz
| CLZ 100 mg - - 0,49 £ 0,01 0,32 £ 0,01
2 RISP 2 mg 0,76 £0,02 1,23 £ 0,02 - -
3 RISP 3mg <LLOQ <LLOQ - -
4 CLZ 100 mg - - <LLOQ <LLOQ
5 CLZ 100 mg - - 0,18 £0,01 <LLOQ
6 RISP 2 mg 0,32 +£0,01 0,31 £0,05 - -
7 RISP 3 mg 0,38 £ 0,01 <LLOQ - -
8 CLZ 100 mg - - 1,53 + 0,05 0,77 £ 0,04
9 CLZ 100 mg - - 1,45 £ 0,01 0,48 £ 0,09
10 CLZ 100 mg - - 0,94 £ 0,19 0,86 £ 0,10
I RISP 2 mg <LLOQ 0,13 +£0,0l1 - -
12 RISP 2 mg 1,04 £ 0,05 0,80 £ 0,04 - -
13 CLZ 100 mg - - 1,70 £ 0,02 0,92 £ 0,04
14 CLZ 100 mg - - 1,94 £ 0,11 n.d.?
15 CLZ 100 mg - - n.d. n.d.
16 CLZ 100 mg - - 0,12 £0,01 <LLOQ
17 CLZ 100 mg, RISP 3 mg I,LI1£0,04 1,38+0,01 1,54 £ 0,13 0,92 £ 0,02
18 CLZ 100 mg; RISP 3 mg 0,29 £ 0,02 0,28 +0,01 1,07 £ 0,01 0,10 £ 0,003
19 CLZ 100 mg, RISP 3 mg n.d. 1,31 £ 0,08 1,08 + 0,33 n.d.
20 CLZ 100 mg, RISP 3 mg 0,52+0,04 023+0,02 2,08+0,13 0,14 £0,01
21 RISP 2 mg 0,78 £ 0,03 0,38 £ 0,02 - -
22 CLZ 125 mg e 25 mg - - 0,21 £ 0,01 n.d.
23 CLZ 100 mg e 25 mg, RISP3 mg 0,27 + 0,02 <LLOQ 0,45 £ 0,08 0,28 £ 0,01

?n.d. - nao detetado

Apos a visualizagao cromatografica, constatou-se que a forma e resolugao dos picos de
cada antipsicético sao muito semelhantes aos obtidos usando a amostra de urina branca fortificada.
No entanto, verificaram-se algumas interferéncias proximas aos tempos de retengao dos analitos
em estudo. Estas interferéncias poderao ser outros metabolitos dos antipsicoticos em estudo ou
outros compostos provenientes da administragdo concomitante de outros farmacos.

Relativamente a metodologia por MEPS/UHPLC-PDA, a gama de concentragoes
encontrada para as amostras de urina provenientes de pacientes em tratamento com risperidona
variou entre 0,13 e 1,38 pg mL-! para o composto principal e entre 0,27 e I,I1 yg mL-! para o
metabolito ativo, 9-hidroxi-risperidona. Estes resultados estao de acordo com os obtidos por
Mandrioli et al. (201 1) [94], na determinagao da risperidona e do seu metabolito ativo em amostras
de plasma, urina e saliva.

Para as amostras de urina provenientes de pacientes em tratamento com clozapina, o
intervalo de concentragoes variou entre 0,10 e 0,92 pg mL-! para a clozapina e 0,12 e 2,08 ug mL-

I para o metabolito ativo, norclozapina. Souza et al. (2015) [189] obtiveram valores semelhantes
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para a determinacao da clozapina em amostras de plasma provenientes de pacientes em
tratamento com este farmaco.
Deste modo, através da analise das 23 amostras reais, demonstrou-se a aplicabilidade da

metodologia analitica descrita neste trabalho.
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6. Conclusio

