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RESUMO

DETERMINACAO DE ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS EM SANGUE TOTAL
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS
EMPREGANDO MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

AUTOR: DENER GOMES BERLATO
ORIENTADOR: PROF. DR. ANDRE VALLE DE BAIRROS

Os medicamentos psicoativos sdo 0s principais agentes envolvidos em casos de
intoxicacdo segundo o Centro de Informacdes Toxicoldgicas do Rio Grande do Sul
(CIT-RS) e o Sistema Nacional de Informa¢des Toxico-Farmacoldgicas (Sinitox).
Dentro das classes de medicamentos envolvidas destacam-se a classe dos
antidepressivos triciclicos (ADTs), gerando efeitos severos em casos de intoxicacao,
com efeitos cardiotoxicos, podendo ser fatal. A técnica extrativa foi baseada na
microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME) utilizando hexano como solvente
extrator de baixa densidade e metanol como solvente dispersor. O sangue total foi a
matriz biol6gica de escolha para determinacdo dos antidepressivos triciclicos
amitriptilina, imipramina e doxepina e seus respectivos produtos de biotransformacéao
nortriptilina e desipramina. As amostras foram analisadas por cromatografia liquida
com detector de arranjo de diodos, afim de auxiliar em casos de intoxicagéo oriundos
do Hospital Universitario de Santa Maria localizado na Universidade Federal de Santa
Maria (HUSM-UFSM). O limite de quantificacdo foi de 10 ng/mL para amitriptilina e
doxepina, 20 ng/mL para nortriptilina e 30 ng/mL para imipramina e desipramina. A
fase movel foi contituida por tampao KH2PO4 (pH 2,5) e metanol (60:40) com fluxo de
1,2 mL/min. O comprimento de onda para a analise foi doxepina, amitriptilina e
nortiptilina em 239 nm, imipramina e desipramina em 249 nm e o padrdo interno
medazepam 255 nm. A DLLME desenvolvida em sangue total para determinacdo de
ADTs desenvolvida mostrou ser uma método simples, confiavel, robusta e reprodutivel
podendo ser empregado nos laboratoérios de toxicologia.

Palavras-chave: Microextracdo liquido-liquido dispersiva; Antidepressivo triciclico,
Cromatografia liquida; DLLME; Sangue total






ABSTRACT

DETERMINATION OF TRICYCLIC ANTIDEPRESSANTS IN WHOLE BLOOD BY
LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH DIODE DIARRAY DETECTOR EMPLOYING
DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION

AUTHOR: DENER GOMES BERLATO
ADVISOR: PROF. DR. ANDRE VALLE DE BAIRROS

Psychoactive drugs are the main agents involved in cases of intoxication according to
the Toxicological Information Center of Rio Grande do Sul (CIT-RS) and the National
Toxic-Pharmacological Information System (Sinitox). Within the classes of drugs
involved, the class of tricyclic antidepressants (ADTs) stands out, generating severe
effects in cases of intoxication, with cardiotoxic effects, which can be fatal. The
extractive technique was based on dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME)
using hexane as low density extracting solvent and methanol as dispersing solvent.
Whole blood was the biological matrix of choice for the determination of the tricyclic
antidepressants amitriptyline, imipramine and doxepin and their respective
biotransformation products nortriptyline and desipramine. The samples were analyzed
by liquid chromatography with a diode array detector, in order to assist in cases of
poisoning from the University Hospital of Santa Maria located at the Federal University
of Santa Maria (HUSM-UFSM). The limit of quantification was 10 ng/ml for amitriptyline
and doxepin, 20 ng/ml for nortriptyline and 30 ng/ml for imipramine and desipramine.
The mobile phase was constituted by KH2PO4 buffer (pH 2.5) and methanol (60:40)
with a flow rate of 1.2 ml/min. The wavelength for the analysis was doxepin,
amitriptyline and nortiptyline at 239 nm, imipramine and desipramine at 249 nm and
the internal standard medazepam 255 nm. The DLLME developed in whole blood for
the determination of ADTs developed proved to be a simple, reliable, robust and
reproducible method that can be used in toxicology laboratories.

Palavras-chave: Dispersive liquid-liquid microextraction; Tricyclic antidepressant;
Liquid chromatography; DLLME; Whole blood.
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1. INTRODUCAO

Os medicamentos sado 0s principais agentes responsaveis por intoxicacdes no
Brasil, responsaveis por quase 14 mil casos registrados no pais conforme o ultimo
dado divulgado pelo Sistema Nacional de Informac¢fes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX) (SINITOX, 2017). No ano de 2019, somente no estado do Rio Grande do
Sul, o nimero de pessoas intoxicadas por medicamentos alcancou mais de 9 mil
ocorréncias (CIT, 2019), do qual se destacam as substancias psicotropicas. As
classes de medicamentos psicotropicos com maior destaque sdo anticonvulsivantes
(AC), benzodiazepinicos (BZD) e antidepressivos (CIT, 2019; AZEVEDO et al., 2016).

Dentre as classes de antidepressivos podemos destacar os Antidepressivos
Triciclicos (ADTs) que sdo os antidepressivos mais antigos e 0os mais intimamente
relacionados com as fenotiazidas possuindo uma cadeia lateral de amina terciaria. Os
ATD atuam em diferentes receptores no sistema nervoso central (SNC) (colinérgico,
histaminérgico, alfa-1-adrenérgico, serotoninérgico), aumentando a disponibilidade de
norepinefrina e serotonina. Este mecanismo eleva a probabilidade de efeitos adversos
como xerostomia e mioclonias de mesma forma que complicacdes toxicolégicas como
convulsdes, depressao respiratéria, depressdo miocéardica e arritmias cardiacas,
podendo levar a 6bito (MORENO et al, 1999; LIEBELT & FRANCIS, 2002).

A analise toxicoldgica destes psicotropicos € justificada devido a uma série de
fatores como o elevado numero de prescrigées, alta comercializacédo, capacidade de
causar uma serie de efeitos adversos e complicagbes toxicoldgicas quando
administradas isoladamente e agravadas em situacdes de politerapia medicamentosa.
Além disso, ha alta aptiddo em provocar dependéncia e certa aceitacdo por parte da
sociedade contemporanea quanto ao uso destes principios ativos (LIEBELT &
FRANCIS, 2002; DE LIMA, 2017).

Dentre as matrizes bioldgicas utilizadas nos laboratérios toxicolégicos, destaca-
se 0 sangue, uma matriz altamente complexa, de facil obtencdo e podendo ser
utilizada tanto na emergéncia clinica como em casos post-mortem. Ainda é possivel
encontrar tanto o farmaco na forma integra como também seus produtos de
biotransformacéo e no caso dos ADTs a utilizacdo do sangue total nas andlises reflete
de forma mais fidedigna a concentracdo dos ADTs (TITIER, et al. 2007,
MONTENARH, et al. 2014a; DE BOECK, et al. 2018).
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O tratamento de amostra é uma etapa essencial nas analises toxicoldgicas. A
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) vem ganhando espaco nas analises
em amostras bioldgicas por ser uma técnica rapida, simples, baixo custo e aplicavel a

qualquer laboratorio.

1.1 JUSTIFICATIVA

Os antidepressivos triciclicos (ADTs) possuem amplo espectro de acodes
farmacologicas atuando sobre o sistema nervoso central, elevando a probabilidade de
efeitos adversos e complicagfes toxicoldgicas. Outros fatores como o elevado niimero
de prescri¢des, alta comercializacdo e ha alto potencial destes principios ativos em
provocar dependéncia e certa aceitacdo por parte da sociedade contemporanea
guanto ao uso atenuam a necessidade de uma técnica para desenvolvimento de um
método analitico que possa detectar e quantificar estes farmacos com especificidade
e sensibilidade suficientes para auxiliar na conduta profissional de médicos e outros

profissionais da salde em casos de intoxicagdo acidental ou intencional.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral é desenvolver de um método analitico por micro extracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) para determinar antidepressivos triciclicos e seus
respectivos produtos de biotransformagéao em sangue total empregando cromatografia

liquida com detector de diarranjo de diodos (LC-DAD).

1.2.2 Objetivos especificos

) Determinar antidepressivos triciclicos e seus principais produtos de
biotransformag&o (amitriptilina, desipramina, doxepina, nortriptilina, imipramina) em
sangue total por DLLME.

. Aplicacar o método em voluntarios usuérios de ADTSs.

. Incorporacdo da tecnologia desenvolvida para futuras andlises toxicoloégicas
gue envolvam suspeitas de intoxicagao por amitriptilina, imipramina, doxepina e seus

produtos de biotranformacao nortriptilina e desipramina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS

Os ADTs foram sintetizados em 1891 por Thiee e Hozenier sendo inicialmente
testados como medicamentos anti-histaminicos nos anos de 1940 (ROSA et al, 2018).
Devido ao seu mecanismo de acdo, notou-se entdo que esta classe possui efeito
antidepressivo e analgésico, sendo eficaz no tratamento de depressdo, dor
neuropatica e transtorno obsessivo-compulsivo (DE PAULA, 2007; MEDAWAR &
MATHEUS, 2012; ROSA et al, 2018). Atualmente os ADTs sao aprovados para 0s
seguintes tratamentos: Transtorno depressivo maior (tratamento agudo e
manutencdo); Depressdo secundaria; Transtorno bipolar; Enurese infantil; Insénia e
Psiconeurose; Fibromialgia; Dor Crénica para Articulacdo Temporomandibular (ATM)
(PROCYSHYN, el al. 2019).

Em geral, os ADTs compartilham de 5 a¢Bes farmacoldgicas: inibicdo da
receptacdo de noradrenalina, serotonina e dopamina; bloqueio dos receptores
histaminérgicos Hi; bloqueio dos receptores ai-adrenérgicos; bloqueio dos receptores
colinérgicos muscarinicos; inibicdo da ATPase de sodio (Nat), e potassio (K.+)
(LIEBELT & FRANCIS, 2002; DE PAULA, 2007; GILLMAN, 2007; MEDAWAR &
MATHEUS, 2012; ROSA, et al. 2018).

O principal mecanismo de acéo dos ADTSs, envolvem os niveis de monoaminas
a nivel pré-sinaptico e pos-sinaptico, inibindo a recaptacdo sinaptica de serotonina e
noradrenalina. Na fenda pré-sinaptica, ocorre a inibicdo do transportador de
membrana, assim, impedindo a recaptacdo de serotonina e noradrenalina,
aumentando os niveis dos neurotransmissores, aumento seu tempo de acao na fenda
sinaptica (DE PAULA, 2007; GILLMAN, 2007; MEDAWAR & MATHEUS, 2012;
STHAL, 2014; ROSA, et al. 2018) As aminas terciarias possuem maior afinidade pelo
blogueio da serotonina (imipramina, amitriptilina e doxepina), enquanto as aminas
secundarias (nortriptilina e desipramina) possuem maior afinidade pelo bloqueio da
noradrenalina (PROCYSHYN, el al. 2019).

A atividade poOs-sinaptica estad relacionada com a interagdo com outros
receptores. Os ADTs bloqueiam os receptores serotonérgicos 5HT2a e 5HT2c, 0 qual,
0 receptor 5HT2c, quando blogueado, estimula a liberagdo de dopamina e de
noradrenalina no cortex pré-frontal e exerce agdes pro-cognitivas, porém esse efeito
€ pouco pronunciado (DE PAULA, 2007; GILLMAN, 2007; MEDAWAR & MATHEUS,
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2012; STHAL, 2014; ROSA, et al. 2018; OCHI, et al; 2019). Além dos receptores
serotonérgicos, esta classe também bloqueia o0s receptores colinérgicos
muscarinicos, receptores Hi-histaminicos, receptores ai- adrenérgicos e antagonizam
os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), que sao acoplados aos canais de calcio e
sédio voltagem-dependente. Ao antagonizar os receptores NMDA, diminui os
impulsos nervosos aumentando a hiperpolarizacdo dos neurénios da dor (GILLMAN,
2007; MEDAWAR & MATHEUS, 2012; STHAL, 2014; CASTRO & CAMARELLA.
2019).

Os ADTs sao facilmente absorvidos por via oral, a biodisponibilidade varia de
55 — 80% e possui forte ligacao proteica, variando de 90-95%, em doses terapéuticas.
Seus efeitos terapéuticos podem demorar cerca de 2 a 4 semanas para iniciar,
demorando também para ocorrer 0s picos plasmaticos, tendo uma meia-vida que varia
entre dez a oitenta horas, dependendo do ADTs (FERNANDES, 2006; DE PAULA,
2007; GILLMAN, 2007).

Os ADTs ao metabolizados pelo figado, e grande parte sofre efeito de primeira
passagem. A metabolizacdo ocorre pelo sistema Citocromo P450, em que existem
varias isoformas. As principais isoformas responsaveis pela metabolizacdo dos ADTs
sdao: CYP2C19, CYP3A4 e CYP1A2, elas removem o grupo metilo (CH3), ou seja,
metabolizam as aminas terciarias (imipramina, amitriptilina e doxepina) em aminas
secundarias (nortriptilina e desipramina) farmacologicamente ativas (REGENTHAL et
al., 1999; LIEBELT & FRANCIS, 2002; LIMA, et al. 2004; ROSA, et al. 2017).
Enquanto, a isoforma CYP2D6, é responsavel pela hidroxilagdo dos ADTs, formando
produto de biotransformacéo inativos (LIMA et al, 2004, GILLMAN, 2007; STHAL,
2014). A excrecdo dos ADTs vai depender principalmente do farmaco utilizado (DE
PAULA, 2007; GILLMAN, 2007).

A amitriptilina é caracterizada por ser uma amina terciaria, possui alta ligacédo
proteica, 91-97%. O tempo de meia-vida é de 9-36h, podendo aumentar em casos de
intoxicdo e a sua biodisponibilidade varia de 30-60% (MOFFAT, et al, 2011;
CORDIOLI, et al., 2015). E metabolizada principalmente pelas isoformas CYP2C19 e
CYP3A4, sofrendo desmetilagcéo para formar o principal produto de biotransformacao
ativo nortriptilina. A isoforma CYP2D6 € responsavel pela hidroxilacdo, fomando como
metabolitos didesmetilamitriptilina e dinortriptilina, podendo ser encontrados na urina.
Reacdes de N-oxidacdo e conjugacao também ocorrem (DE PAULA, 2007, MOFFAT,
et al, 2011, CASTRO & CAMARELLA. 2019; PROCYSHYN, el al. 2019).
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E excretada principalmente na urina, sendo menos de 5% na forma inalterada
ou nortriptilina. Os principais metabdlitos excretados, sdo oriundos da hidroxilagao
hidroxinortriptilina, 10-hidroxiamitriptilina e suas formas conjugadas, enquanto, cerca
de 8% pode ser eliminada nas fezes de forma inalterada (DE PAULA, 2007, MOFFAT,
et al, 2011, KAYLEE, et al. 2016; CASTRO & CAMARELLA. 2019; PROCYSHYN, el
al. 2019).

A amitriptilina promove a inibicdo da recaptacdo de noradrenalina e, mais
fortemente, da serotonina por ser uma amina terciaria (CORDIOLI, et al., 2015;
PROCYSHYN, el al. 2019). Também possui a capacidade de bloquear os canais de
sbdio, semelhantemente aos analgésicos locais (CASTRO & CAMARELLA. 2019). A
sua principal indicacéo clinica € para o tratamento da depressao, entretanto também
€ indicada para o tratamento de dor crénica e novos estudos indicam que seu uso é
eficaz para o tratamento de dor neuropatica (MOORE, et al 2015; KREMER, et al.
2018).

A doxepina, juntamente com a amitriptilina, € uma amina terciaria, derivada dos
dibenzozepinicos. E rapidamente absorvida por administrag&o oral, mas sofre extensa
desmetilacdo de primeira passagem. Possui alta ligacao proteica, cerca de 80%, seu
pico de concentragdo plasmética é atingido 2 e 8 horas apds a ingestdo e sua meia
vida varia de 6 a 17 horas, podendo chegar a 36 horas em casos de intoxicacao e sua
biodisponibilidade varia de 15 a 45% (MOFFAT, et al, 2011; PROCYSHYN, el al.
2019).

E metabolizado principalmente pela isoforma CYP2D6, sofrendo hidroxilag&o,
entretanto sofre também reacdo de desmetilacdo pelas isoformas CYP1A2, 3A4 e
2C19, fomando o metabdlito ativo nordoxepina, com tempo de meia-vida de 51 horas
(MOFFAT, et al, 2011; CORDIOLI, et al., 2015; PROCYSHYN, el al. 2019). A doxepina
ainda inibe a CYP2C19, desencadeando pequenos efeitos farmacoldgicos
(CORDIOLL, et al., 2015). A doxepina é excretada menos de 1% na forma inalterada
em um periodo de 24 horas (MOFFAT, et al, 2011).

A doxepina inibe a recaptacdo da noradrenalina e, em menor grau, da
serotonina, diferentemente da amitriptilina. Atua também nos receptores muscarinicos
M1 e nos receptores serotonérgicos 5-HT1A e 5-HT2, estes efeitos estéo relacionados
com seu efeito antidepressivo (MOFFAT, et al, 2011; SHIMAMURA, et al. 2011
CORDIOLLI, et al., 2015). Em doses abaixo da terapéutica, interage com os receptores

histaminérgicos Hi, entretanto, esse mecanismo esta relacionado com o tratamento
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de insbnia, e sua interagdo com os receptores Hz estdo relacionados com efeitos
adversos. Ainda, possui a capacidade de se ligar em receptores colinérgicos e a1l e
a2-adrenérgicos e bloqueia os canais de sodio (SHIMAMURA, et al. 2011; CORDIOLI,
et al., 2015; HOFMANN et al. 2016; EDMONDS & SWANOSKI, 2017).

A nortriptilina € um produto de biotransformacgéo ativo da amitriptilina. Possui
boa absorcéo via oral e alta taxa de ligacao a proteinas plasmaticas 90-95%, seu pico
plasmatico ocorre entre 2-6 horas e seu tempo de meia vida varia de acordo com a
idade, em jovens e adultos varia de 12-56 horas, ja em idosos pode chegar a 90 horas
e sua biodisponibilidade varia 50-60% (DE PAULA, 2007, MOFFAT, et al, 2011,
CASTRO & CAMARELLA. 2019; PROCYSHYN, el al. 2019).

E metabolizada no figado pela CYP2D6, sofre principalmente as reacdes de
desmetilacdo e hidroxilacdo formando os metabdlitos dinortriptilina, 10-
hidroxidenortriptiina e  10-hidroxinortriptilina, seu  principal produto de
biotransformacdo. Também ocorre a conjugacédo glucuronida da nortriptilina e dos
seus metabolitos. Menos de 5% de nortriptilina é eliminada de forma inalterada, e o
produto de biotransformacao 10-hidroxinortriptilina € o principal composto eliminado,
30-50% (DE PAULA, 2007, MOFFAT, et al, 2011, CASTRO & CAMARELLA. 2019;
PROCYSHYN, el al. 2019; MIFSUD BUHAGIAR, el tal. 2019)..

A eficacia da nortiptilina € comparada aos antidepressivos inibidores seletivos
da capitacéo da serotonina (ADISRS), isso se deve pela sua capacidade de bloquear
predominantemente a recaptacdo da noradrenalina nos neurbnios pré-sinapticos,
aumentando as concentracdes desse neurotransmissor na fenda. Atua de maneira
menos intensa nos receptores ai, Hi, 5HT2 e colinérgicos muscarinicos. Como 0s
demais ADTs, também bloqueia o0s canais de soédio voltagem-dependentes,
apresentando menos efeitos colaterais (MARSH, 2007; JAGTAP & TAPADIA. 2018;
CASTRO & CAMARELLA. 2019; PROCYSHYN, el al. 2019).

