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RESUMO

DETERMINACAO DE BENZODIAZEPINICOS EM PLASMA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM DETECTOR UL’TRAVIOLETA-VISI’VEL
EMPREGANDO MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

AUTOR: GEOVANE DE ALMEIDA SALDANHA
ORIENTADOR: ANDRE VALLE DE BAIRROS

Os medicamentos tem sido os principais agentes envolvidos em intoxica¢fes no pais. Segundo
o0 ultimo relatério do Sistema Nacional de Informacgdes Toxico-Farmacoldgicas, estes agentes
totalizaram 20367 casos de intoxicagédo representando 26,79% de todos os agentes envolvidos.
Dentre este total, 9983 casos sao de tentativa de suicidio. Os medicamentos psicotropicos da
classe dos benzodiazepinicos foram os agentes com maior representatividade neste cenario.
Dentre os representantes, o Clonazepam (Rivotril®) se destacou em 1506 casos (1223 em
circunstancia intencional). Benzodiazepinicos possuem caracteristicas farmacolégicas as quais
estdo relacionadas & tentativas de suicidio e como facilitadores de crimes. Como estas
caracteristicas ndo sdo exclusivas desta classe de medicamentos, € necessario o
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 satde em casos de intoxicacao acidental ou intencional. Neste contexto,
0 sangue é considerado uma matriz complexa que permite avaliar a concentracdo deste
xenobiotico que ainda esta ativo no organismo, podendo correlacionar seus niveis com efeitos
bioldgicos, além de ser uma amostra de escolha para fins toxicoldgicos. Entretanto,
procedimentos extrativos sdo necessarios como etapa anterior a inje¢do cromatografica para
promover o clean-up da matriz bioldgica, evitando danos ao equipamento e a outros insumos
assim como concentrar 0s analitos de interesse para permitir a deteccdo pelo sistema
cromatografico. Entre as técnicas extrativas, a microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME) destaca-se por se tratar de um processo rapido, simples, baixo custo e aplicavel a
qualquer laboratério e que foi pouco explorada para fins de analises toxicoldgicas. O objetivo
geral desta pesquisa foi o desenvolvimento de um método analitico para andlise de
benzodiazepinicos em plasma visando auxiliar na conduta médica em casos de intoxicacao
acidental ou intencional oriundos do Hospital Universitario de Santa Maria localizado na
Universidade Federal de Santa Maria (HUSM-UFSM). Os resultados mostraram que o
procedimento extrativo ficou otimizado da seguinte forma, a partir de 500 pL de plasma,
previamente alcalinizados a pH 10, séo adicionados 0,013 g de cloreto de sodio, depois sao
injetados simultaneamente 400 pL de cloroférmio e 700 pL de acetonitrila, o contetdo é
homogeneizado em vortex por 10 segundos e depois colocado banho ultrassdnico por 1 minuto,
depois centrifuga-se a 10000 rpm/10 minutos, a fase organica é coletada, evaporada e
ressuspendida em 30 pL de fase mével (d&gua pH 9/metanol/acetonitrila, 63:19:18) e sdo
injetados 20 uL no HPLC-DAD. Na validacdo analitica, segundo os guias da UNODC e
SWGTOX, ndo foi possivel validar todos os pardmetros, sendo possivel a aplicagdo deste
método apenas para triagem.

Palavras-chave: microextracdo liquido-liquido dispersiva, benzodiazepinicos, plasma,
cromatografia liquida, intoxicagdes



ABSTRACT

DETERMINATION OF BENZODIAPINES IN PLASMA BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH ULTRAVIOLET-VISIBLE DETECTOR
APPLYING DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION

AUTHOR: GEOVANE DE ALMEIDA SALDANHA
ADVISOR: ANDRE VALLE DE BAIRROS

Drugs has been the main agents involved in intoxications in Brazil. According to the latest
report of SINITOX, these agents summed up 20367 cases representing 26,79% of all agents
involved. Among them, 9983 cases were suicide attempts. Psychotropic drugs of the
benzodiazepine class were the agents with bigger representativity in this scenario. Among them,
Clonazepam (Rivotril®) was involved in 1506 cases (1223 under intentional circumstance).
Benzodiazepines possess pharmacological characteristics convenient for suicide attempts and
as drug facilitated crimes. As these characteristics are not exclusive of this drug class, it is
necessary a development of an analytical method capable of detect and quantify these drugs
with adequate specificity and sensitivity to help in the doctor behavior and other health
professionals in accidental or intentional intoxications. In this context, blood is considered a
complex matrix that allows to determine the concentration of this xenobiotic which is still active
in the organism, allowing to correlate its levels with the biological effects, besides being a
sample of choice for toxicological analysis. However, extractive procedures are necessary as
previous step to promote biological matrix clean up, avoiding equipment damage and to other
inputs as concentrate the analytes of interest allowing the chromatographic system detection.
Among the extractive techniques, the dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) stands
out for being a quick, simple, low cost process adaptable in any laboratory and it was little
explored for the purpose of toxicological analyses. The main objective of this research was the
development for an analytical method for the benzodiazepine analysis in plasma aiming to
improve the medical behavior in accidental or intentional intoxications from the Hospital
Universitario de Santa Maria located in the Universidade Federal de Santa Maria (HUSM-
UFSM). The results revealed that the extractive procedure got optimized this way, from 500 pL
of plasma, previously alkalized to pH 10, are added 0,013 g of sodium chloride, then 400 pL of
chloroform and 700 uL of acetonitrile are injected simultaneously, the content is homogenized
in vortex for 10 seconds, then it is placed under ultrasonic bath por 1 minute, then the tube is
centrifuged by 10000 rpm/10 minutes, the organic phase is collected, dried and resurrected with
30 pL of mobile phase (water pH 9/methanol/acetonitrile, 63:19:18) and 20 pL in the HPLC-
DAD. In the analytical validation, according to UNODC and SWGTOX guides, it wasn’t
possible to validate all the parameters, it is possible to apply this method only for screening.

Key words: dispersive liquid-liquid microextraction, plasma, liquid chromatography,
intoxications
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1. INTRODUCAO

Os medicamentos tem sido os principais agentes envolvidos em intoxicages no pais.
Segundo o ultimo relatério do Sistema Nacional de Informacgfes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX, 2017), estes agentes totalizaram 20367 casos de intoxicacao representando 26,79%
de todos os agentes envolvidos. Dentre este total, 9983 casos sdo de tentativa de suicidio.

Neste mesmo ano, o Centro de InformagGes Toxicologicas (CIT-RS) apresentou um
relatorio de atendimentos que contabilizaram 7404 de casos de exposi¢do humana envolvendo
medicamentos e 4259 foram de tentativa de suicidio somente no estado do Rio Grande do Sul
(RS) (CIT, 2017). No ano seguinte, esta realidade se manteve e o relatério de 2018 apresentou
ainda mais casos de intoxicacéo relacionados a medicamentos (CIT, 2018).

Os medicamentos psicotropicos da classe dos benzodiazepinicos foram os agentes com
maior representatividade neste cenario. Dentre os representantes, o Clonazepam (Rivotril®) se
destacou em 1506 casos (1223 em circunstancia intencional) (CIT, 2018). Esta classe de
medicamentos atua na depressao do Sistema Nervoso Central (SNC) na modulagéo alostérica
do receptor GABAA, sendo eficaz no tratamento de ansiedade, ins6nia, convulsdes e como
relaxante muscular (BRUNTON, KNOLLMANN, HILAL-DANDAN; 2017). Desde 1950,
quando foram sintetizados os primeiros representantes, até hoje estdo presentes pela sua relativa
seguranca e rapido inicio de acdo, estima-se que no Brasil quase 2% da populacdo seja usuaria
cronica destes farmacos (FIORELLI e ASSINI, 2017). Porém, estes farmacos sdo os principais
responsaveis por intoxicacdes no Brasil e Rio Grande do Sul (AZEVEDO et al., 2016;
OLIVEIRA, 2017; CIT, 2018)

Neste contexto, as analises toxicoldgicas tém o papel de proporcionar suporte médico-
legal na deteccdo, identificacdo e quantificacdo dos agentes envolvidos em intoxicagdes
(FLANAGAN et al., 2007). Dentre as técnicas disponiveis, a cromatografia liquida é uma das
mais utilizadas devido a sua versatilidade, robustez e gama de detectores, possibilitando a
determinacdo de compostos presentes em matrizes ndo-biolégicas e biolégicas como o sangue
(SAMANIDOU, UDDIN, PAPADOYANNIS, 2009).