Este projeto teve como objetivo desenvolver e validar uma metodologia analitica, baseada
na MEPS seguida de analise por UHPLC-PDA, para a detegio e quantificacao de clozapina,
risperidona e os seus metabolitos ativos, norclozapina e 9-hidroxi-risperidona, em amostras de
urina. Depois de uma selegao cuidadosa das condigoes cromatograficas, foi demonstrado que a
separagao dos antipsicéticos e dos respetivos metabolitos poderia ser conseguida em menos de
10 min, com uma boa resolugao cromatografica. Além disso, a combinagao do curto tempo de
corrida com um fluxo na ordem dos 250 pL mL-!, permitiu reduzir drasticamente o consumo de
solventes, tornando esta técnica, ndo sé mais econémica, como também amiga do ambiente. Por
outro lado, a detegiao por fotodiodos revelou-se uma alternativa econémica quando comparada
com os equipamentos mais sofisticados e dispendiosos, como por exemplo o detetor de
espetrometria de massa, tornando esta metodologia mais acessivel a outros laboratoérios.

No que diz respeito ao procedimento de extragao propriamente dito, a MEPS foi a técnica
selecionada para este estudo, dada a sua versatilidade, simplicidade, rapidez e baixo custo, que a
torna atrativa do ponto de vista analitico, econdmico e ambiental. Apos a otimizagao das diversas
variaveis que afetam o desempenho da MEPS, a validagao desta metodologia foi avaliada, em termos
de seletividade, linearidade, limites de detegao e quantificagdao, precisao, exatidao e eficiéncia de
extracao. O método validado mostrou um desempenho satisfatorio em termos de seletividade,
linearidade, eficiéncia de extragao, precisao e exatidao. Além disso, as concentragoes de clozapina,
risperidona e dos seus metabolitos determinadas em amostras reais, permitiu evidenciar a
capacidade do método para identificar e quantificar este tipo de substancias.

No entanto, o método analitico apresentado pode, em algumas vertentes, ser melhorado.
A validagio, a titulo de exemplo, poderia ter integrado a avaliagao de outros parametros analiticos,
nio menos importantes, como a estabilidade das substincias estudadas em ciclos de
congelagiao/descongelagao, o que é uma realidade num laboratério de toxicologia. Por outro lado,
a preparagao das amostras pode ser melhorada com a finalidade de diminuir as interferéncias que
se verificaram durante a analise de algumas amostras reais. Como referido durante a discussao
dos resultados, por vezes é preferivel sacrificar a recuperagio do método em prol de uma maior
seletividade, desde que o método demonstre ter sensibilidade, precisio e exatidao adequadas.

De uma forma geral, estes resultados promissores sugerem que esta metodologia pode
ser potencialmente Util para quantificar cada uma destas substancias, assim como outros farmacos,
nao s6 em amostras de urina, como também noutras matrizes, constituindo uma alternativa as
metodologias convencionais existentes. Adicionalmente, este método pode encontrar uma
aplicabilidade relevante na pratica clinica, especialmente na monitorizagao terapéutica bem como

no estudo de casos de intoxicagao mortais, no ambito da Toxicologia Forense.
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Anexo | - Método dos Minimos Quadrados [237, 238]

A forma algébrica da equagdo de uma reta é dada por:

y=ax+b (equagio 2)
Onde:
a Declive da reta
b Ordenada na origem
X Valores individuais da concentragao conhecida na solugao padrao
Esta reta é formada por um conjunto de pares ordenados e independentes, (X1, ¥1);---; (Xn, Yn)

onde n é o numero de pontos da reta. A média dos valores de x (concentracao dos padroes
utilizados) representa-se por X e a média dos valores de y (sinal instrumental) representa-se por

y, e a posicao (X, y) é designada de centrdide.

O cdlculo do coeficiente de correlagao, r, pode ser usado como um dos parametros para avaliar
uma calibragao analitica:

. 2i{(x; =)y — )} (equacio 14)

VIE: (i = D6 - 93]

As retas de calibragdo devem apresentar valores de r superiores a 0,995, no entanto quanto mais
proximo do valor de | (correlagao positiva) ou de -1 (correlagao negativa) estiver este coeficiente
melhor serd a qualidade dos resultados. Para o célculo de r é necessario ter em conta algumas
precaucoes para que nio se cometam erros de interpretagao, pois um bom valor de r nao é
sinonimo da existéncia de uma relagao linear. Assume-se ainda que todos os erros associados aos

valores de x sdao desprezaveis face aos valores de y.

O coeficiente de determinagao da reta, r2, é dado pelo quadrado do coeficiente de correlagao.