A imipramina é o primeiro antidepressivo desenvolvido da classe dos triciclicos.
O farmaco é prontamente absorvido por via oral e amplamente distribuido entre os
tecidos, apresenta alta taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas 85-95%. O pico
plasmatico € de 2-6 horas e seu tempo de meia-vida 4-35 horas, podendo aumentar
em criancas, idosos e casos de overdose. Ja sua biodisponibilidade é cerca de 50%,
porém existe uma variacao subjetiva (MOFFAT, et al, 2011; CASTRO & CAMARELLA.
2019; PROCYSHYN, el al. 2019).
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A imipramina sofre consideravel metabolismo de primeira passagem, sendo
metabolizada principalmente pela enzima CYP2D6, sofrendo desmetilacdo formando
como metabdlito ativo a desipramina, entretanto, pode sofrer metabolizacdo das
isoformas CYP3A4 e CYP2C9. Outras reacdes ocorrem como a hidroxilagdo nas
posicdes 2 e 10 seguidas de conjugacdo. A excrecao é principalmente pela urina,
cerca de 80%, entretanto menos de 10% é eliminado a forma inalterada. Dentre os
outros metabolitos destaca-se o 2-Hidroxi-imipramina e 2-hidroxi-desipramina que
possam ter alguma atividade. Cerca de 20% é excretado nas fezes (MOFFAT, et al,
2011; DEAN, 2012; CASTRO & CAMARELLA. 2019; PROCYSHYN, el al. 2019).

Assim como a amitriptilina, a imipramina é uma amina terciaria, ou seja, possui
maior afinidade pela inibicdo da recaptacdo da serotonina, comparada a
noradrenalina. Atua nos receptores ai, Hi, 5HT2 e colinérgicos, com acéo
anticolinérgica intensa e quase ndo apresenta acdo nos receptores 5-HT2 (DEAN,
2012; CORDIOLI, et al., 2015; CASTRO & CAMARELLA. 2019).

A desipramina ndo € comercializada no Brasil. Entretanto, € o produto de
biotransformac&o ativo da imipramina. E uma amina secundaria e € bem absorvida
oralmente, possui alta ligacao proteica 70-90%, seu pico plasmatico ocorre de 2-6
horas e o tempo de maia vida € de 10-30 horas. Sofre metabolizac&o hepatica, pelas
enzimas CYP2D6 e CYP2C19, e sofre hidroxilacdo formando 2-hidroxidesipramina,
seu principal produto de biotransformacao o qual possui atividade. Cerca de 70% da
desipramina é excretado pelo rim (MOFFAT, et al, 2011; CORDIOLI, et al., 2015;
CASTRO & CAMARELLA. 2019; PROCYSHYN, el al. 2019).

Por ser uma amina secundaria, € um potente inibidor da recaptacdo da
noradrenalina, entretanto quase ndo possui efeito sobre a inibicdo da recaptacdo de
serotonina e nem sobre a dopamina. Também possui baixa afinidade nos receptores
colinérgicos, ai-adrenérgicos e Hi e possui poucos efeitos anticolinérgicos e anti-
histaminicos (GILLMAN, 2007; CORDIOLI, et al., 2015). A Figura 1 ilustra a estrutura
guimica e rota metabdlica dos antidepressivos triciclicos. A tabela 1 informa as
propriedades fisicas e quimicas dos antidepressivos triciclicos, bem como as

concentracfes sanguineas toxicas e terapéuticas.
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Figura 1 — Estrutura quimica e biotransformacéo dos ADTS.
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Tabela 1 — Caracteristicas fisico, quimicas e farmacocinéticas dos antidepressivos triciclicos (ADTS).

) _ Absorcdo maxima  Ligacao protéica T1zeliminacéo sérica Nivel terapéutico Nivel toxico
Antidepressivo  pKa Log P
(Anm) (%) (horas) (ng/mL sangue) (ng/mL sangue)

Amitriptilina 9,4 4,92 2391 91-97 17-40 50-200 500
Desipramina 10,02 3,9 2501 70-90 10-35 8-15 400

Doxepina 9,76 3,84 2922 80 8,2-24,5 50-150 100
Nortriptilina 10,1 4,51 239¢ 90-95 15-90 50-150 250
Imipramina 9,4 4,8 2511 e 2523 85-95 8-20 10-100 500

1- Meio Acido; 2 - Acido sulfarico 0.1N; 3 — Meio Alcalino; 4 - Acido cloridrico 0,01M / metanol ou apenas metanol.
Fonte: MOFFAT et al, 2011

Os efeitos antimuscarinicos e antihistaminicos sdo bem caracteristicos, com breve fase de excita¢do e inquietude, seguindo
de sonoléncia, confusdo, ataxia, nistagmo, disartria, midriase, alucina¢des, contraturas musculares, ileo paralitico e convulsdes
tébnico-clénicas, e pode evoluir rapidamente para o coma. Esses efeitos sobre o0 SNC ainda podem evoluir para depressao respiratoria
(DE PAULA, 2007; CORDIOLI, et al., 2015). Ja o blogueio dos canais de sédio resulta no retardo da conducao intraventricular e o
impulso cardiaco se propaga mais lentamente dos atrios para os ventriculos, ocasionando o prolongamento do complexo QRS no
eletrocardiograma (ECG). Outros achados incluem aumento do intervalo QT, depressdo do segmento ST e ondas T anormais a
devido atuac&o concomitante do bloqueio do efluxo de potéssio sobre as fibras His-Purkinje. O sistema cardiovascular também é
afetado pelo antagonismo alfa-adrenergico, que em conjunto com os demais mecanismos, levam a hipotensédo enquanto a atividade
anticolinérgica pode levar a taquicardia sinusal. As manifestacdes cardiotoxicas sdo as mais letais nos casos de intoxicacdo por
ADTs (DE PAULA, 2007; CORDIOLLI, et al., 2015; MARCOS, 2019).
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2.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (LC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography) é um método analitico de separacdo que se desenvolveu
muito nos ultimos anos, possui ampla aceitacdo em varias areas da ciéncia, sendo
aplicada nas andlises toxicologicas com sucesso. Esse método se baseia em um
processo fisico e quimico de separacdo de misturas, no qual os componentes a serem
separados distribuem-se em duas fases: fase estacionaria (FE) e fase mével (FM)
(PERES 2002; LIMA, 2009; BORGES, 2012).

Um sistema de LC é constituido principalmente por um sistema de bombas, um
sistema de injecdo da amostra, a coluna cromatografica, o detector e um sistema de
registo e tratamento da resposta analitica do detector, ou seja, um computador e
software (SILVA, 2016).

Diferentemente dos outros tipos de cromatografia, a cromatografia liquida é
caracterizada por sua FM ser um solvente. Para a escolhe do solvente, ele deve
respeitar as caracteristicas dos analitos a serem analisados, dentre elas, ter a
capacidade de dissolver a amostra, com os analitos, sem qualquer interacdo quimica
entre ambas. Também, o solvente deve possuir um alto grau de pureza e ser
compativel com o detector empregado (PERES 2002; SOUZA, 2018).

A separacdo pode ocorrer por dois modos diferentes: fase normal ou fase
reversa. O tipo de separacdo é definido pela polaridade da FE. A fase normal é
caracterizada por uma FE polar, onde, geralmente é preenchida com silica, podendo
haver incorporagéo de componentes polares (cianopropil, nitropropil, diol, aminopropil,
dimetilaminopropil) e a FM apolar (BORGES, 2012; SILVA, 2016; SOUSA, 2018).

A fase reversa utiliza uma FE apolar constituida, principalmente, por silica com
a incorporacao de grupamentos de cadeia longa de hidrocarbonetos (denominados
de C8 e C18) e a FM é polar. Sendo este modo o mais utilizado (BORGES, 2012;
SILVA, 2016; SOUSA, 2018) e indicado para a analise de solutos basicos como os
antidepressivos (BORGES, 2012). Ja a interacdo dos analitos com a coluna
cromatografica pode ser classificada como: particdo, adsorcéo, exclusdo ou troca
i6nica. Isso ia depender do tipo de preenchimento da coluna e a escolha adequada ia
depender do objetivo da analise e das caracteristicas dos analitos em questéo (SILVA,
2016).
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Os detectores tem a funcéo de analisar e identificar as bandas de separagao
dos analitos a medida que vao eluindo da coluna. Existem diversos tipos de
detectores, contudo, eles devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta
sensibilidade, seletividade, linearidade, pouca sensibilidade as variacbes de
temperatura e fluxo, precisao e reprodutibilidade (SOUSA, 2018).

Dentro dos diversos detectores, o detector UV/Vis tem grande destaque por
apresentar baixo custo e alta aplicabilidade, tornando um dos detectores mais
utilizados em LC (SILVA, 2016). Os detectores UV/Vis sdo espectrofotométricos, que
mede a absor¢do de luz pelos compostos (com grupamentos cromoéforos), num dado
comprimento de onda entre as regides visivel e ultravioleta, compreendido na faixa de
190 a 800nm, ou seja, a concentracdo do analito é proporcional a fracdo da luz
transmitida pela célula do detector (SILVA, 2012; 2016).

Na mesma linha de detectores espectrofotométricos, o detector de arranjo de
diodos (DAD), se baseia no mesmo principio. Entretanto, o DAD permite a
absorbéancia da amostra em varios comprimentos de onde de forma simultanea em
um modo de varredura. Além disso, permite a andlise pOs corrida e selecdo do
respectivo comprimento de onda especifico para cada analito, aumentando assim a
detectabilidade (SILVA, 2012).

Ensaios imunolégicos também sao utilizados para a analise de farmacos em
sangue, como a classe dos antidepressivos (ASSELIN et al, 1991; CHATTERGOON
et al, 1998; KRIEG et al, 2015). No entanto, essa metodologia € mais utilizada em
triagem preliminar e seus resultados devem ser interpretados com cautela, pois, 0s
iImunoensaios podem ter problemas com seletividade e reacdo cruzada com outros
farmacos, interferindo nos resultados necessitando de uma confirmacéo (DASGUPTA,
et al, 2004; VAN HOEY, 2005; DASGUPTA et al, 2007; SAIDINEJAD et al, 2007).

Devido as limitacbes apresentadas pelos imunoensaios, 0s métodos
cromatograficos sdo considerados padrdao “ouro” para determinagdo de
medicamentos em sangue, principalmente com o enfoque toxicoldgico
(CHATTERGOON et al, 1998; FLANAGAN et al., 2007a; UNODC, 2011; SAITMAN et
al., 2014), onde andlise de ADTs e ADIRS por LC-UV/Vis ou LC-DAD ja estdo bem
estabelecidos no cenério cientifico e sdo as mais utilizadas, tanto para monitorizacéo
terapéutica, como para separacdo e determinacdo em casos de intoxicagdo.( DE
PAULA, 2007; MANOUSI & SAMANIDOU, 2019).
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2.3 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA (DLLME)

Esta técnica de extracdo foi desenvolvida por Rezaee e colaboradores (2006),
€ caracterizada por ser uma técnica simples rapido e capaz de resultar na pré-
concentracdo de compostos organicos, além de possuir baixo custo, por esta razéo,
permitem que este procedimento possa ser empregado em qualquer laboratério de
analises toxicoldgicas, sendo uma técnica muito empregada e bem aceita em analises
cromatograficas (REZAEE, et al. 2006; MARTINS, et al. 2012; MOREIRA, et al. 2014).

A DLLME se baseia em um sistema ternario, ou seja, um solvente extrator e
um solvente dispersor sdo misturados a uma matriz aquosa, contendo o analitos alvo.
Essa mistura promove a disperséo do solvente extrator, na fase aquosa, na forma de
microgotas com grande area superficial onde ocorre a extracdo do analito alvo,
governada pela polaridade do sistema, de forma quase instantanea (MARTINS, et al.
2012, MANOUSI & SAMANIDOU, 2019, TABANI, 2019). A figura 2 demonstra de
forma simplificada a técnica de DLLME convencional.

Figura 2- Etapas da técnica de DLLME
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A DLLME é utilizada para extracdo de analitos organicos, como produtos
farmacéuticos, aminas, fendis e outros em amostras aquosas e alimentos, também
pode ser utilizada para pré-concentracdo do analito desejado. Para a elaboracdo da
DLLME alguns fatores devem ser considerados para atingir o maximo rendimento da

técnica, como tipo do solvente extrator e dispersor, pH da amostra, forca ibnica,
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volume dos solvente e tempo de extracdo (MARTINS et al, 2012; MOREIRA et al,
2014; RAMIN et al, 2019).

A selecéo do solvente extrator € considerada o principal fator que influencia a
eficiéncia da extracdo. Algumas caracteristicas devem ser observadas para a
determinagao do solvente extrator como densidade, capacidade de extrair os analitos,
capacidade para formar uma solucéo turva estavel, baixa solubilidade em agua, e bom
comportamento cromatografico ou eletroforético, ou seja, tem que ser adequado a
técnica analitica escolhida. Dentre os solventes mais utilizados estdo os
hidrocarbonetos halogenados e ndo halogenados, entretanto o que deve ser levado
em consideracao € a compatibilidade do solvente com os instrumentos utilizados, por
exemplo fases estacionarias e cromatografos liquidos, onde, dependendo do solvente,
etapas devem ser adicionadas como a evaporacdo do solvente (MARTINS, 2012;
MOREIRA 2014; SIMAO, 2015).

Os solventes dispersores mais utilizados sao acetonitrila, metanol e acetona.
Entretanto, para a selecdo do solvente dispersor, deve-se levar em consideracédo a
sua miscibilidade, ou seja, a solubilidade tanto na fase aquosa quanto com o solvente
extrator. Essa propriedade implicara diretamente na dispersao do solvente extrator na
formacao de microgotas na fase aquosa, consequentemente, a eficiéncia da extracédo
(MARTINS, 2012; MOREIRA 2014; FLOSS, 2015).

O volume tanto do solvente extrator quanto do solvente dispersor também sao
fatores determinantes. Para os solventes extratores o volume esta diretamente
relacionado com o fator de concentragdo da amostra. O aumento no volume do
solvente extrator resultara no aumento da fase sedimentada, diminuindo o
enriguecimento e a concentracdo da amostra. Logo o volume ideal deve conter alto
fator de pré-cencentragcdo e garantir um volume suficiente para as analises. J4, o
volume do solvente extrator também influencia no volume da fase sedimentada,
entretanto ele também influencia na formac¢é&o das microgotas do solvente extrator, ou
seja, 0 volume de ambos solventes influenciam na eficiéncia da extracdo (MARTINS,
2012; MOREIRA 2014; FLOSS, 2015; SIMAO, 2015). As Tabelas 2 e 3 mostram o0s
principais solvente extratores e dispersores empregados na DLLME com suas
caracteristicas fisicas e quimicas, respectivamentes (MOREIRA 2014; ALMEIDA,
2020; PubChem, 2021).



Tabela 2 — Solventes extratores mais utilizados para DLLME
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Solventes LogP Densidade Ponto de fusdo  Ponto de ebulicdo
(O/W) (9/mL) (°C) (°C)
Acetato de etila 0,73 0,90 -84 77,1
Diclorometano 1,25 1,33 -95 39,75
Cloroférmio 1,97 1,48 -63,47 61,12
Benzeno 2,13 0,88 5,5 80
Tolueno 2,73 0,87 -95 110,6
Tetracloreto de 2,83 1,59 -22,2 76,7
Carbono
1-octanol 3,0 0,83 -14,7 194,7
Tetracloroetileno 3,4 1,63 -22,2 121,2
1-nonanol 3,77 0,83 -5 213,3
Hexano 3,90 0,66 -95,35 68,73
1-decanol 4,57 0,83 7,0 229
1-undecanol 4,72 0,83 19 243
Diexil éter 4,88 0,80 -34,5 223
1-dodecanol 5,13 0,83 24 259

Log P (O/W), coeficiente de particdo (razdo octanol/agua)

Tabela 3 — Solventes dispersores mais utilizados para DLLME

Log P Densidade Ponto de fusdo Ponto de ebulicdo
Solventes
(O/W) (9/mL) °C) °C)
Metanol -0,77 0,79 97,8 64,7
Etanol -0,31 0,79 -114,14 78,24
Acetona -0,24 0,79 -96,55 55,75
Acetonitrila -0,34 0,78 -46 81,6
Isopropanol 0,05 0,79 -87,9 82,3
Tetrahidrofurano 0,46 0,89 -108,3 66

Log P (O/W), coeficiente de particdo (razdo octanol/agua)

A avaliacdo do pH da amostra é outro parametro a ser considerado,

principalmente em extragdes que envolvem analitos ionizaveis (Mansour et al, 2017).
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O ajuste do pH do meio, em fungdo do pK dos analitos, permite que os analitos
permanecam na sua forma ndo-ionizada (neutra), assim facilitando a particdo dos
analitos nas microgotas do solvente extrator e aumentando a eficiéncia da extracéo
(CALDAS, et al. 2011; MOREIRA 2014).

A forca iGnica da amostra, ou seja, a adicdo de um sal promove o efeito
denominado salting-out. O efeito salting-out reduz a quantidade de agua disponivel
para solvatar as moléculas do analito, liberando assim, as moléculas organicas para
a fase organica. Também auxilia na separacdo de fases por diminuir, entretanto
diminui a solubilidade da fase aquosa e a fase organica aumento o sedimento (LORD
& PAWLISZYN, 2000; MOREIRA 2014; CBQ, 2017). Contudo, o tipo de solvente
utilizado e o analito a ser extraido deve ser levado em consideracdo para a escolha
do sal a ser utilizado (ZHAO et al, 2012). Muitos estudos utilizam NaCl para esse
parametro (MOREIRA 2014).

Por ultimo o tempo de extracdo, o qual, € definido como o intervalo entre a
injecdo da mistura dos solventes extrator e dispersor na fase aquosa e o final da
centrifugacéo. Entretanto, o equilibrio da extracdo é alcancado rapidamente e deve
ser um parametro a ser otimizado, apesar de muitos autores ndo acharem um fator
importante (MARTINS, 2012; MOREIRA 2014).

A DLLME surgiu como uma alternativa para a microextracdo em fase liquida,
do inglés liquid phase microextraction (LPME), devido as suas limitacdes
apresentadas, principalmente, devido a demora para atingir o equilibrio na extracao.
A DLLME convencional (Figura 2) utiliza solventes extratores mais densos que a agua,
principalmente agentes clorados. Esta técnica € muito eficiente em matrizes simples,
ja em matrizes complexas, como fluidos bioldgicos, esta técnica apresenta limitacoes,
como a baixa eficiéncia da agitacdo manual, a alta toxicidade do solvente extrator e a
dificil automacdo. Para contornar as limitacbes apresentas, novas combinacdo de
técnicas analiticas junto a DLLME foram desenvolvidas (SEID et al, 2013; LEONG et
al 2014; Mansour & Khairy, 2017).

Os autores classificam as técnicas de DLLME em diferentes grupos, de acordo
com a técnica de dispersao, a densidade do solvente em relacdo a agua e de acordo
com a combinacao de técnicas extrativas com DLLME (LEONG et al 2014; Mansour
& Khairy, 2017).