O sangue € considerado uma matriz complexa que permite avaliar a concentragdo de
xenobidtico que ainda esta ativo no organismo, podendo correlacionar seus niveis com efeitos
biologicos, além de ser uma amostra de escolha para fins toxicoldgicos (FERNANDES, 2013).
Entretanto, procedimentos extrativos sd0 necessarios como etapa anterior a injecéo

cromatografica para promover o clean-up da matriz bioldgica, evitando danos ao equipamento
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e a outros insumos assim como concentrar os analitos de interesse para permitir a detecgao pelo
sistema cromatogréafico (OLIVEIRA, 2019). Entre as técnicas extrativas, a microextracdo
liquido-liquido dispersiva (DLLME) destaca-se por se tratar de um processo rapido, simples,
baixo custo e aplicavel a qualquer laboratorio e que foi pouco explorada para fins de analises

toxicoldgicas.

1.1 JUSTIFICATIVA

Benzodiazepinicos possuem caracteristicas farmacoldgicas convenientes para tentativas
de suicidio e como facilitadores de crimes. Como estas caracteristicas ndo sdo exclusivas desta
classe de medicamentos, é necessario o 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 intoxicacdo
acidental ou intencional. Além disso, hospitais de pequeno porte ndo possuem equipamentos

e/ou profissionais com conhecimento técnico suficiente que possibilitem a analise destes casos.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa foi o desenvolvimento de um método analitico para
analise de benzodiazepinicos em plasma visando auxiliar na conduta médica em casos de
intoxicagdo acidental ou intencional oriundos do Hospital Universitario de Santa Maria
localizado na Universidade Federal de Santa Maria (HUSM-UFSM).

1.2.2 Objetivos especificos

Nas seguintes drogas benzodiazepinicas: alprazolam, clonazepam, nordiazepam e
diazepam:
a) Awvaliar de fase estacionaria e fase movel.
b) Otimizacgdo da matriz biologica apropriada.
¢) Otimizar o procedimento extrativo baseado em DLLME.

d) Validar o procedimento extrativo baseado em DLLME.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BENZODIAZEPINICOS

2.1.1 Farmacologia

Benzodiazepinicos (BDZs) sdo farmacos psicotropicos empregados no tratamento da
ansiedade, transtorno do panico e insénia, além disso também sdo usados para pré-anestesia e
para endoscopia. O mecanismo de acdo destes farmacos é atuar no aumento da afinidade do
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) pela subunidade A aumentando a
frequéncia de abertura dos canais condutores de cloretos. Sdo farmacos mais seguros, em
comparacgado aos barbitdricos, pois a sua atuacao depende da liberacdo pre-sinaptica de GABA,
enquanto que na sua auséncia, nao possuem efeitos na funcdo do receptor GABAA. Além disso,
0 aumento da dosagem de barbitlricos é proporcional ao aumento da funcdo do GABAAa
enquanto que BDZs ndo atuam diretamente no canal de cloretos e sim na sua modulagédo
alostérica. (BRUNTON, KNOLLMANN, HILAL-DANDAN; 2017).

A partir da estrutura quimica béasica existem grupos que se diferem através dos
grupamentos e estes sdo o0s 1,2-BDZs como o triazolam, alprazolam e estazolam, os 1-4-BDZs
como bromazepam e medazepam e 0 1,5-BDZ como o clobazam (Figura 1) (JAPP et al., 1988;
PubChem, 2020).
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Estrutura geral de
Benzodiazepinicos

G

Clonazepam Diazepam Nordiazepam

1.4-Benzodiazepinicos

CJ CJ e
Alprazolam Estazolam Midazolam

Triazolo benzodiazepinicos

Clobazam

1.5-benzodiazepinicos

Figura 1 — Estrutura quimica basica de benzodiazepinicos e seus grupos, adaptado de JAPP e colaboradores (1988)
e PubChem (2020)
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Estes farmacos apresentam propriedades farmacol6gicas descritas como
sedativa/hipnotica, relaxante muscular, ansiolitica e anticonvulsivante (SANTOS et al., 2009).
Os parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos dos benzodiazepinicos sao
variados, pois cada molécula de farmaco apresenta uma lipofilicidade e produtos de
biotransformacdo diferentes, na tabela (Tabela 1) e figura (Figura 2) abaixo serdo mostrados
alguns medicamentos da classe com suas caracteristicas fisico-quimicas e produtos de

biotransformacao.