Neste método os coeficientes a e b da reta sao dados por:

LI = D0 =) (cquacio 15)

XL G — )2

b=y—ax (equagao 16)
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Onde:
X Valores individuais de concentragao conhecida na solugao padrao
y Valores individuais do sinal instrumental
X Média dos valores de x
y Média dos valores de y

Os coeficientes a e b dao uma estimativa verdadeira da fun¢do que é limitada pela dispersao
inevitavel do método. A precisiao da estimativa é quantificada pelo desvio padrao residual (Sy/ )
X

da reta:

alyi = (b + ax;)]? (equagio 17)
N-2

S =
Y/x
Este desvio padrao exprime a dispersao dos valores do sinal em torno da reta de calibragao. Os
desvios padrao do declive, S, e da ordenada na origem, S, sao dados por:
S
Y/x

Jm (equagao 18)

N 2
i=1%i

N E, 0 — %)?

Sg =

Sb = Sy/x (equagio |9)

E podem ser usados para calcular os limites de confianga de a e b:

azttS, (equagao 20)
b+ tS, (equagio 21)

Sendo t o valor da varidvel de Student para o nivel de confianca desejado de (n-2) graus de

liberdade.

Calculo da concentracao

Apos ter determinado o declive e a ordenada na origem de uma reta de regressao, pode-se calcular
o valor de x correspondente a um valor médio de y. A concentragao de uma amostra por

interpolacao da reta de calibragao é calculada pela seguinte equacao:
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(equagao 22)

Desvio padrao do método (Sm)

Este parametro permite ao analista verificar a qualidade do seu trabalho:

S, =—% (equagao 23)

Coeficiente de variagao do método (CVy,)

a

S i
V= ?’” x 100 (equagdo 24)
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Anexo 2 - Teste de Mandel ou de Fisher/ Snedecor [237, 238]

A linearidade pode ser avaliada estatisticamente, de acordo com a norma ISO 8466-1, pelo teste

de Fisher/Snedecor ou teste de Mandel.

A partir do conjunto de resultados obtidos (sinal instrumental versus concentragao), conjunto de

pares ordenados, calcula-se a fungido de calibragao (ISO 8466-1) e a fungao de calibragao nao-

linear (ISO 8466-2), bem como os respetivos desvios padrao residuais, Sy/x e Sz, do seguinte

modo:

Zliv—1(3’i - }71)2 (e ao 2
= |&=it Y quagao 25)
Sy/x N -2

s, = 2 —V2)? (equagao 26)
Y N-3

Onde

N Numero de padrées de calibragao
Vi Sinal obtido para um padrao de determinada concentragao

Sinal estimado pela fungao de calibragao linear para um padrao da mesma
N concentragao

. Sinal estimado pela fungao de calibragao polinomial do segundo grau para um
Yiz padrao da mesma concentragao

Calcula-se a diferenca de variancias (DS?) através da equagio:

DS?=(N-2) xSy, —(N=3)x5p (equagio 27)

Obtém-se o valor teste, VT:

(equagio 28)

O valor teste (VT) é comparado com o valor tabelado da distribuicao F de Fisher/Snedecor, para

um grau de confianca de 95%.

Critérios de aceitacao:
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a) Se VT = Fpgs;;n-3: 2 fungdo de calibragao polinomial nao conduz a um ajustamento
significativamente melhor, e por isso, a funcao de calibragao é linear.

b) Se VT 2 Fpgs;1;n-3): 2 fungdo de calibragdo é nao linear e por isso a gama de trabalho deve
ser reduzida tanto quanto possivel de forma a cumprir a alternativa a). Caso nao seja

possivel, devera ser utilizada uma fungao de calibragao nao linear.
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Anexo 3 - Analise de Residuos [238]

Um bom indicador da linearidade ¢é a determinagao dos residuos, a qual se baseia na avaliagdo da
distincia entre os valores de y experimentais e os valores de y’ ideais da reta de calibragao. Uma
representagao grafica destes valores em fungao das concentragoes deve dar origem a um conjunto
de pontos que se dispoem aleatoriamente em torno do eixo dos x. Caso contrario podera ser
indicativo de que a fungcao que melhor se ajusta ao conjunto de pontos experimentais podera ser

uma reta e nao uma reta.