A microextracdo assistida por ultrassom, do inglés Ultrasound-assisted

microextraction (UA-DLLME), este modo utiliza as ondas ultrassénicas para facilitar a
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dispersdo do solvente extrator na fase aquosa e para acelerar o equilibrio de
dissolucdo, pois a energia ultrassénica pode acelerar a transferéncia de massa,
também ajuda a diminuir a emulsdo formada, além de reduzir o uso de solventes.
(LEONG et al 2014; XU et al, 2015; Mansour & Khairy, 2017; CHEN et al, 2017).

Assim como a UA-DLLME, a DLLME assistida por vortex, do inglés vortex-
assisted liquid-liquid microextraction (VALLME), utiliza as ondas geradas pelo vortex
para auxiliar na dispersdo do solvente extrator, acelerar o equilibrio de dissolucéo e
reduzir o uso de solventes (LEONG et al 2014; Mansour & Khairy, 2017; ALTUNAY et
al, 2018). Entretanto, quando comparado com a UA-DLLME, a utilizagc&o de ultrassom
aumenta a area de contato entre o solvente extrator e a amostra (LEONG et al 2014).
A vantagem da utilizac&do do vortex frente ao ultrassom, é que a utilizacao prolongada
de ultrassom pode degradar os analitos na amostra (MOREIRA 2014; LEONG et al
2014; Mansour & Khairy, 2017).

A DLLME agitada por ar, do inglés air-agitated liquid—liquid microextraction
(AALLME), a técnica desenvolvida por Farajzadeh e Mohammad (2012) n&o utiliza
solvente dispersor, no lugar desse solvente é utilizada uma seringa para aspirar e
injetar repetidamente o solvente extrator e a amostra até a formag&o de uma solugéo
turva. Este modo é adequado para extracdo de diversos compostos em amostras
aquosas (FARAJZADEH & MOHAMMAD, 2012; LEONG et al 2014; MANSOUR &
KHAIRY, 2017).

A DLLME por gota organica flutuante solidificada, do inglés solidification of
floating organic droplet (SFOD), baseia-se na utilizacdo de solventes de densidade
menor que a agua, esses solventes apresentam temperatura de fusdo de 10 a 25°C
como 1l-undecanol e 1-dodecanol. As etapas da SFOD s&do similares a DLLME
convencional, exceto apos a centrifugacéo, o solvente extrator é solidificado com a
ajuda de um banho de gelo. Apesar de apresentar vantagens como a melhor
separacgao de fases, a SFOD apresenta menor taxa de extragcdo quando comparada
a DLLME convercional (LEONG et al 2014; MANSOUR & KHAIRY, 2017; MOHEBBI
et al. 2018).

A DLLME com solvente extratror de baixa densidade, do inglés Low-density-
solvent based solvent demulsification DLLME (LDS-SD-DLLME), é outra técnica que,
como o préprio nome diz, utiliza solventes extratores de densidade menor que a agua.

A utilizacdo de um solvente demulsificador € outra caracteristica dessa variacdo, o
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gue inutiliza a etapa de centrifugacdo, diminuindo o tempo de extracdo (GUO & LEE,
2011; MANSOUR & KHAIRY, 2017).

Seguindo a linha de Green Chemistry, foi desenvolvida a microextracdo com
liquidos ibnicos, do inglés lonic liquid microextraction (ILDLLME). Os liquidos i6nicos
sao sais organicos, devido as suas propriedades fisicas e quimicas, séo liquidos em
temperatura ambiente, apresentam alta estabilidade e poder de solubilidade, baixa
volatilidade e toxicidade. Somando-se a essas caracteristicas, os liquidos i6nicos
podem ser utilizados tanto como solvente extrator como dispersor (LEONG et al 2014;
ARAIN et al 2016). Apesar de ser utilizado normalmente para extracdo de metais em
matrizes ndo complexas, recentemente foi utilizado com fins forenses para analise
post mortem de benzodiazepinicos (DE BOECK, et al. 2018).

A DLLME convencional e suas variagdes séo eficientes em diversas matrizes
tanto de origem ndo biolégica como agua, solo, cha, alimentos, bebidas alcodlicas
tanto de origem biol6gicas como soro, leite, urina, plasma, sangue total, cabelo e
saliva, Entretanto, alguns casos as amostras podem necessitar de um tratamento
prévio, como diluicdo, desproteinizacdo e, em alguns casos, utilizacdo extragdo em
fase solida, do inglés Solid phase extraction (SPE) (MARTINS, 2012; MOREIRA 2014;
MANSOUR & KHAIRY, 2017).

Diversos analitos sdo extraidos por DLLME como praguicidas, hormoénios,
metais, farmacos, entre outros (MARTINS, 2012; MOREIRA 2014; LEONG et al 2014;
MANSOUR & KHAIRY, 2017). Dentre os farmacos estdo os ADTs (YAZDI et al 2008;
XIONG et al 2009; ITO, et al. 2011; SHAMSIPU & MIRMOHAMMADI, 2014;
FISICHELLA et al 2015; BAZREGAR el al. 2016; MOHEBBI et al. 2018)

2.4 DETERMINACAO DE ADTs EMPREGANDO MICROEXTRACAO LiQUIDO-
LIQUIDO DISPERSIVA (DLLME)

O primeiro estudo empregando DLLME para determinacdo de ADTs foi de
Yazdi e colaboradores (2008), o objetivo foi a determinacdo de amitriptilina e
nortriptilina em plasma utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizacéo por
chama do inglés (Gas chromatography with flame ionization detector “GC-FID). Devido
a alta ligacédo proteica dos analitos em estudo, foi realizada uma desproteinizacdo da
matriz. Foi adicionado 1 mL de metanol em 500 uL de plasma, a mistura foi
centrifugada por 15 minutos a 10.000 rpm, 50 uL do sobrenadante foi adiciona a 5 mL

de agua deionizada e o pH ajustado para 12 com NaOH 1M. Apos essa etapa, foi
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realizada a extracdo da fase aquosa utilizando 1 mL de metanol, como solvente
dispersor, e 18 uL de tetracloreto de carbono, como solvente extrator. Essa mistura
foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm, entdo 10 uL da fase aquosa foi injetada
diretamente no GC-FID. Os limites de deteccao foram de 0,005 e 0,01 ug/mL (YAZDI
et al 2008).

Xiong e colaboradores (2009), empregou a técnica para determinar amitriptilina,
clomipramina e tioridazina em amostras de urina analisadas em cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector ultravioleta-visivel (LC-UV). As amostras de urina,
contendo os analitos, foram centrifugadas por 15 minutos a 4.000 rpm e o
sobrenadante foi filtrado e ajustado a pH 10 com NaOH 10M. Para a DLLME, 5 mL da
fase aquosa (pH 10), foi misturada rapidamente com 500 uL de acetonitrila (solventre
dispersor) e 20 uL de tetracloreto de carbono (solvente extrator), a separacao total
das fases foi alcangada em 3 min de centrifugacéo a 4.000 rpm. Essa mistura resultou
em um droplet o qual, apés o descarte da fase aquosa, foi adicionado 200 uL de
acetronitrila e filtrado, o extraido foi injetado ao LC. Os limites de deteccao para esse
método foram de 3-8 ng/mL (XIONG et al 2009).

Em 2011, lto e colaboradores (2011), desenvolveram um método de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) para
determinacdo de ADTs em urina empregando DLLME como método extrativo. Para a
extracdo, foi adicionado 600 uL de acetronitrila em 300 uL de urina. Apés a
centrifugacédo (9000 rpm por 8 min), foi retirado o sobrenadante (300 uL) e diluido com
600 uL de agua deionizada e corrigido o pH com carbonato de sédio (pH 12,2). Uma
mistura de 150 uL de metanol (solvente dispersor), 10 uL de tetracloreto de carbono
(solvente extrator) e 5 uL de anidrido acético foi injetado rapidamente na solucéo da
amostra. A mistura foi centrifugada por 3 min a 6.000 rpm e foi retirada 2 uL da fase
organica e injetada no GC. Os limites de deteccao foram de 0,5-2,0 ng/mL (ITO et al.
2011).

Imipramina e trimipramina foram analisadas por Shamsipu e colaborador (2014)
em amostras de urina por LC-UV empregando DLLME. As amostras de urinas foram
submetidas ao processo de hidrélise, com a adicdo de KOH 10M a 60 °C por 10
minutos, apds esse processo, foi sonicado e filtrado e ajustado o para o pH 8,5 com
acido cloridrico. Entéo, foi adicionado NaCl a amostra de urina hidrolisada e diluida
com agua. Para a DLLME, 800 uL de acetonitrila (solvente dispersor) contendo 50 uL

de cloroférmio (solvente extrator) foram adicionados rapidamente a amostra aquosa e
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levadas a centrifugacdo a 2.000 rpm por 5 minutos. O solvente extrator entao foi
retirado e dissolvido com acetronitrila e injeto no LC. Os limites de deteccao foram 0,6
ng/mL para ambos (SHAMSIPU et al 2014).

Em 2015, Fisichella e colaboradores desenvolveram um método de DLLME de
alto rendimento para determinagéo de drogas de abuso, benzodiazepinicos e outros
medicamentos psicotrépicos, incluindo clomipramina e imipramina, em amostras de
sangue por LC-MS/MS. As amostras de sangue foram previamente preparadas. 500
uL de sangue foram desproteinizados com 500 uL de metanol e centrifugados a
10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi adicionado a 1 mL de agua deionizada
contendo 0,2 g de NaCl e corrigido para pH 9. A DLLME foi realizada através da
injecdo rapida de um solvente binario constituido por 100 yL de cloroférmio como
extrator e 250 pL de metanol como solvente dispersor, essa mistura foi misturada por
1 minuto em ultrassom e centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos. A fase organica foi
retirada, evaporada, reconstituida na FM e injetada. Os valores de limite de detccéo
foram 2 ng/mL (FISICHELLA et al, 2015)

Em 2016, foi realizado um estudo para analisar amitriptilina, imipramina e
nortriptilina em plasma por LC-UV. Entretanto, Bazregar e colaboradores (2016)
propds uma nova versdo de DLLME, na primeira etapa utiliza a microextragdo por
emulsificacdo assistida por ultrassom (do inglés ultrasound-assisted emulsification
microextraction “USAEME”) e na segunda etapa utilizou a o método microextragao
liquido-liquido agitada por ar (do inglés air-agitated liquid—liquid microextraction
“‘AALLME”), logo essa versao recebeu o nome de microextragao liquido-liquido
dispersiva em tandem (do inglés tandem dispersive liquid-liquid microextraction
“TDLLME”).

O preparo da amostra foi conduzido da seguinte forma: 0,8 mL do plasma foi
misturado com os padrdes, entéo foi adicionado 1,6 mL de acetonitrila e centrifugado
por 7 minutos a 1398 x g. Apos a centrifugagdo o sobrenadante é diluido com agua
com volume final de 8,0 mL e ajustado para o pH 11,25. Para a TDLLME,
primeiramente a solucdo da amostra (pH 11,25) € colocada em ultrassom ligado e
adicionado lentamente 95 uL de 1,2-dicloroetano, apés 1 minutos em ultrassom ligado
(25 £ 3 °C) a emulsao foi centrifugada por 4 minutos a 1132 x g.

Na segunda etapa, o sedimento orgéanico foi transferido para outro tubo e
adicionado 50 uL da solucédo de extracdo aquosa (pH 1,75), entdo essa mistura foi

repetidamente sugada e dispensada dentro do tubo, por 10 vezes, utilizando uma
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seringa de vidro de 100 uL. Apds essa etapa, a mistura foi centrifugada por 1 minuto
a 1132 x g, entdo 25 uL do sobrenadante foi retirado e injetado no LC. Para esse
método foi obtido os valores de limite de deteccéo foi 1,0 ng/mL para amitriptilina, 0,9
ng/mL para imipramina e 0,7 ng/mL para nortriptilina (BAZREGAR et al, 2016).

Fernandez e colaboradores (2016) avaliaram venlafaxina, escitalopram,
fluvoxamina, fluoxetina e sertralina em plasma, utilizando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia com detector matriz de fotodiodo (do inglés Ultra Performance Liquid
Chromatography with Photodiode Array Detector “LC-PDA”). Neste estudo foi
desenvolvido um método de DLLME com o auxilio de aparelho de ultrassom,
denominado microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom (UA-
DLLME) (FERNANDEZ et al, 2016).

O procedimento foi conduzido da seguinte forma, em um tubo de ensaio
contendo 500 pL de plasma e com o pool de padrdao dos antidepressivos foram
adicionados 2,5 mL de ACN e centrifugado por 5 minutos a 4.000 rpm. Apés a
centrifugacdo o sobrenadante foi retirado para outro tubo de ensaio e entédo
adicionado 200 pL de cloroférmio, como solvente extrator, logo essa mistura foi
rapidamente transferida para outro tubo contendo agua Milli-Q (pH 9) e colocado
imediatamente no banho de ultrassom por 3 minutos. O sobrenadante foi evaporado
e resuspendido em 100 pL de FM, filtrado e injetado 5 pL no sistema crmatografico.
Os limites de deteccao para escitalopram, fluvoxamina e fluoxetina foram de 5 ng/mL
e para sertralina e velafaxina foram de 4 ng/mL (FERNANDEZ et al, 2016).

Utilizando sangue total, Chen e colaboradores (2017) também desenvolveram
um método de DLLME utilizando auxiliado por banho de ultrassom porém utilizaram
um solvente extrator de baixa densidade, denominado microextracao liquido-liquido
dispersiva com solvente de baixa densidade assistida por ultrassom (do inglés
ultrasound-assisted low-density solvent dispersive liquid-liquid microextraction “UA-
LDS-DLLME”), para a quantificagdo de antidepressivos e antipsicéticos em GC-MS
(CHEN et al, 2017).

Um volume de 500 pL de sangue total foi adicionado em um tubo de 1,5 mL e
adiciona 100 pL para ajustar para pH 12. Entdo foi adiciona 100 pL de tolueno e a
amostra com o solvente foi colocado em banho de ultrassom por 3 minutos, ApGs o
banho de ultrassom foi adicionado 10 mg de NaCl para a quebra da emulséao e entao
centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm. ApoOs a centrifugacdo o solvente extrator

encontrado na parte superior foi retirado e injetado no GC-MS. Os limites de
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guantificacdo foram para norfluoxetina, fluoxetina, fluvoxamina, melitraceno,
maprotilina e citalopram foi 15 ng/mL e para agomelatina, mirtazapina, moclobeminda,
N-desmetilmirtazapina, sertralina, paroxetina, clozapina e haloperidol foi 5 ng/mL
(CHEN et al, 2017).

Ainda seguindo a DLLME com auxilio de banho de ultrassom, Vaghar-Lahijania
e colaboradores (2018) aliaram essa metodologia com liquido i6nico, denominado
microextracao liquido-liquido dispersiva com liquido idnico assistido por ultrassom (do
inglés ultrasound-assisted ionic liquid based dispersive liquid—liquid microextraction
“‘UA-IL-DLLME”). Essa metodologia extrativa foi desenvolvida para determinar
venlafaxina e amitriptilina em plasma por LC-DAD (VAGHAR-LAHIJANIA et al, 2018).
A UA-IL-DLLME foi conduzida da seguinte forma, 5 mL, contendo 50 pg/L dos
padrbes, foram colocados em um tubo de vidro e ajustados para pH 11 com NaOH
0,4 M. 45 puL de [C8MIM][PF6] liquido ibnico foram injetados na amostra e
rapidamente colocados em banho de ultrassom por 6 minutos, ap0s esta etapa a
mistura foi centrifugada por 5 minutos a 4.500 rpm. Entdo o liquido iénico encontrado
na parte inferior do tubo foi retirado, diluido com 1 mL de metanol e injetado 40 pL no
sistema cromatografico. Os limites de detecg¢ao foram 0,5 pg/L para venlafaxina e 0,8
pg/L for amitriptilina (VAGHAR-LAHIJANIA et al, 2018).

Mohebbi e colaboradores (2018) desenvolveram um método composto por 3
etapas de tratamento de amostra, incluindo DLLME, para a determinacdo de
nortriptilina, amitriptilina, desipramina, clomipramina e imipramina em urina por LC-
UV. As duas primeiras etapas, extracao liquido - liquido com particdo (SI-HLLE)
induzida por sal e extracdo em fase solida dispersiva (DSPE), realizaram o processo
de clean-up da amostra e a DLLME com Solidificacdo da Gota Organica Flutuante
(DLLME-SFO) como processo extrativo.

A primeira etapa, foi adicionado 2 mL de acetonitrila em 2 mL de urina contendo
os analitos, apés homogeneizado, foi adicionado 1,75 g de sulfato de sddio, misturado
em vortex e centrifugado 5 min a 5.000 rpm; Em seguida, 1 mL da acetronitrila obtida
na primeira etapa foi adicionada ao tubo contendo uma mistura de amina primaria
priméaria, negro de carbono grafitado e sorventes C18 para remover interferéncias.
Ent&o, foi homogeneizada por 2 min em vortex e centrifugada por 5 min a 5.000 rpm.

Por dltimo, a acetonitrila obtida na DSPE misturada com 35 pL de mentol
(solvente extrator) e rapidamente injetada em 5 mL de tampé&o de aménio (pH 10). A

mistura foi centrifugada por 5 min a 5.000 rpm. Ent&o, a solugéo foi colocada em um
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banho de gelo e o mentol foi coletado no topo da solu¢gdo como uma gota solida e
dissolvida em 10 pL de acetonitrila para ser injetada no LC-UV. Os valores de limite
de detcgao foram de 0,22-0,31 ug/L (MOHEBBI et al. 2018). Um resumo da DLLME

para antidepressivos em matrizes biolégicas estdo descritas na Tabela 4.



Tabela 4 — Resumo da aplicacdo da DLLME de ADTs em matrizes biologicas.
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Matriz Analitos Equipamento Detectabilidade Ensaio extrativo Me_todo Referéncia
(ng/mL) validado
Adicioanr 2 mL de acetonitrila Seletividade
em 2 mL de urina; adicionar Especificidade
1.75 g de sulfato de sdédio; Linearidade
misturar em vortex; centrifugar LD
por 5 min a 5.000 rpm; LQ
Transferir 1 mL de acetonitrila Inexatidao
em uma mistura de amina Precisao intra-
Imipramina 0,31 ug/mL primaria primaria, negro de dia )
. : carbono grafitado e sorventes  Recuperagao
Desipramina 0,26 ug/mL ) . ]
. R Cl8; 2 min em vortex; MOHEBBI et al.
Urina Amitriptilina LC-UV 0,22 ug/mL . .
o centrifugar por 5 min a 5.000 2018
Nortriptilina 0,24 ug/mL ] . il
Clomipramina 0,29 ug/mL em, retirar acetonitrila e
’ adicionar 35 pL de mentol e 5
mL de tampé&o de amobnio (pH
10); centrifugar por 5 min a
5.000 rpm; colocada em um
banho de gelo; retirar mentol
solidificado; dissolver em 10
uL de acetonitrila; injetar no
LC-UV
0,8 mL de plasma contendo os Linearidade
padrbes; adicionar 1,6 mL de LD
Amitriptilina 1.0 na/mL acetonitrila; centrifugar por 7 Precisao intra e
Ntripti - N9 minutos a 1398 x g; diluir o inter-dia BAZREGAR el al.
Plasma Imipramina LC-UV 0,9 ng/mL
oo sobrenadante com  agua 2016
Nortriptilina 0,7 ng/mL

(volume final de 8,0 mL);
ajustar para pH 11,25; colocar
a solucdo da amostra (pH
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11,25) em ultrassom ligado (25
t+ 3 °C); adicionar lentamente
95 pL de 1,2-dicloroetano (1
minuto); centrifugar por 4
minutos a 1132 x g;

transferir 0 sedimento
organico para outro tubo;
adicionar 50 pL da solugéo de
extracdo aquosa (pH 1,75);
sugar e dispensar a mistura
dentro do tubo por 10 vezes;
centrifugar por 1 minuto a
1132 x g; retirar 25 pL do
sobrenadante; injetado no LC.

Plasma

Escitalopram,
Fluvoxamina
Fluoxetina
Sertralina
Venlafaxina

LC-PDA

5 ng/mL
5 ng/mL
5 ng/mL
4 ng/mL
4 ng/mL

500 pL de plasma e com o pool
de padréao dos
antidepressivos; adicionar 2,5
mL de ACN; centrifugar por 5
minutos a 4.000 rpm; Retirar o
sobrenadante e transferir para
outro tubo de ensaio; adicionar
200 pL de cloroférmio, como
solvente extrator; transferir
rapidamente a mistura para
outro tubo contendo agua Milli-
Q ((MEH 9); colocar
imediatamente no banho de
ultrassom por 3 minutos;
evaporar sobrenadante;
resusper em 100 pL de fase
movel; filtrar; injetar 5 puL no
sistema crmatografico.

Seletividade
Linearidade
LD
LQ
Inexatidao
Precisao intra-
dia
Prec's(;g e~ FERNANDEZ et al,

2016
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Norfluoxetina Seletividade
Fluoxetina Tubo contendo 500 pL de Estabilidade
Fluvoxamina sangue total; adicionar 100 pL Linearidade
Melitracen de solugdo de amolnia para LQ
Maprotilina ajustar para pH 12; adicionar Inexatidao
Citalopram 100 pL de tolueno; banho de Preciséo intra-
Sangue ag_omelat_ina, GC-MS . ultrassom por 3 minutos; apés. _ dNia _ CHEN et al, 2017
total mirtazapina, o0 banho de ultrassom; Precisao inter-
moclobeminda, N- adicionar 10 mg de NacCl; dia
desmetilmirtazapina, centrifugar por 5 minutos a  Recuperagao
sertralina, 14.000 rpm; retirar solvente
paroxetina, extrator encontrado na parte
clozapina e superior; injetar no GC-MS.
haloperidol
5 mL, contendo 50 pg/L dos Linearidade
padrbes em um tubo de vidro; LD
ajustar para pH 11 com NaOH Recuperacéao
0,4 M; adicionar 45 pL de
[C8BMIM][PF6] liquido ibnico na
amostra; colocar rapidamente
Venlafaxina 500 ng/L em banho de uItrasgom por 6 VAGHAR-
Plasma o LC-DAD : ) . LAHIJANIA et al,
Amitriptilina 800 ng/L minutos; centrifugar por 5 2018
minutos a 4.500 rpm; retirar o
liquido i6nico encontrado na
parte inferior do tubo; diluir
com 1 mL de metanol; injetar
40 pL no sistema
cromatografico.
Adiconar 500 pL de metanol  Sensibilidade
Sangue Imipramina em 500 pL de sangue; Especificidade FISICHELLA et al
total Clomipramina LC-MS/MS 2,0 ng/mL centrifugar a 10.000 rpm por Linearidade 2015
10 min; retirar sobrenadante; LD
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adicionar 1 mL de agua
deionizada contendo 0,2 g de
NaCl; Corrigir para o pH 9;
adicionar 100 ML de
cloroformio e 250 pL de
metanol; 1 minuto em
ultrassom; centrifugar a 4000
rpm por 5 minutos; evaporar
fase orgéanica; ressuspender
na fase moével e injetar no LC.

LQ
Inexatidao
Precisao intra-
dia
Recuperacéao

Imipramina

Adicionar na urina, KOH 10M a
60 °C por 10 minutos; banho
de ultrassom; filtrar; ajustar
para pH 85 com acido
cloridrico; Adiconar 800 pL de

Linearidade
LD
Fator de
enriquecimento
Precisao intra-

Urina _ : LC-UV 0,6 ng/mL acetonitrila e 50 pL de dia
Trimipramina L ] 2014
cloroférmio na fase aquosa;
centrifugar a 2.000 rpm por 5
minutos;  Retirar  solvente
extratos; dissolver em
acetonitrila; Injetar no LC.
Adicionar 600 pL de Linearidade
acetronitrila em 300 pL de  Recuperagao
urina; Centrifugar 9000 rpm Inexatidao
Imipramina 0,5 ng/mL por 8 min; Retirar 300 pL de  Precisao intra-
Desipramina 2,0 ng/mL sobrenadante; Dissolver em dia
Urina Amitriptilina GC/IMS 0,5 ng/mL 600 pL de agua deionizada; LD ITO etal, 2011
Nortriptilina 0,5 ng/mL Corrigir para pH 12,2 com LQ
Clomipramina 0,5 ng/mL carbonato de sodio; misturar

com 150 pL de metanol, 10 pL
de tetracloreto de carbono e 5
uL  de anidrido acético;

SHAMSIPU et al,
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centrifugar por 3 min a 6.000
rpm; Injetar 2 pL da fase
organica no GC.

Centrifugar a urina por 15 min Linearidade
a 4.000 rpm; filltrar ~ Recuperacao
sobrenadante e ajustar para  Sensibilidade
pH 10 (NaOH 10M); Misturar 5 LD
Amitriptilina 3,0 ng/mL mL do sobrenatante com 500 L
Urina Clomip?amina LC-UV 7.0 ng/mL uL de Acetonitrila e 20 UL de  Precisdointra- o\ 5\~ ot a1 2009
Tioridazina 8.0 ng/mL tetrac_loreto de _ carbono; dia
' Centrifugar por 3 min a 4.000
rpm; descartar a fase aquosa,
adicionar 200 ML de
acetronitrila; filtrar; injetar ao
LC.
1 mL de metanol em 500 pL de Linearidade
plasma; misturar; centrifugar LD
por 15 min a 10.000 rpm; Recuperacéao
adicionar 50 pL do Precisao intradia
sobrenadante em 5 mL de Fator de
Amitriptilina 0.005 ug/mL adgua deionizada (pH 12 com enriquecimento
Plasma Nortrigtilina GC-FID 0.01 ugg/mL N%OH 1M); R(eF')tirar fase | YAZDl etal, 2008

aquosa; adicionar 1 mL de
metanol e 18 L de tetracloreto
de carbono; centrifugar por 10
minutos a 10.000 rpm; injetar
10 pL

LD: Limite de deteccéo; LQ: Limite de quantificagéo. *Estudo n&o validou o LD.
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2.5 MATRIZ BIOLOGICA

Dentro das analises toxicolégicas, existem diversas matrizes para se analisar
antidepressivos, como: sangue periférico, sangue cardiaco, plasma, soro, urina, bile,
fluido géastrico, humor vitro figado e o pulméo. Entretanto, para a escolha da matriz
bioldgica deve ser ditada pelo objetivo da analise (DE PAULA, 2007; MADUREIRA,
2019).

Urina geralmente € a matriz biolégica de escolha, devido a sua facilidade de
coleta, por ser um método néo invasivo, pelo grande volume de amostra e por conter
tanto o farmaco na sua forma inalterada como seus produtos de biotransformacéo
(LANGMAN & KAPUR, 2006). Entretanto, as concentra¢cdes dos ADTs na urina podem
variar com o estado de hidratacdo, ndo possuindo grande aplicabilidade para o
monitoramento terapéutico. Logo, para esses casos utiliza-se sangue,
preferencialmente plasma ou soro como matriz biol6gica (LANGMAN & KAPUR, 2006;
MONTENARH et al, 2014b).

2.5.1 SANGUE

O sangue € um tecido liquido de coloracdo vermelha, viscoso, levemente
alcalino (pH, 7,4), heterogéneo formado por diferentes tipos de células suspensas em
um fluido, denominado plasma. A principal funcdo do sangue € o transporte de
substancias, como nutrientes e oxigénio, para os tecidos através das veias e artérias
(JUNQUEIRA, 2013; PELICAO, DE MARTINIS, PISSINATE, 2014).

O plasma é formado principalmente por proteinas plasméaticas, como o
fibrinogénio, sais inorganicos e compostos organicos diversos, tais como
aminoécidos, vitaminas, horménios e glicose. E obtido a partir da centrifugacdo do
sangue tratado com anticoagulantes (JUNQUEIRA, 2013).

O soro € um liquido livre de células, o qual é obtido a partir da centrifugacao do
sangue sem o tratamento de anticoagulantes, ou seja, € necessario a coagulagéo do
sangue. Logo, as principais diferengas entre soro, plasma e sangue total é que o soro
nao apresenta fibrinogénio, diferentemente do plasma e o sangue total onde contem
fibrinogénio e fatores da coagulacéo. Porém o soro contém mais ions fosfato e sédio
guando comparado ao plasma, ja o0 sangue total possui mais biomoléculas endégenas
comparado ao soro e plasma (JUNQUEIRA, 2013; MONTENARH, et al 2014a).
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A nivel analitico e estatistico, essas diferencas na composi¢do pode levar a
diferentes efeitos de matriz e a obtencédo de concentracdes falsas quando utilizado
uma matriz diferente da matriz o qual uma metodologia foi validada, ou seja ha uma
dificuldade de aplicar métodos analiticos para a determinagédo de antidepressivos no
soro e plasma em sangue total (SKOPP, 2004; JUNQUEIRA, 2013; MONTENARH, et
al 2014a; MADUREIRA, 2019).

Tendo em vista a analise quantitativa de drogas, o sangue é a amostra biologica
gue consegue quantificar a droga percursora e seus produtos de biotransformacao
fornecendo uma relacdo direta entre a concentracdo e os efeitos. Além do mais,
fornece importantes informac6es que auxiliam em casos de intoxicagdo, podendo
diferenciar intoxicacGes agudas de intoxicagdes cronicas (PELICAO, DE MARTINIS,
PISSINATE, 2014).

Além do mais, a utilizagdo de sangue total consegue evidenciar as
concentracfes das substancias ligadas nos eritrocitos e nas proteinas plasmaticas
fornecendo dados para uma interpretacdo mais precisa das concentracfes obtidas,
tanto do medicamento em si, como seus respectivos produtos de biotransformacéao.
(WILLE et al, 2008; TRUTA et al, 2016; MADUREIRA, 2019).

Em situacbes ante mortem, o sangue é coletado principalmente por pun¢ao na
regido ante cubital com o auxilio de seringas e agulhas. O volume e o tratamento que
a amostra de sangue vai receber dependera do objetivo da analise, podendo ser
analisado como sangue total, soro ou plasma e as analises podem ser tanto
qualitativas como quantitativas (PELICAO, DE MARTINIS, PISSINATE, 2014).

Na analise forense, a interpretacao dos dados obtidos em sangue de individuos
mortos (post mortem), é uma das maiores dificuldades encontradas pelos
toxicologistas, pois as concentracdes obtidas néo refletem com as concentracdes ante
mortem. Vérios fatores influenciam na concentragdo sanguinea apés a morte, como
por exemplo a redistribuigdo post mortem (SKOPP, 2004; YAREMA & BECKER, 2005;
PELICAO, DE MARTINIS, PISSINATE, 2014; @BIESTAD, et al. 2018; SASTRE, 2017).

No caso dos antidepressivos eles sdo mais susceptiveis a redistribuicdo post
mortem e também a existe uma relacéo concentracdo/sitio dependente (PELICAO, DE
MARTINIS, PISSINATE, 2014). Esse fenbmeno é comum em substancias basicas e
com grande volume de distribuicdo. Também essa classe possui uma afinidade pelo
miocardio, liberando de moléculas concentradas no miocardio em direcdo as

cavidades cardiacas, e uma afinidade pelos tecidos adiposos ocorrendo a
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concentracdo no mesmo, por isso deve-se analisar o sangue periférico da veia
femoral, pois possui uma estabilidade relativa com o tempo de morte e se aproxima
mais com as concentracdes ante mortem (PROUTY & ANDERSON, 1990; SKOPP,
2004; YAREMA & BECKER, 2005; PELICAO, DE MARTINIS, PISSINATE, 2014;
MCINTYRE & MALLETT, 2012; QIESTAD, et al. 2018; SASTRE, 2017).

As moléculas béasicas estédo fortemente concentradas nas células in vivo. Esse
acumulo intracelular faz com que no post mortem, onde ocorre a autolise celular,
aumente as concentracdes sanguineas (SASTRE, 2017). Tal fenbmeno faz com que
desevolvimento de metodologias para determinacdo de ADTs em sangue total se

torne mais importante.

3. ENSAIO LABORATORIAL
3.1 FASE ESTACIONARIA

As fases estacionarias disponiveis para o desenvolvimento experimental séo
do tipo octadecil (C18), utilizadas em cromatografia liquida de modo reverso. A FE
sdo Waters® XBridge BEH C18 3,5 um 4,6 x 50 mm e ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6
x 150 mm, 5 pm.

3.2 FASE MOVEL

Para a elaboragéo da FM, foram testadas diversas condi¢cdes cromatogréficas,
baseadas nas condi¢cdes encontrada na literatura, conforme a Tabela 5, buscando a
separacdo do maior niumero de padrdes de ADTs e ADISRS em um tempo de corrida
razoavel. Foram testados os padrdes de amitriptilina, desipramina, doxepina,

nortriptilina, protriptilina, imipramina, flouxetina, paroxetina e setralina.



Tabela 5 — Fases moéveis avaliadas.
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Fase Moével

Referéncias

NaH2P0O4 250 mM (pH 5,5) + ACN (50:50)

KH2PO4 50 mM (pH 8,0) + ACN (50:50) + 2%
dietilamina

Tiretilamina 0,01 M (pH 2,7 ajustado Acido fosforico)
+ ACN (50:50)

CH3COONH 50 mM (pH 5,5) + ACN (45:55) (1%
trietilamina)

CH3COONH 50 mM + ACN (45:55)

NaH2PO4 250 mM (pH 4,5) + MeOH:ACN (92:8, v/v)
(65:35)

CH3COONH 50 mM + ACN + MeOH (55:15:30)
NaH2P0450 mM (pH 3,5) + ACN (68:32)

QUEIROZ, et al.1995
THEURILLAT & THORMANN,1998

KARPINSKA & STARCZEWSKA, 2002

ALVES, et al. 2006

SAMANIDOU, et al, 2007
MALFARA, et al. 2007

UDDIN, et al, 2008
MERCOLINI, et al. 2010

3.3. MATERIAIS

3.3.1 Equipamentos

e Nexera-XR (Shimadzu®, Kyoto, Japdo) — Composto por: Cromatografo liquido
20ADXR bomba; Autosampler SIL-20AC; Forno de coluna CTO-10AS e Detector

de arranjo de diodos SPD-M20A — Aquisicdo e analise de dados por software

LabSolution (Shimadzu®, Kyoto, Japao).

e pHmetro digital Digimed® modelo DM-22, eletrodo combinado de pH, faixa de

leitura de pH -2 a 20

e Balancas analiticas: Shimadzu® modelo AX200 e BEL modelo Mark 220

Classe II.

e Homogeneizador Biomixer® modelo QL-901 de 2800 rpm.

e Banhos de ultrassom Crist6foli® (42 KHz com aquecimento opcional).

e Ultracentrifuga Eppendorf® modelo 5427 R, faixa de temperatura de -11 a
40°C, velocidade maxima de 25000 x g (16220 rpm).

e Microseringa Hamilton® de 100 pL para LC.

e Colunas para cromatografia liquida de fase reversa:
o Waters® XBridge BEH C18 3,5 um 4,6 x 50 mm (Milford, EUA).
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e Pré-coluna cromatogréfica de fase reversa C18 - 12,5 mm x 4,6 mm x 3 pm

3.3.2 Reagentes e outros materiais

. Metanol grau LC, acetonitrila grau LC, hexano grau LC, acido fosférico, cloreto
de sodio, fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) da marca Neon Comercial
(Suzano, Séao Paulo, Brasil);

. Vials ambar de 2mL nas dimensdes 9mm x 12mm x 32mm e inserts conicos de

300 pL com spring da marca Agilent Technologies (Santa Clara, Califérnia, EUA).

3.3.3 Padrdes

. Padrédo de referéncia analitica de amitriptilina (AMI); desipramina (DES);
doxepina (DOX); imipramina (IMI); nortiptilina (NOR) e medazepam da marca Sigma-
Aldrich do Brasil® (Saint Louis, Missouri, EUA).

3.3.4 Amostras

. O estudo empregou bolsa de sangue descartadas do Banco de Sangue do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) como matriz biologica para realizacéo
dos ensaios experimentais.

. Amostra de sangue oriundo de casos de intoxicagdo no HUSM e de voluntarios
interessados em participar da pesquisa. O voluntario deve preencher Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C) para doacédo de sangue.

. Uma aliquota de 5 mL de sangue foi o suficiente para os procedimentos
analiticos.
. Estas amostras foram acondicionadas em recipientes apropriados identificados

apenas por numeros, para que seja preservada a identidade do paciente. O projeto
encontra-se aprovado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
(ANEXO B).

3.4 OTIMIZACAO DLLME
3.4.1 Efeito salting-out

Neste experimento foi avaliado o efeito salting-out com a adicdo prévia de
cloreto de sddio (NaCl) nas concentracfes de 0%, 2% (0,010 g), 3% (0,015 g) e 40%
(0,200 g). Primeiramente foi pesado as concentracbes de NaCl em um tubo e

adicionado 500 pL de sangue total contaminado com um pool de antidepressivos



46

triciclicos na concentracdo de 167 ng/mL, adicionado 100 pL de NaOH 5M e
homogeneizados em vortex (2800 rpm) por 10 segundos. Apos essa etapa, 400 pL do
hexano (solvente extrator) com 700 pL de acetonitrila (solvente dispersor) foram
injetados em conjunto dentro da amostra. A mistura foi sonicada em um banho de
ultrassom por 60 segundos, ap0s essa etapa, o conteudo foi centrifugado por 10
minutos a 4000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada sob fluxo de ar e

ressuspendida em 30 pL de FM.

3.4.2 Tipos de solvente extrator

Neste experimento foram avaliados os solventes extratores hexano, tolueno
(apresentam densidade menor que o solvente dispersor) e cloroférmio. Primeiramente
foi pesado 15mg de NaCl em um tubo e adicionado 500 pL de sangue total
contaminado com um pool de antidepressivos triciclicos na concentracdo de 167
ng/mL, adicionado 100 uL de NaOH 5M e homogeneizados em vortex (2800 rpm) por
10 segundos. Apos essa etapa, 400 uL do solvente extrator com 700 pL de acetonitrila
(solvente dispersor) foram injetados em conjunto dentro da amostra. A mistura foi
sonicada em um banho de ultrassom por 60 segundos, ap0s essa etapa, o contetdo
foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada
sob fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de FM.