Para admitir a existéncia de linearidade numa determinada gama de concentragao, foi definido que
os valores deviam ter um desvio igual ou inferior a 10 %, ou seja, estar compreendidos entre 0 e
10 %. Sempre que existirem residuos que apresentem um desvio superior a |0 % devem ser
excluidos, reduzindo a gama de concentragoes e aplicando-se novamente o teste até que estes

requisitos sejam satisfeitos.

Calcula-se a concentragao estimada (y’) com base na equagio da reta obtida para o composto em

questao:
y =ax+b (equagao 29)
Onde:
a Declive da reta
b Ordenada na origem (correspondente a equagao da reta de calibragao para o
analito)
X Valores individuais da concentragao da solugao padrao

O residuo representa o quociente entre os valores experimentais e os valores estimados da

diferenca de potencial da reta de calibragao, em percentagem.

Apos o cdlculo destes valores, foi tragado um grafico de residuos (%) versus concentragao.
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Anexo 4 - Estudo estatistico da Linearidade

A.4.1. Resultados estatisticos da linearidade da 9-hidroxirisperidona

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo

Linearidade 9-OHRisp

R multiplo 0,999308184 © 2,5 o ®
Quadrado de R 0998616847 & ? YO e
Quadrado de R ajustado 0,998340217 E L5 ° ' N
Erro-padrio 0,038565153 £ ! °
Observagtes 7 O’Z .
0 1 2 3 4 5
Conc (ug mL?)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressdo 1 5,368944365 5,368944365 3609,93 2,41696E-08
Residual 5 0,007436355 0,001487271
Total 6 5,37638072
Coeficientes Erro-padréo Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,002198018 0,025291572 -0,086907149 0,934118 -0,067212075 0,062816038
Conc (ug/mlL) 0,493910803 0,008220517 60,08269298 2,42E-08 0,472779291 0,515042315
Grafico de residuos
RESULTADO RESIDUAL
0,08
Observagéo Previsto Average (Astd/AlS)  Residuais 0,06 N
1 0,047193062 0,000439318 0,04
2 0,244757383 0,012021782 § 0,02
3 0,738668186 -0,005814956 % 0 e - °
4 1,232578988 -0,000581171 « 0,02 0 1 2 3 4 5 6
5 1,726489791 -0,045206647 ¢
6 2,220400594 0,066729141 004 :
7 2,467355995 -0,027587466 -0,06
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A.4.2. Resultados estatisticos da linearidade da risperidona

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo

EN

Lineraidade RISP

R multiplo 0,999368732 o3 y=0,7297x- 0,0315 s
Quadrado de R 0998737862 % RE08T e
Quadrado de R ajustado 0,998485435 g2 o
Erro-padrdo 0,054421215 :T;' 1 c
Observagoes 7 0 lo—®
0 1 2 3 4 5 6
Conc (pg mL?)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressdo 1 11,71793882 11,71794 3956,533 1,92239E-08
Residual 5 0,014808343 0,002962
Total 6 11,73274716
Coeficientes Erro-padréo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,031526963 0,035690202 -0,88335 0,41749 -0,123271547 0,060217621
Conc (pug/mL) 0,729675369 0,011600382 62,90098 1,92E-08 0,699855636 0,759495101
RESULTADO RESIDUAL Gréfico de residuos
0,1 o
Observagdo Previsto Average Astd/AIS  Residuais

1 0,041440574 0,024621058 0,05

2 0,333310721 -0,023980279 2 @

3 1,06298609 0,001149796 é 0 - S

4 1,792661459 -0,007305029 & P oo 1t ? e

5 2,522336827 -0,030831662 -0,05

6 3,252012196 0,095507708

7 3,616849881 -0,059161591 01

Conc (pug mL?)