3.4.3 Tipos de solvente dispersor

Neste experimento foi avaliado os solventes dispersores metanol, acetonitrila,
isopropanol, etanol e acetona assim como a auséncia de solvente dispersor.
Primeiramente foi pesado 15mg de NaCl em um tubo e adicionado 500 pL de sangue
total contaminado com um pool de antidepressivos triciclicos na concentragéo de 167
ng/mL, adicionado 100 puL de NaOH 5M e homogeneizados em voértex (2800 rpm) por
10 segundos. ApoOs essa etapa, 400 pL do hexano (solvente extrator) com 700 uL de
solvente dispersor foram injetados em conjunto dentro da amostra. A mistura foi
sonicada em um banho de ultrassom por 60 segundos, ap0s essa etapa, o contetdo
foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada

sob fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de FM.
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3.4.4 Agitacédo por vortex

Foi avaliada a eficiéncia de extracdo com homogeneizacdo por vortex nos
tempos de 0, 15, 30 e 60 segundos. Primeiramente foi pesado 15mg de NaCl em um
tubo e adicionado 500 pL de sangue total contaminado com um pool de
antidepressivos triciclicos na concentracdo de 167 ng/mL, adicionado 100 pL de
NaOH 5M e homogeneizados em vortex (2800 rpm) por 10 segundos. ApOs essa
etapa, 400 pL do hexano (solvente extrator) com 700 puL de metanol (solvente
dispersor) foram injetados em conjunto dentro da amostra. A mistura foi
homogeneizada no vértex (nos tempos propostos), apds essa etapa, o contetdo foi
centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm, a fase orgéanica foi coletada, evaporada sob

fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de FM.

3.4.5 Banho de ultrassom

Foi avaliado a eficiéncia de extracdo do banho de ultrassom nos tempos de 30,
60, 150 e 300 segundos sem aguecimento. Primeiramente foi pesado 15mg de NaCl
em um tubo e adicionado 500 puL de sangue total contaminado com um pool de
antidepressivos triciclicos na concentracdo de 167 ng/mL, adicionado 100 pyL de
NaOH 5M e homogeneizados em vortex (2800 rpm) por 10 segundos. Apds essa
etapa, 400 pL do hexano (solvente extrator) com 700 pL de metanol (solvente
dispersor) foram injetados em conjunto dentro da amostra, A mistura foi
homogeneizada por 30 segundos no vortex e sonicada em um banho de ultrassom
(nos tempos propostos), apés essa etapa, o contetdo foi centrifugado por 10 minutos
a 4000 rpm, a fase orgéanica foi coletada, evaporada sob fluxo de ar e ressuspendida
em 30 pL de FM.

3.4.6 Avaliagéo do pH

Neste experimento sera avaliado a eficiéncia de extracdo sem a correcdo na
de pH e com a correcéo do pH entre 11-14 com NaOH 1M, 2M e 5M. Primeiramente
foi pesado 15mg de NaCl em um tubo e adicionado 500 pL de sangue total
contaminado com um pool de antidepressivos triciclicos na concentracdo de 167
ng/mL, adicionado 100 pL de NaOH (nas concentragcdes propostas) e
homogeneizados em vortex (2800 rpm) por 10 segundos. Apos essa etapa, 400 pL do

hexano (solvente extrator) com 700 pL de metanol (solvente dispersor) foram injetados
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em conjunto dentro da amostra, A mistura foi homogeneizada por 30 segundos no
vortex e sonicada em um banho de ultrassom 300 segundos, apds essa etapa, 0
conteudo foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm, a fase organica foi coletada,

evaporada sob fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de FM.

3.4.7 Tempo e velocidade de centrifugacao

Para este experimento sera avaliado nas condi¢cdes de 10 minutos a 4.000 rpm,
10 minutos & 10.000 rpm e 5 minutos a 14.000 rpm. Primeiramente foi pesado 15mg
de NaCl em um tubo e adicionado 500 pL de sangue total contaminado com um pool
de antidepressivos triciclicos na concentracdo de 167 ng/mL, adicionado 100 uL de
NaOH 2M e homogeneizados em vortex (2800 rpm) por 10 segundos. ApOs essa
etapa, 400 puL do hexano (solvente extrator) com 700 puL de metanol (solvente
dispersor) foram injetados em conjunto dentro da amostra, A mistura foi
homogeneizada por 30 segundos no vortex e sonicada em um banho de ultrassom
300 segundos, apds essa etapa, o conteudo foi centrifugado (nas condicbes
propostas), a fase organica foi coletada, evaporada sob fluxo de ar e ressuspendida
em 30 uL de FM.

3.4.8 Volume do solventes

Para este experimento sera avaliado a for¢a de extragdo em diferentes volumes

de solventes conforme descrito a Tabela 6.

Tabela 6 — Volumes de solventes e matriz.

Matriz NaOH Solvente extrator Solvente dispersor
350 L 70 uL 250 pL 250 L
400 pL 100 pL 350 pL 550 pL
500 pL 100 pL 400 pL 700 pL

A DLLME foi conduzida da seguinte maneira: pesado 15mg de NaCl em um
tubo e adicionado sangue total contaminado com um pool de antidepressivos
triciclicos na concentracédo de 167 ng/mL, adicionado NaOH 2M e homogeneizados
em vortex (2800 rpm) por 10 segundos. ApOs essa etapa, 0 hexano (solvente extrator)
junto com metanol (solvente dispersor) serdo injetados em conjunto dentro da

amostra. A mistura sera sonicada em um banho de ultrassom 300 segundos, apés
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essa etapa, o conteudo foi centrifugado (has condi¢des propostas), a fase orgénica foi

coletada, evaporada sob fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de FM.

3.4.9 Mistura de solventes extratores

Neste experimento foi avaliado a eficiéncia extrativa na mistura de solventes
extratores hexano e octanol nas propor¢cdes de 5%, 10% e 15% (hexano:octanol).
Primeiramente foi pesado 15mg de NaCl em um tubo e adicionado 400 yL de sangue
total contaminado com um pool de antidepressivos triciclicos na concentracéo de 167
ng/mL, adicionado 100 pL de NaOH 2M e homogeneizados em vortex (2800 rpm) por
10 segundos. Apdés essa etapa, 350 pL da mistura de solvente extrator com 550 pL
de metanol (solvente dispersor) foram injetados em conjunto dentro da amostra. A
mistura foi sonicada em um banho de ultrassom 300 segundos, apds essa etapa, 0
contetdo foi centrifugado (nas condi¢ces propostas), a fase organica foi coletada,
evaporada sob fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de FM.

3.4.10 Oleo essenciais como solvente extrator

Para a realizacdo da DLLME utilizando 6leo essencial como solvente extrator
foi elaborado baseado no estudo de Oliveira Silveira e colaboradores (2021)
(OLIVEIRA SILVEIRA, et al, 2021). Também sera testado com uma etapa de Clean-
up previamente ao método extrativo. Para a etapa de Clean-up sera adicionado 200
pL do acido ou da base forte em 200 uL sangue total contendo pool dos padrées na
concentracdo de 250 ng/mL, centrifugado a 4.000 rpm por 20 minutos. Sera retirado
a 200 pL do sobrenadante adicionado 100 pL de NaOH 2M e homogeneizados em
vortex (2800 rpm) por 10 segundos. Apss essa etapa, juntou-se o 6leo essencial com
o solvente dispersor e foram injetados em conjunto dentro da amostra. A mistura foi
sonicada em um banho de ultrassom 300 segundos, ap0s essa etapa, o conteudo foi
centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada
sob fluxo de ar com aquecimento em chapa de aquecimento a + 50 °C e ressuspendida
em 30 pL de FM.

A Tabela 7 indica os volumes e solventes utilizadas. Os 0Oleos essenciais
utilizados foram: Laranja (Citrus sinesis), Eucalipto (Eucalyptus globulus) e Citronela
(Cymbopogon winterianus). Os solventes dispersores utilizados: metanol, acetonitrila
e isopropanol. Para o Clean-up foi utilizado &cido tricloroacético 10% e hidroxido de
sodio 50%.
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Tabela 7 — Volumes de solventes e matriz.

Clean-up Matriz NaCl NaOH Oleo essencial  Solvente dispersor
- 250 pL 60mg 100 pL 100 pL -
- 250 pL 15mg 100 pL 200 pL 200 pL
SIM 250 pL 15mg 100 pL 200 pL 200 pL

3.4.11 Estabilidade

Foi realizada a estabilidade do extrato hexandico oriunda das amostras de
sangue total (solvente organico retirado apos a centrifugagéo) da seguinte forma:
- Matriz biologica fortificada com pool de ADTs e padrdo interno (200 ng/mL) em
triplicata preparada e analisada no mesmo dia.
- Matriz biologica fortificada com pool de ADTs e padréo interno (200 ng/mL) em
triplicata preparada em um dia e analisada 24h ap6s DLLME.

3.5 DETERMINACAO DE ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS POR DLLME

Apoés serem conduzidos todos os testes de otimizacdo do método extrativo, a
DLLME ficou conduzida da seguinte forma: Pesar 15mg de NaCl em um tubo e
adicionar 490 uL de sangue total, contendo pool de antidepressivos triciclicos na
concentracdo de 167 ng/mL e 10 uL de medazepam 10 pg/mL (padrédo interno),
adicionar 100 pL de NaOH 2M e homogeneizar em vértex (2800 rpm) por 10
segundos. ApGs essa etapa, injetar em conjunto dentro da amostra 400 uL do hexano
(solvente extrator) com 700 pL de metanol (solvente dispersor). Homogeneizar a
mistura por 30 segundos no vértex e levar ao banho de ultrassom por 300 segundos,
apos essa etapa, centrifugar o conteudo por 10 minutos a 10.000 rpm. Coletar a fase
organica, evapor sob fluxo de ar, ressuspender em 30 uL de FM e injetar 20 uL.
Conforme a Figura 3.
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Figura 3 — Esquema de método de DLLME para determinacdo de ADTs em sangue
total
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3.6 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A corrida cromatogréfica foi conduzida sob um fluxo de 1,2 ml/min. O padrdo
interno medazepam foi analisado no comprimento de onda de 255 nm; doxepina,

amitriptilina e nortiptilina em 239 nm; imipramina e desipramina em 249 nm.

3.7 VALIDACAO DO METODO

Os parametros de validacdo ocorreram de acordo com o guia internacional de
validacdo de métodos da United Nation Office on Drugs and Crime (UNODC, 2009).
Deste modo, foi avaliado os parametros de especificidade/seletividade, limite de
deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ), recuperacéo, linearidade, precisao intra e
inter-dia, acuracia e robustez (UNODC, 2009). Ja os parametros de integridade da

diluicdo e carryover seguindo o guia SWGTOX (2013).
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3.7.1 Especificidade/seletividade

A especificidade/seletividade foi avaliada incorporando 13 compostos que
podem interferir a analise, ou seja, compostos normalmente combinados com o0s
antidepressivos. As substancias ativas avaliadas foram: Os analitos avaliados foram:
cafeina, acido acetilsalicilico, dipirona, paracetamol, varfarina, furosemida, atenolol,
ibuprofeno, fenobarbital, clonazepam, efedrina, fenilpropanolamina e salbutamol na
concentracdo de 1000 ng/mL. A amostras passaram pelo processo extrativo conforme
descrito no Item 3.5.0 critério de aceitacdo deste ensaio foi auséncia de substancias
interferentes no tempo de retencdo dos analitos de interesse e respectivo padréo

interno.

3.7.2 Limite de deteccdao (LD)

Utilizou-se amostras de sangue total (branco) enriquecidas com concentracdes
decrescentes dos padrdes dos analitos de interesse e também triplicatas de amostra
do branco com o padréo interno medazepam na concentracdo de 200 ng/mL. A
determinacdo dos valores de LD foi baseado no calculo do limite do branco
(ARMBRUSTER & PRY, 2008).

3.7.3 Limite de quantificagéo (LQ)

Este parametro foi avaliado primeiramente em triplicata as concentracdes de 5,
10, 15, 20 e 30 ng/mL para amitriptilina, doxepina e nortriptilina; 5, 10, 15, 20, 30, 40
e 50 ng/mL para imipramina e desipramina. Apos atingir o critério de aceitacdo foi
realizado uma sextuplicata para confirmar o referido valor para cada analito. O critério
de aceitac&o para o limite de quantificagéo foram de coeficiende de variacao precisao

< 20% para precisao e 80-100% de exatidao.

3.7.4 Recuperacao

Para a avaliacdo desse parametro foi preparado dois conjuntos de amostras de
sangue total. O conjunto A de amostras que consistia nas concentracdes de 45, 250
e 400 ng/mL o processo de DLLME conforme descrito no item 3.5. O conjunto B, apés
o procedimento de DLLME, foi adicionado a mesma concentracao do conjunto A. Todo
procedimento foi realizado em sextuplicata.

A recuperacao foi obtida pela comparacdo da resposta média obtida para o
conjunto A e a resposta do conjunto B (100%). O Guia de Validacdo de Métodos
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Analiticos da UNODC (UNODC, 2009) ndo considera este fator como indicativo para
reprovacdo do teste, desde que os demais parametros da validacdo alcancem os

propositos desejados.

3.7.5 Linearidade

A curva de linearidade foi realizada em sextuplicata para cada ponto dos
analitos de interesse, do qual iniciou-se pelo LQ (10 ng/mL para amitriptilina e
doxepina; 20 ng/mL para nortriptilina e 30 ng/mL para imipramina e desipramina)
seguido de 50, 100, 200, 300, 400 e 500 ng/mL. Os pontos da curva foram
selecionados de acordo com as concentracOes terapéuticas e toxicas dos
antidepressivos. Para a aceitabilidade a curva deve obter um coeficiente de correlacéo
R? > 0,99.

3.7.6 Precisao intra e inter-dia

A precisdo intra e inter-dia foi avaliada através da andlise de amostras de
sangue total contendo trés concentragdes conhecidas dos analitos-alvo em trés dias
consecutivos, em sextuplicata, utilizando o mesmo equipamento, materiais, reagentes
e laboratorio. As concentracdes foram de 45 ng/mL, o ponto mais baixo; 250 ng/mL, o

ponto médio; 400 ng/mL o ponto mais alto.

3.7.7 Acuracia (inexatidao)

Foi constituida uma curva nas concentragfes de LQ (10 ng/mL para amitriptilina
e doxepina; 20 ng/mL para nortriptilina e 30 ng/mL para imipramina e desipramina)
seguido de 200 e 500 ng/mL para todos os analitos em triplicata. Depois foi avaliado
em sextuplicata as amostras com os analitos nas concentra¢des de 45 ng/mL, o ponto
mais baixo; 250 ng/mL, o ponto médio; 400 ng/mL. ApGs a coleta de dados foi
realizado a ANOVA de 2 vias

3.7.8 Integridade da diluicdo e efeito memaéria (carryover)

Primeiramente foi constituida uma curva nas concentracées de 10 ng/mL para
amitriptilina e doxepina, 20 ng/ mL para nortriptilina e 30 ng/mL para imipramina e
desipramina; 200 ng/mL e 500 ng/mL em triplicatas.

Uma aliquota de 500 pL de sangue total foi contaminada com um pool de

antidepressivos triciclicos, com a concentracao final de 3,0769 ug/mL. Essa amostra
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foi diluida 10 vezes com sangue total isento de analitos para a concentracdo de 307,69
ng/mL, foi adicionado o padrao interno na concentracao final de 200 ng/mL e realizado
a extracdo conforme o Item 3.5. As amostras diluidas foram analisadas em
sextuplicatas. ApoOs a extragdo e injecdo dessa amostra, foram injetadas 3 amostras
de branco para a avaliacdo do efeito memaria (carryover).

3.7.9 Robustez

Robustez é a capacidade de resistir a pequenas e deliberadas variacées dos
parametros analiticos, indicando confian¢ca na metodologia. Foi realizado os seguintes
testes: variacdo de pH da fase movel (0,2 unidades); Analise em diferentes
equipamentos; Determinacao por diferentes laboratoristas; Temperatura ambiental

dos laboratoérios.

3.7.10 Aplicacdo do método

Foram coletados amostras de sangue total de voluntarios usuarios de ADTs e
também foram obtidos amostras oriundas de casos de intoxicacdo do HUSM. As
amostras dos voluntarios foram coletadas em tubos contendo conservante fluoreto de
s6dio 2% (2 ml), EDTA (2mL) e tubo sem conservante com gel separador para amostra
de soro. Para as amostras de pacientes com suspeita de intoxicagdo/exposi¢éo por
ADTs oriundos do HUSM utilizava-se disponivel (Sangue EDTA, Sangue Fluoreto,

Sangue total/Soro) e submetidas ao método extrativo.

4. RESULTADOS
4.1 FASE ESTACIONARIA

Os testes realizados foram conduzidos na coluna Waters® XBridge C18 3,5 pm
4,6 x 50 mm e ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6 x 150 mm, 5 um. Ambas fases
estacionarias apresentaram o mesmo tempo de retencédo em diferentes padrdes, tanto
ADTs como ADISRS. O problema ainda foi observado alterando a vazao, as diferentes
fases mdveis e o modo gradiente. Diante desses fatos, foi observado que a
similaridade das caracteristicas quimicas dos padrbes de interesse dificultaria a
separacao de todos sendo uma limitacdo para analise por LC-DAD, entdo optou-se
pela analise de amitriptilina, desipramina, doxepina, nortriptilina e imipramina com a
coluna Waters® XBridge C18 3,5 um 4,6 x 50 mm o qual ndo ocorre a co-elui¢cao entre

si e menor tempo de corrida cromatografica.
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4.2 FASE MOVEL

A escolha da FM foi baseada nos resultados dos testes realizados conforme o

item 4.2 e os resultados das fases moveis testadas estdo descritas na tabela 8



Tabela 8 — Resultado da etapa de otimizacdo da fase movel

FASE MOVEL pH* VAZAO RESULTADO

Acido fosférico 0,09% (v/v) + MeOH 2,0 1,0 mL/min - Co-eluigao:
(75:25) - AMI x NOR

- IMI x FLU

- DES x PRO x PAR x AMI

Acido fosférico 0,09% (v/v) + MeOH 2,0 0,5 mL/min - Co-eluigao:
(25:75) - AMI x NOR
- IMI x FLU

- DES x PRO x PAR x AMI

Acido fosférico 0,09% (v/v) + MeOH 2,0 0,3 mL/min - Co-eluigao:
(59:41) - AMI x NOR
- IMI x FLU

- DES x PRO x PAR x AMI

Acido fosférico 0,09% (v/v) + MeOH 2,0 1,0 mL/min - Co-eluigao:
(49:51) - AMI x NOR
- IMI x FLU



TFA + MeOH (59:41)

NaH2P04 125 mM + ACN (50:50)

H20 + MeOH + ACN (63:19:18)

NaH2PO4 83 mM + MeOH (60:40)

7,0

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluicéao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluicéao:
TODOS PADROES
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KH2PO45 mM + ACN (50:50)

KH2PO45 mM + ACN (50:50)

KH2PO45 mM + ACN (60:40)

KH2PO45 mM + ACN (70:30)

KH2PO425 mM + ACN (65:65)

KH2PO4 25 mM + ACN (70:30)

KH2PO4 25 mM + MeOH (60:40)

KH2PO4 25 mM + MeOH (55:45)

4,5

4,5

4,5

4,5

4,5

4,5

4,5

4,5

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

1,0 mL/min

- Co-eluigao:
TODOS PADROES
- Co-eluicéo:
TODOS PADROES
- Co-eluigao:
TODOS PADROES
- Co-eluicéao:
TODOS PADROES
- Co-eluigéo:
TODOS PADROES
- Co-eluicéao:
TODOS PADROES
- Co-eluigao:
AMI x NOR
IMI x FLU

DES x FLU x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU

- DES x PRO x PAR x AMI
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NaH2P04 83 mM + MeOH + ACN
(55:43:2)

KH2PO4 25 mM + MeOH + ACN
(55:43:2)

KH2PO4 30 mM + MeOH (60:40)

KH2PO4 25 mM + MeOH + ACN
(55:40:5)

4,5

4,5

4,5

4,5

- Co-eluicéao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluicéao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI
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KH2PO430 mM + MeOH + ACN
(60:35:5)

KH2PO435 mM + MeOH + ACN
(60:35:5)

KH2PO440 mM + MeOH + ACN
(60:35:5)

KH2PO440 mM + MeOH + ACN
(70:10:20)

4,5

4,5

4,5

4,5

- Co-eluigao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluicéao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI
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KH2PO450 mM + MeOH + ACN
(70:10:20)

KH2P0O420 mM + MeOH
0 min(65:35)
30 min (35:65)

KH2PO420 mM + MeOH

(57:47)

KH2PO420 mM + MeOH/ACN (98:2)
(57:47)

7,0

4,5

4,5

4,5

- Co-eluicéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluicéao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluicéao:
- AMI x NOR
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KH2PO420 mM + MeOH
(60:40)

KH2PO420 mM + MeOH
(60:40)

KH2PO420 mM + MeOH

(60:40)

KH2PO420 mM + MeOH
(60:40)

4,5

5,0

2,5

2,5

- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigéo:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
- DES x PRO x PAR x AMI

- Co-eluigao:
- AMI x NOR
- IMI x FLU
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+ 400 pL trietilamina - DES x PRO x PAR x AMI
- Co-eluicéo:
KH2PO4100 mM + MeOH ”t IMI x FLU
(60:40) ' DES x PRO x PAR
- Co-eluicéao:
KH2PO4150 mM + MeOH ”t IMI x FLU
(60:40) ’ DES x PRO x PAR

*pH da fase aquosa medido antes da mistura com a fase movel — ACN: Acetonitrila — MeOH: Metanol — H20: agua MiliQ - NaH2POa4: Fosfato de sddio
monobasico - KH.POa: Fosfato potassio monobasico — TFA: Acido trifluoroacético. AMI: Amitriptilina; DES: Desipramina; DOX: Doxepina; IMI: Imipramina; FLU:
Fluoxetina; NOR: Nortriptilina; PAR: Paroxetina; PRO: Protriptilina; SER: Sertralina

A FM que apresentou os melhores resultados para o presente estudo é constituida por uma solucao aquosa contendo 100
mM de fosfato de potassio monobasico, pH 2,5 corrigido com acido o-fosférico 85% e metanol na proporcéo de 60:40 para os analitos
amitriptilina, desipramina, doxepina, nortriptilina e imipramina conforme o Figura 4.
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Figura 4 — Cromatograma para antidepressivos triciclicos apés DLLME em amostras
de sangue total.
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Perfil cromatografico dos padrées doxepina (DOX); imipramina (IMI); desipramina (DES); amitriptilina
(AMI); nortriptilina (NOR), com padréo interno (Pl) ambos na concentragéo de 200 ng/mL. O tempo de
retencdo dos analitos séo respectivamente 3.48 min (PI), 4.75 min (DOX), 10.65 min (IMI), 12.12 min
(DES), 13.99 min (AMI) e 15.97 min (NOR).

4.3 OTIMIZACAO DA DLLME

A otimizacdo da DLLME foi elaborada baseada nas técnicas descritas na
Tabela 4. Serdo avaliados respectivamente 0s seguintes parametros para otimizagao
da DLLME:

4.3.1 Escolha da matriz biolégica apropriada

Os testes preliminares foram realizados qualitativamente em soro, plasma e
sangue total, a Figura 5 demonstra a triplicada realizada em sangue total. O solvente
extratores nos testes qualitativos apresentaram um aspecto limpido com a
possibilidade de injecdo no LC, entdo a matriz biolégica de escolha para a otimizagéo
foi sangue total. O cromatograma do método extrativo em sangue total (Branco) esta

no item 5.3.8.
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Figura 5 — Avaliagao qualitativa da extracdo em sangue total.

.\

Solvente
extrator

4.3.2 Efeito salting-out

De acordo com a area integrada, conforme a Figura 6, o efeito salting-out foi
melhor observado na concentracdo de 3% m/v (0,015 g) de cloreto de sodio. Apesar
gue, para a desipramina essa concentracdo nao foi a que apresentou melhor
resultado, de maneira geral, a concentracdo de 3% de cloreto de sodio foi a mais

efetiva para a extracao.
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Figura 6 — Gréfico Efeito santing-out

Efeito salting-out
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Eficiéncia de extracdo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptiina e nortiptilina nas
concentracgdes de cloreto de sodio de 0, 2, 3 e 40% m/v

4.3.3 Tipos de solvente extrator

Segundo a comparacao das areas relativas, conforme a Figura 7, o hexano foi
o solvente com maior eficiéncia na extracdo. A utilizacdo de cloroférmio ndo houve a
separacao das fases organicas, entdo nao foi injetado. Outro problema ocorreu com
a utilizacdo de diclorometano, na etapa de secagem no método da DLLME o
diclorometano demorou mais para secar, comparado aos outros solventes, e ao
ressuspender com a FM tinha um aspecto leitoso e sujo, entdo por seguranc¢a nao foi

injetado.
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Figura 7 — Gréfico Solvente extrator
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Eficiéncia de extracéo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina nos diferentes

solventes extratores.

4.3.4 Tipos de solvente dispersor

Em comparacéo a area relativa, conforme a Figura 8, o metanol foi o solvente
gue apresentou melhor disperséo do solvente extrator na amostra de sangue total. No
caso da acetona, ndo foi possivel integrar doxepina pois a utilizagdo de acetona como

solvente dispersor trouxe muitos interferentes da matriz.

Figura 8 — Grafico Solvente dispersor
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Eficiéncia de extracéo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina nos diferentes
solventes dispersores.



4.3.5 Agitacdo por vortex e banho de ultrassom
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O uso de ultrassom por 300 segundos para homogeneizacdo dos solventes

extrator e dispersor na amostra foi mais efetivo que o uso de vértex no tempo de 30

segundos, ambos tempos apresentaram maior efetividade em seus experimentos

respectivamente. Conforme ilustrados nas Figuras 9 e 10.

Figura 9 — Grafico Tempo vortéx
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Eficiéncia de extragdo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina utilizando

vortex.

Figura 10 — Gréfico Tempo ultrassom
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Eficiéncia de extracdo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina utilizando

banho de ultrassom.
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4.3.6 Avaliacao do ph

De acordo com as areas, conforme a Figura 11, a adicdo de 100 uL de NaOH
2M, para correcédo de pH, apresentou maior efetividade de extracdo comparado as
outras concentragdo de NaOH. A nao adicdo do corretor de pH resultou na néao
extracdo dos ADTs do sangue pelo hexano.

Figura 11 — Grafico Molaridade NaOH
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Eficiéncia de extracdo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina nas difentes

molaridades de pH.

4.3.7 Tempo e velocidade de centrifugacao

Apesar de a centrifugacao por 5 minutos a 14.000 rpm apresentar os melhores
resultados, de acordo com a éarea relativa, a condicdo de escolha foi 10 minutos a
10.000 rpm. Essa condicdo de escolha apresentou menos interferentes quando
centrifugado por 10 minutos a 4.000 rpm, e nado teve diferenca comparado a

centrifugacdo por 5 minutos a 14.000 rpm, conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12 — Gréfico Tempo e velocidade de centrifugacao
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Eficiéncia de extracdo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina nas difentes
condi¢Bes de centrifugacgéo.

4.3.8 Volume de solventes

Segundo a integracdo da area dos cromatogramas, conforme a Figura 13, a
diminuig&do dos volumes ndo apresentou a mesma eficiéncia de extragdo. Entdo foi

mantido o volume final de 1.700 pL.

Figura 13 — Gréfico Volume de solventes
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Eficiéncia de extragdo para doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortiptilina nos difentes

volumes de solventes e matriz.
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4.3.9 Mistura de solventes

A mistura de solventes extratores ndo foi capaz de extrair os ADTs, o qual ndo
foi possivel integrar as areas dos cromatogramas. Entéo foi mantido apenas o hexano

como solvente extrator.

4.3.10 Oleos essenciais como solvente extrator

A utilizac&o de 6leos esséncias como solvente extrator ndo foi possivel extrair
as substancias ativas propostas, além de aparecer diversos interferentes no mesmo
tempo de retencdo do padrdo interno e da doxepina. Outro dificuldade foi na
separacao de fases conforme a Figura 14.

Figura 14 — Extragdo com 6leos essenciais.

A. Isopropanol como solvente dispersor junto com Oleo essencial de eucalipto; B. Acetonitrila como

solvente dispersor junto com Oleo essencial de eucalipto; C. NaOH 50% como solvente dispersor junto
com Oleo essencial de eucalipto; D. Acetonitrila como solvente dispersor junto com Oleo essencial de
Laranja; E. NaOH 50% como solvente dispersor junto com Oleo essencial de Laranja; F. Metanol como
solvente dispersor junto com Oleo essencial de Laranja.
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4.3.11 Estabilidade

O extrato hexanoico preparada em um dia e analisada 24h ap6s DLLME
apresentou menor area relativa dos analitos quando comparado com extrato
hexanoico preparada e analisada no mesmo dia, principalmente os paddes AMI e
NOR, conforme ilustra a Figura 15.

Figura 15 — Grafico Estabilidade
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4.4 VALIDACAO DA DLLME PARA DETERMINACAO DE ANTIDEPRESSIVOS
TRICICLICOS EM SANGUE TOTAL

A validacao da metodologia foi realizada apds as etapas de otimizagao e seguiu
0 guia UNODC 2009, conforme descrito no Item 3.7. Seguindo as concentracbes
terapéuticas e toxicas de cada farmaco, a linearidade foi constituida inicialmente pelo
LQ de cada farmaco até a concentracdo de 500 ng/mL. A equacéao da reta, coeficiente

angular e linha de tendéncia de cada analito estdo descritas na tabela 9 e Figura 16.
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Tabela 9 — Equacao da reta dos antidepressivos triciclicos e seus produtos de
biotransformacéo do estudo da linearidade.

Analito Equacédo dareta R?

Doxepina y = 261,58x + 7,9474 0,9987
Imipramina y =2272,9x - 2,9523 0,9953
Desipramina y = 841,4x - 10,85 0,9956
Amitriptilina y = 259,71x - 3,4741 0,9944
Nortriptilina y =279,74x - 9,7701 0,9974

Figura 16 — Grafico Linearidade
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Linha de tendéncia dos antidepressivos triciclicos e seus produtos de biotransformacdo do estudo da

linearidade

Os demais resultados dos parametros da validacdo como: Recuperacao, LD,
LQ, Preciséo intra-dia e inter-dia, Exatiddo e Integridade de dilugdo estéo descritos na
Tabela 10.
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Tabela 10 — Parametros de confianga do método validado para determinacéo de
Antidepressivos triciclicos em amostra de sangue total.

Pardmetros Doxepina Imipramina Desipramina Amitriptilina Nortriptilina

Recuperacéo (%)

C1 15,66 14,15 14,42 14,45 18,38
C2 11,71 13,40 9,86 13,77 11,32
C3 21,60 23,30 17,22 23,99 31,60
LD (ng/mL) 2,5 10,0 10,0 25 7,5
LQ (ng/mL) 10,0 30,0 30,0 10,0 20,0
Preciséo intra-dia (CV%)

C1 10,90 12,80 12,03 12,35 9,83
Cc2 8,59 11,20 7,70 9,78 6,71
C3 9,53 8,31 9,98 4,46 8,91
Preciséo inter-dia (CV%)

C1 11,90 13,86 13,06 9,67 5,82
c2 9,20 7,56 14,59 10,89 11,87
C3 11,62 10,18 12,99 7,23 13,40
Exatiddo (%)

C1 92,89 85,64 113,78 96,87 113,67
C2 100,28 93,45 89,62 85,52 89,95
C3 111,16 95,92 97,54 90,19 99,18

Integridade da diluicéo
Preciséo (%)
10 vezes (307,69 ng/mL) 100,67 82,36 114,05 88,99 105,40

4.5 AMOSTRA REAL

Dois casos reais foram avaliados. Uma amostra de soro foi obtida através de
um paciente com quadro de intoxicacao polimedicamentosa oriunda do HUSM e o

segundo caso foi uma amostra de sangue total obtido através de voluntario.

45.1Caso1

Uma amostra de soro de uma paciente (SAME) com suspeita de intoxicacdes
por medicamentos de varias classes, incluindo exposicdo ao ADTs foi encaminhado

para o Nucleo de Analises Toxicolégicas (NAT), conforme a Figura 17.
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Figura 17 — Cromatrogramas para avaliacdo de amostra real de soro em LC-DAD.
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imipramina, (DES) desipramina, (AMI) amitriptilina e (NOR) nortriptilina, nas concentracdes de 200

ng/mL em 239nm; Ill — Cromatograma da extracdo em amostra real de soro. O tempo de retencao dos
analitos sdo respectivamente 3.7 min (Pl), 5.2 min (DOX), 11.2 min (IMl), 12.5 min (DES), 14.8 min

(AMI) e 16.6 min (NOR).
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Foi detectado amitriptilina na amostra em soro, entretanto abaixo do LQ (10,0
ng/mL). Uma aliquota da mesma amostra de soro foi analisada em GC/MS
empregando a proposta de DLLME, as condi¢des cromatogréficas e cromatogramas

estao descritas no Apéndice A.

45.2 Caso 2

Uma Mulher de 23 anos de idade se voluntariou para participacdo da pesquisa.
A voluntaria informou que utiliza a posologia de 12,5 mg de Amitriptilina e 50 mg
Alprazolam para tratamento de dor cronica de ATM. Os medicamentos sé&o
administrados todos os dias pela manhd, junto com o café da manha. As amostras de
sangue total foram coletadas em tubo contedo conservante fluoreto de sodio 2% e foi

submetido ao método extrativo, os resultados estédo ilustrados na Figura 18.



77

Figura 18 — Cromatrogramas para avaliagdo de amostra real de sangue total em LC-
DAD.
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imipramina, (DES) desipramina, (AMI) amitriptilina e (NOR) nortriptilina, nas concentracdes de 200
ng/mL em 239nm; |ll — Cromatograma da extracdo em amostra real de soro. O tempo de retencéo dos
analitos sdo respectivamente 3.7 min (PI), 4.9 min (DOX), 10.2 min (IMI), 11.5 min (DES), 14.5 min
(AMI) e 16.2 min (NOR).



78

5. DISCUSSAO

A proposta inicial do projeto visava desenvolver uma metodologia analitica para
determinacao de 9 antidepressivos das classes dos antidepressivos triciclicos (ADTS),
antidepressivos inibidores seletivos da serotonina (ADISRS) e seu respectivos
produtos de biotransformacgéo. Entretanto, devido a similaridades das propriedades
fisico e quimicas, bem como as limitacbes técnicas do equipamento, foram
selecionados aqueles com significancia clinica, toxicolégica e que atendiam a
proposta da metodologia.

Seguindo nesta circunstancia, foram selecionados amitriptilina, doxepina e
imipramina, onde estao envolvidos em casos de exposi¢cdo humana a medicamentos
segundo o relatério do Centro de Informacgdes Toxicoldgicas do estado do Rio Grande
do Sul no ano de 2019. J& a amitriptilina também esta descrita na Relagdo Nacional
de Medicamentos Essenciais 2020 (Rename). Também foram nortiptilina e
desipramina, produtos de biotransformacdo da amitriptilina e imipramina,
respectivamente (CIT, 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

A matriz biologica elegida para o presente método foi o sangue total, pois essa
matriz consegue atender tantos casos da emergéncia clinica como na area forense.
Apesar de que, em casos de emergéncia clinica e o monitoramento terapéutico de
drogas as matrizes de escolhas sao, preferencialmente, o soro e o plasma (PROUTY
& ANDERSON, 1990; GLAUSER, J., 2000; FLANAGAN et al 2005; DE PAULA, 2007,
SANTOS, 2014).

No caso dos ADTs, o sangue total apresenta resultados mais confiaveis em
casos de intoxicacgao, relacionando a concentracao estes agentes e seus respectivos
produtos de biotransformacdo com seus efeitos. Cabe ressaltar que a razdo da
substancia ativa/produtos de biotransformacdo consegue informar o periodo de
administracdo dos farmacos (DE PAULA, 2007; SANTOS, 2014; SASTRE, 2017;
MADUREIRA, 2019).

Ha diferencas nas concentracdes de ADTs entre soro, plasma e sangue total,
podendo ser explicado pela capacidade dos ADTSs se ligaram nos eritrécitos (AMITAI,
1993; 2001; THANACOODY & THOMAS, 2005; TITIER et al. 2007; DE PAULA, 2007,
MONTENARH et al, 2014b). Conforme o estudo de Amitai e colaboradores (1993),
onde correlacionou a concentracdo em plasma e em hemacias de ADTs e seus

respectivos produtos de biotransfor¢cao in vitro e em pacientes com intoxica¢ao aguda
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por ADTs. Foram avaliados no estudo: amitriptilina, imipramina, doxepina, nortriptlina,
desipramina e nordoxepina. A Tabela 11 mostra a a razdo da concentracao
(heméacia/plasma) de ADTs e seus respectivos produtos de biotransformacéo in vivo
e a meédia razdo da concentragcdo (hemacia/plasma) dos ADTs percursores
(amitriprilina, imipramina e doxepina) e de seus produtos de biontransformagéo
(nortriptilina, desipramina e nordoxepina) em pacientes com casos de intoxicacao

aguda por ADTs no momento de admisséo e apos 6 a 10 horas da admissao.

Tabela 11 — Razédo das concentragdes de ADTs (hemécias/plasma).

~ , . . o Razao [hemacias/plasmal]
Razao [hemacias/plasma] Razao [hemacias/plasma]

ADTs o 6 a 10 horas apés a
in vitro Momento da admissao

admissao.
Amitriptilina 0,45

Imipramina 0,73 0.53+0.25 0,70 £ 0.36
Doxepina 0,98
Nortriptilina 1,57

Desipramina 1,60 1.56 £ 0.62 2.05+0.57
Nordoxepina 1,62

Fonte: AMITAI, 1993.

Outro estudo que reforca esse fendbmeno é o estudo de Montenarh e
colaboradores (2014). Os autores encontraram 242% para amitriptilina em sangue
total comparado a soro/plasma. De acordo com este trabalho, esse fendmeno pode
ser explicado pela maior presenca de biomoléculas enddégenas no sangue total
(MONTENARH et al, 2014b).

Apesar de sua coleta ser um método invasivo, em casos de intoxicacdo, sua
aquisicao pode ser mais facil comparada a urina devido a retencdo urinaria (sintoma
comum de casos de intoxicagdo por ADTs). Recomenda-se coleta de sangue (ante
mortem e post mortem) em tubo contendo fluoreto de sédio 2%, pois minimiza a
fermentacdo e degradacdo dos ADTs (FLANAGAN et al 2005; DE PAULA, 2007).
Entretanto, ndo foi encontrado na literatura que a utilizacdo de sangue total contendo
outros conservantes ou a auséncia deles possa afetar a analise dos ADTs em casos

de emergencia clinica ou outras situacao toxicoldgicas.
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Logo, devido as diferencas das concentragfes nas matrizes biolégicas e por
nao existir muitas metodologias na literatura com a determinacao de ADTs em sangue
total, além da versatilidade dessa amostra, refor¢ca ainda mais o desenvolvimento de
um método vélido para determinacdo de ADST em sangue total.