127



Anexos

A.4.3. Resultados estatisticos da linearidade da norclozapina

SUMARIO DOS RESULTADOS Linearidade NORCLZ

Estatistica de regresséo 8
R multiplo 0,999135243 s 6 y= 1;{323_0(1;9;;;567 -
Quadrado de R 0,998271233 = Y ®
Quadrado de R ajustado 0,997839042 24 .
Erro-padriio 0,107510779 Z2 o
Observagdes 6 0 Jo—®
0 1 2 3 4 5 6
Conc. (ug mL?)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 26,69784476 26,69784476 2309,788358 1,12138E-06
Residual 4 0,04623427 0,011558568
Total 5 26,74407903
Coeficientes Erro-padrdo Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,076251955 0,091606969 0,832381602 0,45200338 -0,178089764 0,330593675
0,1 1,324943291 0,027568377 48,06025757 1,12138E-06 1,248401206 1,401485376

Grafico de residuos
RESULTADO RESIDUAL

0,1 =)
Observagio Previsto Average Astd/AlS Residuais
1 0,738723601 -0,010600278 0,05 o o
2 2,063666892  0,03944309 E
3 3,388610182 -0,027936252 2 0 °
] 0 1 2 3 4 5 6
4 4,713553473  0,041187314 « <
5 6,038496764 -0,094579809 -0,05
6 6,70096841 0,098248594

0,1 °
Conc. (ug mL?)
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A.4.4. Resultados estatisticos da linearidade da clozapina

SUMARIO DOS RESULTADOS

Estatistica de regresséo

Linearidade CLZ

R multiplo 0,999044305 J y = 1,4492x + 0,0173 o
Quadrado de R 0,998089524 £ R?=0,9986
Quadrado de R ajustado 0,997611905 T4 .
Erro-padrdo 0,12417217 \g P o
Observagoes 6 o Je
0 2 3 4 5 6
Conc. (pg mL?)
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significancia
Regressdo 1 32,22080637 32,22080637 2089,718864 1,36959E-06
Residual 4 0,061674911 0,015418728
Total 5 32,28248128
Coeficientes Erro-padrdo Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,006799343 0,105803681 -0,064263762 0,951843602 -0,300557454  0,286958769
0,1 1,45555088 0,031840763 45,71344292 1,36959E-06 1,367146751 1,543955009
RESULTADO RESIDUAL
Grafico de residuos
Observagdo Previsto Average Astd/AlS Residuais 01 -
1 0,720976097 0,064152055
2 2,176526978 0,074868048 0,05 -
3 3,632077858 -0,080330715 2
4 5,087628738 -0,090578114 ;E 0 T T T T T )
5 6,543179618 0,007382173 g 1 2 3 4 5 6
6 7,270955058 0,092298625 0,05 -
7 7,328459499 0,065481808
-0,1 -

Conc. (pug mL?)
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Anexo 5 - Estudo estatistico da precisdao e exatiddo

A.5.1. Resultados estatisticos da precisdo intermédia e da exatidao para a 9-hidroxi-

risperidona.
Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 4° Dia 52 Dia
Equagdo da reta y=0,4996x - 0,0067 |y=0,4925x + 0,0024 | y=0,4862x - 0,0048 | y=0,4485x + 0,0206 | y=0,5185x - 0,0223
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Média 0,125 0,110 0,111 0,093 0,121
Recuperagdo (%) 124,9 110,2 110,6 93,1 120,8
Recuperagdo Média (%) 111,9
Desvio padrao 12,32
CV (%) 11,0
N (n2 dias) 5
Texp 2,16
Tcrit 2,78
Incerteza de R% 5,5
Incerteza padrdo rel. 0,055
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,451 2,480 2,479 2,514 2,459
Recuperagdo (%) 98,0 99,2 99,2 100,5 98,4
Recuperagao Média (%) 99,1
Desvio padrao 0,97
CV (%) 1,0
N (n2 dias) 5
Texp 2,16
Teit 2,78
Incerteza de R% 0,4
Incerteza padrao rel. 0,004
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 5,024 5,010 5,010 4,993 5,020
Recuperagao (%) 100,5 100,2 100,2 99,9 100,4
Recuperagdo Média (%) 100,2
Desvio padrao 0,24
CV (%) 0,2
N (n2 dias) 5
Texp 2,16
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,1
Incerteza padrao rel. 0,001
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A.5.2. Resultados estatisticos da precisdo intermédia e da exatiddo para a risperidona.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
Equacdo dareta y=0,7245x - 0,0171 | y=0,7120x - 0,0043 | y=0,7004x - 0,0067 | y=0,6539x + 0,0118 | y=0,7501x - 0,0312
Gama Baixa 0,1 pg/mL
Média 0,123 0,108 0,111 0,087 0,121
Recuperagdo (%) 122,8 108,0 110,7 87,5 121,1
Recuperagdo Média (%) 110,0
Desvio padrao 14,13
CV (%) 12,8
N (n2 dias) 5
Texp 1,58
Teit 2,78
Incerteza de R% 6,3
Incerteza padrao rel. 0,063
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,455 2,484 2,479 2,525 2,459
Recuperagdo (%) 98,2 99,4 99,2 101,0 98,3
Recuperagdo Média (%) 99,2
Desvio padrao 1,11
CV (%) 1,1
N (n2 dias) 5
Texp 1,58
Teit 2,78
Incerteza de R% 0,50
Incerteza padrao rel. 0,005
Gama Baixa 5,0 pug/mL
Média 5,022 5,008 5,010 4,988 5,020
Recuperagdo (%) 100,4 100,2 100,2 99,8 100,4
Recuperagdo Média (%) 100,2
Desvio padrao 0,27
CV (%) 0,3
N (n2 dias) 5
Texp 1,58
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,12
Incerteza padrdo rel. 0,001
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A.5.3. Resultados estatisticos da precisio intermédia e da exatidio para a