Os ADTs séo bases fracas, onde o pK varia de 9,4 a 10,02 e o logP varia de
3,84 a 4,92. Estes dados sédo de grande importancia para a constituicdo da FM, da
selecdo da FE e também na etapa de extracdo. Inicialmente foram testados 9 padrdes
de farmacos e produtos de biotransformacédo de duas classes de antidepressivos, 0s
ADTs (amitriptilina, desipramina, doxepina, protriptilina, nortriptilina e imipramina) e 0s
AISRS (fluoxetina, paroxetina e sertralina).

Os testes iniciais foram realizados com a coluna Waters® XBridge C18 3,5 pum
4,6 x 50 mm, porém ocorria a co-eluicdo de diversos padrbes, conforme os resultados
descritos na Tabela 8. Na tentativa de contornar o problema de eluicdo entre os
padrbes, foram avaliados diferentes parametros como analises em modo gradiente,
vazao, alteracbes na FM e tamanho de coluna. Mais testes foram conduzidos com a
coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6 x 150 mm, 5 pum, entretanto a troca de coluna
aumentou o tempo da corrida cromatografica e ainda assim, apresentou 0 mesmo
tempo de retencdo em diferentes padrdes. O problema ainda foi observado alterando
a vazao, as diferentes fases moveis e 0 modo gradiente.

Diante desses fatos, foi observado que a similaridade das caracteristicas
guimicas dos padrfes de interesse dificultaria a separacédo de todos os padrdes sendo
uma limitagcdo para analise por LC-DAD, entédo optou-se pela analise de amitriptilina,
desipramina, doxepina, nortriptilina e imipramina com a coluna Waters® XBridge C18
3,5 um 4,6 x 50 mm com a pré-coluna C18 - 12,5 mm x 4,6 mm x 3 um o qual néo
ocorre a co-eluicao entre si.

Na constituicdo da FM, primeiramente tentamos reproduzir alguns estudos
conforme Tabela 5, entretanto com a divergéncia de equipamento, FE e a falta de
alguns material dos estudos propostos, foram feitas algumas adaptacdes. Conforme
0s testes realizado e analisando os achados na literatura, solutos base fraca sofrem
grande interacdo secundéria com os silanéis da FE em modo reverso, principalmente
guando protonados. Uma das solugédo para o problema de assimetria do picos
cromatograficos seria a utilizagdo de uma FE com capeamento, geralmente com
trietilamina para cromatografia de particdo fase reversa, minimizando o numero de

silandis residuais para impedir o acesso desses silandis livres ao analito (BORGES,
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2012; NETO, 2010; CASS & CASSIANO, 2015; ARAUJO, 2021). Entretanto
obtivemos sucesso com as FM testadas. Entdo buscamos solu¢cdes modificando a
FM.

Pelo fato das colunas de fase reversa geralmente suportarem valores de pH
entre 2 e 8, os analitos por serem bases fracas, com pK cerda de 9, vao estar na forma
protonada na FM, entdo a necessidade de uso de um tampao para suprir a ionizacao
e diminuir a interacdo dos analitos com o0s grupos silandis. Também surgiu a
necessidade da correcao do pH, pois a acidificacdo da FM auxilia na estabilidade da
FE resultando em picos mais simétricos (BORGES, 2012; ARAUJO, 2021)

Na préatica, a FM acida auxiliou na diminuicdo do tempo de retencdo dos
analitos. Logo, a FM ficou constituida por uma solucdo aguosa contendo 100 mM de
fosfato de potassio monobéasico em pH 2,5 corrigido com &cido o-fosférico 85% e
metanol na proporgéo de 60:40. A partir disso trabalhamos na otimizacdo da DLLME.

A DLLME é amplamente utilizada em matrizes ndo complexas mas vem sendo
empregada em matrizes complexas, como o sangue total. A presenca de proteinas e
diversos componentes endogénos faz-se necessario um pré-tratamento da amostra
(desproteinizagéo, hidrolise, entre outra). Contudo, conforme os resultados obtidos da
otimizacao e validagao ndo se fez necessario um procedimento anterior ao processo
de DLLME, conforme ilustra as Figuras 4 e 5.

Para a DLLME foi avaliado o solvente extrator. Tendo em vista as
caracteristicas e os componentes encontrados no sangue, a utilizacdo de solventes
de densidade maior que agua poderia ocasionar uma dificuldade no momento da
retirada do solvente orgéanico, além de poder ocorrer uma mistura dos interferentes da
matriz com o solvente organico também no momento da retirada. Essa dificuldade foi
detectada quando testado o solvente extrator cloroférmio. Apesar de ocorrer a
separacao de fases, além da dificuldade de coletar a fase organica a mesma nao

possuia um aspecto limpido, conforme a Figura 19.
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Figura 19 — DLLME utilizando cloroférmio como solvente extrator em amostras de

sangue total.

'L

Cloroformio na parte inferior do tubo apés a DLLME com sangue total.

Uma opcao para solucionar os problemas detectados, é a utilizacdo de
solventes extratores de baixa densidade, pois apés as etapas da DLLME o solvente
organico vai encontra-se na parte superior. O estudo de Chen e colaboradores (2017)
utilizou o tolueno como solvente extrator para produzir a DLLME afim de determinar
antidepressivos e antipsicoticos em sangue total, além de n&o realizar um pré
tratamento de amostra apresentou 6timos resultados para substancias ativas com
caracteristicas fisico e quimicas semelhantes aos ADTs (CHEN, et al. 2017).

Baseando no estudo de Chen e colaboradores (2017) foram testados os
solventes tolueno e hexano. O tolueno como solvente extrator conseguiu extrair 0s
ADTs em sangue total, entretanto carreou muitos interferentes endégenos e ao final

do processo perdeu-se muito volume de solvente. JA 0 hexano apresentou uma
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melhor eficiéncia na extracdo dos ADTs, além de carrear menos interferentes
endogenos e ter pouca perda de volume ao final do processo, ndo ocorrendo
problemas no momento de retirar a fase organica conforme a Figura 5.

Ilgualmente importante para o processo extrativo, o solvente dispersor deve ser
soluvel tanto na fase aquosa como na fase organica, mas principalmente, deve
garantir a dispersao do solvente na fase aquosa, afim de formar a “nuvem’”,
caracteristica principal da DLLME. A dispersdo formada (nuvem) esta ligada
diretamente na eficiéncia da extracdo, logo a escolha desse solvente deve ser
avaliada atentamente. Foram avaliados acetonitrila, metanol, acetona, etanol e
isopropanol.

Acetona e etanol apresentaram baixa taxa de enriquecimento e trouxeram
muitos interferentes da matriz. No caso da acetona nao foi possivel integrar o pico
cromatografico da doxepina. Quando utilizado isopropanol, ocorreu dificuldade na
secagem da fase orgéanica e a amostra ressuspendida tinha um aspecto sujo e leitoso,
entdo para prevenir a integridade da coluna cromatografica ndo foi injetado.
Acetonitrila e metanol apresentaram ser eficientes na extragéo, apresentando poucos
interferentes da matriz, porém o metanol apresentou melhor eficiéncia extrativa e
acabou sendo utilizado tanto como solvente dispersor como agente desproteinizante,
eliminando a etapa de pré tratamento.

Outro ponto a ser cuidado é o pH da amostra, como deve ocorrer a passagem
das moléculas da fase aquosa para a fase organicas, as mesmas devem estar na
forma nao ionizada, pois a moléculas ionizadas possuem maior afinidade pela fase
aguosa, logo as moléculas nessa forma néo ocorrera a transferéncia da fase aquosa
para a fase organica. O pH do sangue varia de 7,35 e 7,45, em casos de post mortem
0 sangue tende a acidificar devido aos varios processos que ocorre apés a morte.
Entdo, os ADTs presentes no sangue estardo na forma ionizada, levando em
consideracéo o pK das moléculas (9,4 a 10,02), deve-se ajustar o pH para, no minimo,
2 pontos acima do pK das moléculas (pH > 12,02). Logo, os ADTs estardo na forma
nao ionizada. Assim, a transferéncia de massa da referida substancia partindo da
matriz biolégica para o solvente organico € viavel.

Outro parametro que auxilia na efetividade da extracéo e que foi avaliado é o
efeito salting-out. A concentracdo de sal para inducao do efeito salting-out dever ser
suficiente para produzir a separacao da fase organica de forma clara e limpa, além

de, em alguns casos, precipitar proteinas e outras macromoléculas presentes na
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matriz bioldgica. Em altas concentrac¢des, diminui a solubilidade das moléculas do
solvente na fase aquosa, 0 que pode explicar a baixa eficiéncia extrativa com a
concentracéo de 40% m/v (0,200 g) (GRECCO, et al. 2018). A concentracdo de 3%
m/v (0,015 g) de cloreto de sodio foi a concentracao ideal para a separacdo de fases
possibilitando o efeito salting-out.

O banho de ultrassom e a utilizacdo de vortex vem sendo empregados em
diversos estudos para reducdo de solventes e aumento na eficiéncia de extracdo. Os
dois parametros foram avaliados e comparados separadamente apés a injecdo dos
solventes extrator e dispessor. A aplicacdo de vortex por 30 segundos apresentou as
maiores areas absolutas para os 5 ADTSs, entretanto a utilizacdo de 300 segundos de
banho de ultrassom apresentou melhor eficiéncia de extracdo, uma vez que, 0
emprego da agitagéo ultrassonica pode levar novamente a formacao de microgotas.

Por utilizar o hexano, solvente extrator de baixa densidade, apos a injecao dos
solventes, 0 mesmo se encontra na parte superior o qual poderia ja ser retirado sem
a utilizacdo de centrifugacédo, entretanto apos a injecao forma-se uma emulsdo e o
banho de ultrassom néo é eficaz para quebrar toda a emulsdo formada. Logo o tempo
e velocidade de centrifugacdo foi avaliada. Com o aumento da velocidade de
centrifugacéo houve sim uma melhora na extracdo e na nitidez da separagéo das
fases. Entretanto, devido a alta forca que de centrifugacao (14.000 rpm x 10 minutos)
ocorreram danos aos tubos que continham as amostras, inviabilizando a
reprodutibilidade. Devido a esse motivo foi escolhido o tempo de 10 minutos e a
velocidade de 10.000 rpm de centrifugacéo.

Em uma tentativa de aumentar a eficiéncia de extracdo, foi realizado uma
mistura de solventes extratores. Tendo base nas propriedades fisicas e quimicas dos
antidepressivos triciclicos e dos solventes extratores, também sendo compativeis com
a metodologia proposta os solventes escolhidos foram hexano e octanol nas
proporcgdes de 5%, 10% e 15% (hexano:octanol). Entretanto essa mistura de solventes
nao obteve resultado satisfatorio. Dentre os problemas encontrados, o elevado ponto
de volatilizacdo do octanol, mesmo em um volume baixo, demandou tempo superior
a 20 minutos para a secagem total. Além disso, ndo foi eficiente na extracdo dos
antidepressivos em sangue total e carreou muitos interferentes da matriz, e ainda
houve interfetencia de compostos enddégenos no tempo de retencdo do padréo interno
e doxepina. Tal comportamento impediu de realizar a avaliacdo cromatogréafica dos

analitos em questéo (dados ndo demonstrados).
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Baseado no estudo de Oliveira Silveira e colaboradores (2021) e também nos
principios da Quimica Verde, buscamos elaborar uma metodologia utilizando 6leos
essenciais como solvente extrator. Devido as diferencas significativas entre a matriz
e 0 equipamento utilizado por Oliveira Silveira e colaboradores (2021) alguns ajustes
foram feitos na técnica (OLIVEIRA SILVEIRA, et el, 2021). Primeiramente foi realizada
a troca do solvente extrator hexano pelos 6leos essenciais descritos no Item 3.4.10 e
testado nos diferentes solventes dispersores.

Algumas combinagfes de solventes dispersores e 6leos essenciais nao foram
satisfatorias. Dentre as dificuldades encontradas, ocorreu a solubilizacdo do 6leo
essencial de Eucalipto (Eucalyptus globulus) tanto em acetonitrila como em metanol,
0 que ndo aconteceu com isopropanol. A solubilizacdo do solvente extrator com o
solvente dispersor nao foi adequada para a técnica de DLLME. Na tentativa de
contornar esse problema, utilizou-se NaOH 50% como agente desproteinizante,
dispersor e também corretor de pH da amostra. Apesar de conseguir separar as fases
e facilitar a coleta do 6leo essencial, a utilizacdo de NAOH 50% néo foi efetiva para
extrair os ADTs. Provavelmente a for¢ca da solucéo alcalina pode ter hidrolisado os
ADTSs.

J& a utilizacdo do 6leo essencial de Laranja (Citrus sinesis) ndo ocorreu a
solubilizacdo no metanol, acetonitrila e isopropanol. Entretanto apds todo o processo
da DLLME, o volume do éleo essencial disponivel para coleta era baixo (+30uL) e a
coleta do extrato apresentava dificuldades manuais. Além disso, ambos Oleos
essenciais utilizados na técnica de DLLME proposta traziam diversos interferentes da
matriz o que acabaram sendo retidos no mesmo tempo dos ADTSs, 0 que nao permitia
a avaliacao dos analitos em sangue total.

Na tentativa de diminuir os interferentes do sangue total na extracdo com o0s
Oleos essencial, foi realizado uma etapa de clean-up do sangue total com acido
tricloroacético 10% e NaOH 50%. Entretanto estes também néo foi suficiente para
auxiliar na extracdo e diminuir os interferentes, conforme a Figura 20. Talvez a
utilizacdo tanto de acido forte como base forte, pode acarretar na hidrolise das
moléculas, inviabilizando a quantificacdo dos ADTSs. E o aparecimento de interferentes
podem ser devidos a complexidade dos componentes presentes nos 6leos esséncias.
Figura 20 — Cromatogramas da DLLME utilizando 6leo essencial com a etapa de

clean-up
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Apés as etapas de otimizacdo, a fim de melhorar a logistica de trabalho para a
validagdo analitica foi testado a estabilidade do extrato hexanoico (solvente organico
retirado apds todo o processo de DLLME, antes da secagem). O extrato hexanoico
recém preparado foi comparado com o extrato hexanoico preparado no dia anterior e
guardado na geladeira em vial tampado. Houve perde dos analitos no processo de
armazenagem por um dia, logo para a validacéo toda a etapa do método desenvolvido
foi preparada e avaliada no mesmo dia.

A validacao analitica foi conduzida seguindo os guias do UNODC e SWGTOX.
Os calculos dos limites de deteccdo e quantificacdo sdo avaliados baseados na

relacdo sinal-ruido e em métodos analiticos. Os valores de LD foram definidos
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seguindo o célculo do limite do branco, 2,5 ng/mL para doxepina e amitriptilina; 10,0
ng/mL para imipramina e para desipramina; 7,5 ng/mL para nortriptilina.

O LQ é a menor concentracdo de calibracdo da faixa de trabalho, onde as
concentragbes devem possuir CV <20%. Os valore de LQ foram de 10 pg/mL para
amitriptilina e doxepina; 20 pg/mL para nortriptilina e 30 pg/mL para imipramina e
desipramina. Os testes foram obtidos experimentalmente com diferentes
concentracbes em triplicatas e confirmadas em sextuplicatas. Tendo em vista o
detector utilizado e a complexidade da matriz de escolha, os valores de LQ, assim
como o LD, foram satisfatorios estando dentro da faixa terapéutica.

A partir dos valores de LQ foi estabelecida a linearidade, que segundo a
UNODC os analitos devem possuir o coeficiente de correlacdo angular maior que 0,99.
A faixa linear foi estabelecida partindo das concentracdes estabelecidas do LQ até a
concentracéo de 500 pg/mL onde os 5 ADTs apresentaram linearidade nessa faixa,
conforme a Tabela 9. Também n&do foi evidenciado o fenébmeno de
heteroscedasticidade para os ADTs do presente estudo.

A técnica mostrou ser especifica/seletiva, ndo apresentando interferéncia de
outros farmacos geralmente prescritos e utilizados concomitante os ADTs. Em relacéo
ao parametro de precisao intra e inter-dia, a imipramina apresentou maior coeficiente
de variacdo na precisdo intra e inter-dia na concentracdo mais baixa (45 ng/mL), tal
fato pode ser explicado pela baixa abundancia apresentada do farmaco no detector
DAD. Ja o produto de biotransformacao desipramina apresentou uma variagao inter-
dia maior que os outros ADTs. Essa variagéo pode ser explicada pela baixa eficiéncia
apresentada pelo fato da integridade da FE utilizada. Com o aumento da concentracdo
a nortriptilina apresentou uma maior variagao na precisao inter-dia, também podendo
ser explicada pela integridade da FE. Contudo, os 5 ADTs atenderam os critérios do
guia UNODC no parametro de precisao intra e inter-dia.

Apesar de ndo ser um parametro obrigatério para aprovacéo, foi realizado o
teste de recuperacéo e as taxas de recuperacdo apresentaram variacdes conforme a
Tabela 10 (9,86% a 31,60%), tendo em vista a simplicidade da técnica extrativa
utilizada, a complexidade da matriz biolégica e os demais resultados dos parametros
da validagao, as taxas de recuperacédo para os ADTs estao de acordo com a literatura
(DOS SANTOS, 2014).

A técnica mostrou ser precisa quando diluida em 10 vezes, tornado a técnica

mais confidvel em casos de intoxicacdo, onde pode haver altas concentracodes,
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extrapolando o limite da linearidade de 500ng/mL. Por fim, ndo ocorreu efeito memoaria
na corrida cromatografica.

Durante o processo de desenvolvimento da técnica, a robustez foi avaliada: A
variagdo do pH da fase movel (0.2 unidades) néo foi relevante para alterar o método,
assim como, a analise em diferentes equipamentos (N=), diferetente laboratorista néo
foi relevantes (N=3). A diferenca nas temperaturas entre os laboratérios de 30 =7
implicou apenas no tempo de corrida, mas nao da separacao dos analitos em questao.
Além disso, a técnica foi reproduzida em GC/MS, com diferenca de que para o este
equipamento a extracdo foi ressuspendida em hexano, ao invés de ser ressuspendia
na FM. A utilizacdo em GC/MS teve como objetivo a confirmacéo da substancia ativa
em casos reais. Entretanto, ndo foi validado a técnica em GC/MS. Mesmo com as
diferentes condicGes a técnica apresentou robustez, com resultados satisfatorios,
podendo ser empregada em outros laboratérios.

A aplicacdo em caso real foi realizada em uma amostra de soro recebida do
HUSM de uma paciente com quadro de intoxicagdo medicamentosa que deu entrada
no hospital. O teste rapido multidroga foi positivo para antidepressivos triciclos entre
outras substancias, entdo a amostra foi submetida ao método extrativo desenvolvido.
A corrida cromatografica em LC-DAD detectou um pico cromatografico no mesmo
tempo de retencao da amitriptilina, conforme a Figura 17.

Foi detectado a presenca de amitriptilina na amostra, entretanto nao foi possivel
calcular a concentracdo por estar abaixo do LQ. Além disso, ha uma falta de
informacdes sobre o caso clinico. Afim de uma analise confirmatéria, uma outra
aliquota de soro da paciente foi submetida a DLLME proposta e analise em GC/MS e
0 cromatograma também apresentou a mesmo perfil cromatografico da amitriptilina,
conforme as Figuras 19.

No caso 2 néo foi detectado nenhum dos ADTs do presente trabalho. Segundo
o historico informado, a posologia de amitriptilina utilizada é a posologia inicial para o
tratamento de dor cbnica, dose menor que a utilizada ao final do tratamento de 75-
10mg por dia e menor que a dose utilizada para o tratamento da depressao, 70-300mg
por dia. (CORDIOLI et al, 2015). A coleta foi realizada 1 hora apés a ingestdo dos
medicamentos. Segundo o estudo de Garland (1977) a ingestdo oral de 50 mg de
amitriptilina, por voluntérios, resultou em um pico plasmatico na concentracdo de 20-
40 ng/mL apds 2-4 horas (GARLAND 1997). Ja o estudo de Edelbroek e
colaboradores (1984) o qual avaliou a administracdo oral de amitriptilina 150 mg, os
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voluntarios apresentaram concentragdes sericas de amitriptiina entre 50-250 ng/mL
(EDELBROEK et al, 1984). Tendo em vista a baixa posologia adotada e o periodo de
tempo entre a ingestdo de amitriptilina e a coleta, relacionando com a toxicocinética
da amitriptilina, pode-se explicar a ndo detectabilidade de amitriptiina na amostra do
Caso 2.

Porém, durante a extracdo da amostra de sangue total contendo fluoreto de
sodio 2% (Caso 2), notou-se uma dificuldade na dispersdo dos solventes na amostra,
tal dificuldade ndo foi obsertvada quando utilizada a matriz oriunda do banco de
sangue no processo de validagdo. As amostras de sangue adquiridas no banco de
sangue do HUSM contem anticoagulante citrato/ fosfato/ dextrose-adenina (CPDA).
Ha diferencas na composicédo das amostras de sangue ante-mortem, post-mortem e
nas amostras adquiridas pelo banco de sangue, e experimentalmente notou-se que
existe uma diferencga na viscosidade, o qual podem influenciar na eficiéncia do método
extrativo, possivelmente ndo permitindo o efeito Nuvem caracteristico de uma DLLME,
podendo-se observar pela area integrada do padrao interno, Figura 18.

Na literatura Chen e colaboradores (2017) validou o método estocado as
amostras de sangue total a -20 °C, o processo de congelamento e descongelamento
afeta na estrutura das proteinas presentes no sague. Entretanto, o caso real foi em
amostra de sangue cardiaco post mortem (CHEN et al. 2017). Dos Santos e
colaboradores (2014) avaliaram ADTs em sangue post mortem sem a necessidade de
pré tratamento por LPME e avaliacdo por GC/MS (DOS SANTOS et al, 2014). Para o
estudo de Fisichella e colaboradores (2015), néo foi informado a origem das amostras
para o processo de validacdo, nem a armazenagem, entretanto foram realizados 50
casos reais em amostras post mortem (FISICHELLA et al, 2015).

Diante dos estudos apresentados, tendo em vista alta capacidade dos ADTSs se
ligarem nas proteinas plasméticas e aos eritrocitos, as analises utilizando sangue post
mortem, podem ser facilitadas devido as as alteracdes fisioldégicas deste fendbmeno
gue promovem a liberacdo dos ADTs ligados tanto em relacéo a proteinas plasmaticas
como nas hemacias. Contudo mais estudos devem ser realizados para confirmar essa
hipétese.

Para aumentar a eficiéncia extrativa para o Caso 2, buscou-se alternativas na
literatura. O estudo de Fisichella e colaboradores (2015) utilizou sangue total para
determinacdo de imipramina e clominapramina, e realizou um pré-tratamento de

amostra adicionando 500 pL de metanol em 500 pL de sangue total. Apds essa etapa
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0 sobrenadante foi retirado e realizada a DLLME (FISICHELLA et al, 2015). O mesmo
procedimento de pré-tratamento de amostra foi realizado por Lin e colaboradores
(2017) onde 200 pL de sangue total foi misturado em 1300 pL de metanol, afim de
precipitar as proteinas, e o sobrenadante retirado seguiu com a técnica de DLLME
para determinacéo de drogras recreativas em sangue total (LIN et al, 2017).

Baseados nesses estudos, foi testado um pré tratamento com a adicdo de 500
UL de metanol com 500 pL de sangue (oriundo do banco de sangue), nas
concentragcbes de LQ, 200 e 500 ng/mL (triplicata), centrifugado por 10 minutos a
10.000 rpm e retirado 500 pL do sobrenadante. Entdo foi realizado a DLLME com
sobrenadante. Também foi testado a adicdo de 500 uL de NaOH 2M com 500 uL de
sangue (oriundo do banco de sangue) contendo os padrées de ADTSs, nas
concentracbes de LQ, 200 e 500 ng/mL (triplicata), homogeneizado e entdo foi
realizado a DLLME. Ambos testes apresentaram variagcdes nas areas relativas quando
comparados com as areas realivas da técnica de DLLME validada, conforme Figura
21.
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Figura 21 — Grafico compararativo das areas relativas de pré-tratamento.
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concentragdes de 500 ng/mL. DLLME: conforme item 3.5; DESPROTEINIZACAO: Adicionou 500 pL
de metanol em 500 pL de sangue total, foi retirar sobrenadante e realizada a DLLME; DILUICAO:
Adicionou 500 uL de NaOH em 500 uL de sangue total e realizada a DLLME

A desproteinizacdo com 500 pL de metanol apresentou maior area relativa nas
concentracbes de 200 ng/mL e 500 ng/mL, porém nédo foi possivel determinar os
respectivos LQ de cada analito. A diluicdo com 500 pL de NaOH 2M apresentou area
relativa menor em todas as concentracfes quando comparado com a DLLME
validada. Devido as diferencas nas areas relativas, principalmente na concentracéo
de LQ, optamos por néo utilizar essas etapas adicionais nas analises.

Contudo, a metodologia foi validada com resultados satisfatérios dentro dos
parametros estipulados pelo guia de validacdo de métodos da UNODC (2009), além
de integridade da diluicdo e carryover conforme SWGTOX (2013). Além disso, foi
possivel aplicar a metodologia em amostras séricas, pois sangue total pode ser
considerado uma matriz de maior complexidade do que plasma/soro, permitindo seu

emprego em futuras andlises com estes fluidos bioldgicos.
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6. CONCLUSAO

A metodologia de DLLME para ADTs em sangue total utilizando LC-DAD
mostrou ser uma meétodo simples, confiavel, robusta e reprodutivel podendo ser
empregado nos laboratérios de toxicologia para a determinagcdo de ADTs com
capacidade de quantificar em concentragcdes dentro da faixa terapéutica e
concentracdes toxicas. A técnica desenvolvida e validado em sangue total pode ser
aplicado em outras fracbes deste fluido biolégico, como plasma e soro, também
aplicadas em outros equipamentos cromatograficos. Contudo, estudos mais
aprofundados devem ser realizados para a validagcédo da técnica nas outras matrizes

biolégicas.
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APENDICE A — CONDICOES CROMATOGRAFICAS E RESULTADOS (GC/MS)

As amostras foram tratadas conforme o item 3.5, no entanto foram
resuspendidas com hexano e analisadas por GC/MS. O amostrador automatico era
um injetor da série AOC-20is (Shimadzu, Kyoto, Japéo), o cromatdgrafo gasoso era
um GC-2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japao) e o espectrdmetro de massa era um
GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A coluna era uma coluna de silica
fundida Rtx®-5ms GC (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura de filme) com 5%
de difenil e 95% de dimetil polisiloxano (Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA). O
hélio foi o gas de transporte a uma taxa de fluxo de 0,80 mL/min. A temperatura do
injetor foi mantida a 220 °C. Um volume de 1 uL de cada amostra foi injetado no modo
splitless. A temperatura inicial do forno foi de 125 °C e foi mantida por 1 minuto. Em
seguida, foi aumentada de 125 °C para 190 °C a uma taxa de 50 °C/min, depois de
190 °C para 225 °C a uma taxa de 5 °C / min onde foi mantida por 3 minutos. Em
seguida, a uma taxa de 50 °C / min, foi aumentada até 230 °C, que foi mantida por 1
minuto, totalizando 13,40 minutos de corrida cromatogréfica. A temperatura da
interface foi mantida a 280 °C e a temperatura da fonte de ions a 280 °C. Os espectros
de massa foram registrados em uma faixa de 40-700 amu a 0,30 varredura por
segundo. Os volateis foram identificados por espectrometro de massa quadrupolo com
modo de impacto de elétrons (El) gerado a 70 eV no modo de aquisi¢cao por varredura.
A identificacdo de componentes individuais foi feita usando seus indices de retencéo
relativos com o Wiley Registry of Mass Spectral Data (Palisade Corporation, Newfield,
NY). A tabela abaixo esta descrito o tempo de retencdo de cada analito e seus

respectivos massa/carga (m/z) analisados.

ADTs Tempo de Retencéo m/z
(minutos)
Pl 12,17 207 e 242
DOX 11,55 178, 115 e 42
IMI 11,75 280, 234 e 220
DES 12,21 234,195 e 193
AMI 11,26 215, 202, 189, 91 e 58

NOR 13,4 263,128 e 44
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-
I- Perfil cromatografico do método extrativo com sangue total incomporando padrao interno, padrdes
doxepina, imipramina, desipramina, amitriptilina e nortriptilina, nas concentragdes de 200 ng/mL; Il —
Cromatograma da extracdo em amostra real de soro com zoom no tempo de retencdo da amitriptilina;
Il — Cromatograma da extracdo em amostra real de soro. O tempo de retencdo dos analitos séo
respectivamente 12.17 min (PI), 11.55 min (DOX), 11.75 min (IMI), 12.21 min (DES), 11.26 min (AMI)
e 13.4 min (NOR). lons analisados (m/z) 215, 202, 189, 91 e 58.
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ANEXO A — Histérico escolar
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ANEXO B - Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETERMINAGCAO RAPIDA DE FARMACOS PSICOTROPICOS NO SANGUE
EMPREGANDO CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM DETECTOR ULTRAVIOLETA-
VISIVEL

Pesquisador: André Valle de Bairros

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 78043917.1.0000.5346

Instituigdao Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduagéo e
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduagao e Pesquisa

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.353.688

Apresentacgao do Projeto:

Os medicamentos sdo os principais agentes responsaveis por intoxicagdes no Brasil, responsaveis por
quase 27 mil casos registrados no Brasil e mais de 6 mil ocorréncias no estado do Rio Grande do Sul (RS).
Os principais toxicantes relacionados foram os benzodiazepinicos, anticonvulsivantes e antidepressivos.
Assim, a proposta deste estudo é padronizar uma estratégia analitica capaz de determinar clonazepam,
diazepam, nordiazepam, oxazepam, lorazepam, bromazepam, flunitrazepam, amitriptilina, desipramina,
nortriptilina, fluoxetina, norfluoxetina,

carbamazepina,10,11-carbamazepina epodxido e fenobarbital em amostras de soro humano, tendo como
foco principal o farmaco e seus respectivos produtos de biotransformacgao ativos de importancia clinico
analitica. Os analitos serdo determinados por LC-UV/Vis e as metodologias serdo validadas conforme
protocolo internacional (UNODC, 2009).

Para tanto, sera realizada exclusivamente uma coleta de sangue em tubos sem anticoagulante em

pacientes usuarios de BZD, AC, ADT e ADISRS e que estdo internados no setor psiquiatrico do HUSM (n =
20). Esse numero de pacientes é o suficiente para garantir a confiabilidade da

Endereco: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105-970
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com

Pagina 01 de 04
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Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Informacdes do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade n°: [ Sexo: ()M ()F
Data de Nascimento:  / /

Endereco:

N° Complemento:

Bairro: Cidade: | Estado:
CEP: Telefones:

2. Informacoes do Responsavel Legal

Nome:

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.)

Documento de Identidade n°: [ Sexo: ()M ()F
Data de Nascimento:  / /

Endereco:

N° Complemento:

Bairro: Cidade: | Estado:
CEP: Telefones:

3. Informacodes sobre o projeto de pesquisa

Titulo do Projeto Guarda-Chuva: Rédpida determinacdo de farmacos psicotrépicos
em sangue empregando cromatografia liquida com detector ultravioleta/visivel
Titulo do Projeto de Pesquisa: Determinacdao de antidepressivos em sangue
empregando cromatografia liquida com detector ultravioleta-visivel

Duracéo da Pesquisa: 4 anos

Nome do pesquisador responsavel: André Valle de Bairros

Cargo/ Funcéo: Farmacéutico

Instituicéo: UFSM/Departamento de Anadlises Clinicas e Toxicolégicas

Prezado senhor(a)

Meu nome é André Valle de Bairros, professor do curso de Farmacia da
Universidade Federal de Santa Maria e estamos convidando-o(a) a participar do projeto
de pesquisa que estamos desenvolvendo em colaboragdo com o Hospital Universitéario de
Santa Maria (HUSM) através deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
conforme a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude N° 466, de 12 de dezembro de
2012, que garantira o sigilo e seguranca dos dados e da identidade do voluntario.

Esta pesquisa tem o objetivo de desenvolver uma metodologia analitica rapida,
confiavel e de baixo custo para fins de um diagnéstico preciso baseada em uma técnica
chamada Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME) para ser avaliado por
cromatografia liquida com detector de ultravioleta/visivel (LC-UV/Vis) para determinacéo
de antidepressivos triciclicos em amostras de sangue. Trara beneficios no sentido de
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Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

ajudar em casos de efeitos adversos ou complicacdes toxicolégicas oriundas da terapia
medicamentosa, no esclarecimento de casos onde €& necessario comprovar
especificadamente o uso dessas substancias e auxilio no tratamento mais adequado ao
individuo. Além disso, o novo método podera ser implementado no HUSM para futuros
casos de intoxicacéo e/ou servir como referéncia para outros laboratorios.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, precisaremos do seu consentimento para
coletar uma amostra de sangue no volume maximo de 5 mL. Em relacdo a coleta de
material, ndo ha necessidade de alguma preparacéo prévia para a coleta. O risco em
relacéo ao projeto € minimo, pois a coleta de sangue sera através de seringas, agulhas e
tubos novos descartaveis realizados por pessoal treinado. Como a coleta é realizada com
sistema a vacuo através de uma agulha bipolar, ndo havera necessidade da flebotomia
em outra veia e/ou braco. Além disso, a coleta sera realizada no mesmo dia de retirada de
sangue para exames laboratoriais de rotina, o que acarretard menor incomodo ao
voluntario. Como desvantagem, esse procedimento poderd formar uma mancha roxa
(hematoma) no local da picada da agulha.

E de interesse deste estudo que possamos ter o méximo de informagées possiveis
em relacdo ao seu contato com outros farmacos e substancias que por ventura possam
vir a interferir na analise dentro de um periodo de 24hs para assegurar maior confianca no
novo método que esté sendo proposto, caso seja possivel. Vale ressaltar que o material
bioldgico coletado sera utilizado exclusivamente para a proposta da pesquisa durante o
tempo de atividade do estudo, ndo sendo empregado para outros fins. Com o término do
projeto, datado para junho de 2021, qualquer amostra bioldgica utilizada para este estudo
sera descartada como lixo biolégico.

E garantido ao voluntario, a qualquer tempo, receber informacdes sobre
procedimentos, eventuais riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para
eliminar alguma davida que possa surgir. O voluntario também possui a opcéo de recusar-
se a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem que isto
traga prejuizo a continuidade da assisténcia. Também esta assegurada ao voluntério sua
confidencialidade ao participar do estudo além de sigilo e privacidade.

Para criancas, adolescentes, pessoas com transtorno ou doenca mental ou em
situacdo de substancial diminuicdo em sua capacidade de deciséo, um responsavel legal
devera fornecer o assentimento através de assinatura frente & proposta deste projeto de
pesquisa.

A identidade do sujeito da pesquisa sera mantida em segredo e os dados obtidos
neste periodo serdo alocados na pasta do referido paciente no Servico de Arquivo Médico
(SAME), ndo exibindo o voluntario a qualquer tipo de exposicdo. Por se tratar de uma
pesquisa cientifica, somente os resultados obtidos deste estudo poderdo futuramente ser
expostos em debates, relatérios, aulas para graduacédo e poés-graduagéo, congressos e

revistas cientificas.

Os gastos necessarios para a sua participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos
pesquisadores. Fica, também, garantida indenizagéo em casos de danos comprovadamente

decorrentes da participacdo na pesquisa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
4. Pesquisador responsavel: Prof°. Dr°. André Valle de Bairros

Endereco: Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude (Prédio 26A)
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Sala 1401b
Av. Roraima, 1000 — Bairro Camobi; Santa Maria - RS
CEP: 97105-900
Fone: (055) 3220-8464

5. Observagoes complementares:

9. Consentimento Pés-Esclarecido:

Eu, , apos
a leitura ou a escuta da leitura deste documento e ter tido a oportunidade de conversar
com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duvidas, estou
suficientemente informado, ficando claro para que minha participacéo é voluntaria e que
posso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de
qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos
aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da
garantia de confidencialidade, bem como de esclarecimentos sempre que desejar. Diante
do exposto e de esponténea vontade, expresso minha concordancia em participar deste
estudo.

Santa Maria, de de 20

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do responsavel legal
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Assinatura e carimbo do pesquisador responsavel

Para qualquer questdo, duvida, esclarecimento ou reclamagéo sobre aspectos éticos
dessa pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFSM:

Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2° andar do prédio da Reitoria.
Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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metodologia analitica para fins toxicoldégicos (LEITE et al., 2009; MENCK et al., 2012; BAIRROS et al.,
2014).

Esses pacientes serdo previamente selecionados pelo setor psiquiatrico com aval do coordenador da
referida pesquisa antes da coleta, a qual sera realizada por pessoal treinado do Laboratério de Analises
Clinicas (LAC), que estardo cientes do estudo que sera realizado.

A amostra de sangue sera obtida nos dias em que esses pacientes realizam puncgdo venosa para outros
exames laboratoriais de rotina, evitando o desconforto de nova picada de agulha. Uma aliquota de 5 mL de
sangue sera repassada ao coordenador do projeto, sendo este volume suficiente para realizagdo dos
procedimentos analiticos do estudo.

A identificagdo dos analitos sera baseada no tempo de retengdo, comparando-se com aqueles obtidos com
padrdes analiticos de referéncia, do qual deve-se obter o mesmo tempo de retencéo (amostra e padrado).

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL: desenvolvimento e validagdo de um rapido método analitico para determinagao de
farmacos e seus respectivos produtos de biotransformagao utilizando sangue como matriz biolégica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
RISCOS: desconforto no momento da colheita da amostra de sangue para a analise.

BENEFICIOS: indiretos através do conhecimento gerado.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Apresenta folha de rosto, registro do projeto, autorizagao institucional, termo de confidencialidade e termo
de consentimento livre esclarecido, devidamente redigidos e assinados.
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Recomendacgoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/10/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 915078.pdf 15:17:38
TCLE / Termos de | TCLEFinal3.docx 25/10/2017 |André Valle de Aceito
Assentimento / 15:16:53 |[Bairros
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |projeto.pdf 25/10/2017 |André Valle de Aceito
Brochura 15:16:31 |[Bairros
Investigador
Outros Termodeconfidencialidadeassinado.jpg 02/10/2017 | André Valle de Aceito
13:58:26 [Bairros

Outros MinutadoprojetoGAP.pdf 02/10/2017 |André Valle de Aceito
13:51:58 [Bairros

Folha de Rosto PlataformaBrasilAndreValledeBairros.pdff 02/10/2017 | André Valle de Aceito
13:51:30 _[Bairros

Outros RegistroProjetoHUSM.jpg 22/06/2017 |André Valle de Aceito
09:48:41 | Bairros

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
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SANTA MARIA, 27 de Outubro de 2017

Assinado por:
CLAUDEMIR DE QUADROS
(Coordenador)
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