norclozapina.

Data 12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
Equagdo dareta y=0,7245x - 0,0171 [ y=0,7120x - 0,0043 [ y=0,7004x - 0,0067 |y=0,6539x + 0,0118| y=0,7501x - 0,0312
Gama Baixa 0,1 pg/mL

Média 0,125 0,109 0,113 0,090 0,122
Recuperacdo (%) 125,4 108,7 112,6 90,3 122,0
Recuperagdo Média (%) 111,8
Desvio padrao 13,81
CV (%) 12,4
N (n2 dias) 5
Texp 1,91
T 2,78
Incerteza de R% 6,2
Incerteza padrao rel. 0,062
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,450 2,483 2,475 2,519 2,457
Recuperagdo (%) 98,0 99,3 99,0 100,8 98,3
Recuperagdo Média (%) 99,1
Desvio padrao 1,08
cV (%) 1,1
N (ne dias) 5
Texp 1,91
Toi 2,78
Incerteza de R% 0,48
Incerteza padrdo rel. 0,005
Gama Baixa 5,0 pg/mL
Média 5,024 5,008 5,012 4,991 5,021
Recuperagdo (%) 100,5 100,2 100,2 99,8 100,4
Recuperagdo Média (%) 100,2
Desvio padrao 0,27
CV (%) 0,3
N (n2 dias) 5
Texp 1,91
Ton 2,78
Incerteza de R% 0,12
Incerteza padrdo rel. 0,001
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A.5.4. Resultados estatisticos da precisdao intermédia e da exatiddo para a clozapina.

Data

12 Dia

22 Dia

32 Dia

4° Dia

52 Dia

Equagdo da reta

y=1,1103x + 0,7377

y=1,1674x + 0,6845

y=1,1482x + 0,8341

y=1,1283x + 0,8617

y=1,1643x + 0,6782

Gama Baixa 0,1 pg/mL

Média 0,124 0,097 0,112 0,122 0,146
Recuperagdo (%) 124,4 97,5 111,7 121,9 146,0
Recuperagdo Média (%) 120,3
Desvio padrao 17,85
CV (%) 14,8
N (n2 dias) 5
Texp 2,54
Teit 2,78
Incerteza de R% 8,0
Incerteza padrao rel. 0,080
Gama Baixa 2,5 pg/mL
Média 2,452 2,505 2,477 2,457 2,410
Recuperagdo (%) 98,1 100,2 99,1 98,3 96,4
Recuperagdo Média (%) 98,4
Desvio padrao 1,40
CV (%) 14
N (n2 dias) 5
Texp 2,54
Teit 2,78
Incerteza de R% 0,6
Incerteza padrao rel. 0,006
Gama Baixa 5,0 pug/mL
Média 5,023 4,998 5,011 5,021 5,044
Recuperagdo (%) 100,5 100,0 100,2 100,4 100,9
Recuperagdo Média (%) 100,4
Desvio padrio 0,34
CV (%) 0,3
N (n2 dias) 5
Texp 2,54
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,2
Incerteza padrdo rel. 0,002
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