Tabela 1 — Parametros fisico e quimicos de Alprazolam (AZ), Bromazepam (BZ), Clonazepam
(C2), Diazepam (DZ) e Midazolam (MZ)

Parametros AZ BZ Cz Dz MZ
ta2 (h) 11,2-15 10-20 23-40 20-40 1,8-6,4
pK 5,01 2,65-12,24 1,89-11,65 3,4-2,92 3,41-6,19/ 5,5
log P 3,02 2,05 2,41 3,08 4,33
Ligac&o as proteinas
. 80% 70% 90% 98% 95%

plasmaticas
Amaximo (NM) 2221 2332 2483 2424 220°

) . 100-2500 6-15
Faixa terapéutica (ng/mL) 5-50 50-200 4-80

120-800 (para NZ) 60-80 (em 1 hora)

Fonte: PubChem Open Chemistry Database, 2017; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014; BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012; CHEMICALIZE, 2016; HIEMKE e colaboradores (2017), NZ -
nordiazepam, t1» meia-vida plasmatica; pKa, constante de dissociagdo; Amaximo, COMprimento de onda de absorcéo

méxima, *em etanol, 2em metanol, 37,5% metanol em isopropanol, “em alcool acidificado em 2-propanol

A absorcdo destes farmacos é rapida, alcancando altas taxas de biodisponibilidade,
como, por exemplo, o diazepam por via oral (99%). A distribuicdo é variada, pois depende da
lipofilicidade da molécula e da taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas (PERSONA et al.,
2015). A metabolizagéo ocorre por fases | e/ou Il especialmente por oxidacdo microssomal e
pelas isoenzimas do citocromo P450, CYP3A4 e CYP2C19, alguns farmacos geram
metabolitos ativos por a-hidroxilagdo como alprazolam e triazolam e outros séo desmetilados
como visto em diazepam e clordiazepo6xido, sendo entdo conjugados com glicuronideos para
eliminacdo urinaria (TREVOR, 2017).

Atualmente, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2019), os
representantes disponiveis no mercado sdo alprazolam, bromazepam, clonazepam, cloxazolam,
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diazepam, estazolam, flunitrazepam, lorazepam e midazolam. Suas apresentacoes

farmacéuticas estdo em comprimidos e solucGes orais.
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Figura 2 — Produtos de biotransformacéo de Flunitrazepam, Midazolam e Alprazolam
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2.1.2 Toxicidade

Os BDZs quando administrados isoladamente raramente causam obito do individuo.
Pacientes com uma overdose normalmente apresentam depresséo do Sistema Nervoso Central
(SNC) com sinais vitais normais. A ingestdo de BDZs com etanol, opioides ou outros agentes
hipnoticos tem sido a causa de intoxicacOes agudas, pois potencializam o efeito depressor do
SNC. Os sintomas apresentados sdo ataxia, problemas de diccdo, comprometimento
respiratdrio, estupor e/ou coma (GRELLER & GUPTA, 2018).

Ainda, o risco de morte pelo uso de BDZs também esta associado a pacientes com
histérico de abuso de farmacos, esquizofrenia, doencas renais ou hepaticas e idosos
(PALMARO, DUPOUY, LAPEYRE-MESTRE, 2015). O uso terapéutico a longo prazo
também apresenta problemas como sintomas de abstinéncia, tolerdncia farmacodinamica,
recidiva de ansiedade, risco de quedas, fraturas e prejuizo cognitivo (SJOSTEDT et al., 2017).

Devido as caracteristicas farmacoldgicas destes farmacos, eles tém sido usados como
drogas facilitadores de crime, pois possuem um efeito adverso conveniente que € a amnésia
anterograda (VARMA, 2016).

2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) é um método analitico de separacdo com inumeras aplicagdes cujo principio
baseia-se na interacdo dos compostos com uma fase estacionaria e uma fase movel pelo
processo de particdo. A fase mdvel deve ser um solvente que dissolva a amostra sem interacdo
guimica entre elas, ainda deve ser alta pureza, para que ndo surjam contaminantes que possam
afetar a sensibilidade e a deteccdo do analito por ultravioleta. A polaridade também deve ser
adequada para permitir a separacdo dos componentes e ser compativel com o detector (LIMA,
2009; PERES, 2012).

Existem dois tipos de separacdo: Fase normal e fase reversa. A fase normal ocorre
quando a constituicdo da fase estacionaria € de silica ndo modificada ou modificadas com a
incorporacdo de grupamentos polares (cianopropil, nitropropil, diol, aminopropil,
dimetilaminopropil), garantindo uma polaridade maior que a fase mdével. Ja a fase reversa
apresenta fase estaciondaria de silica modificada com grupamentos alquilas de cadeia longa
(octil, octadecil, cicloexil, fenil). Esta escolha é definida pela polaridade dos compostos alvo

(RAMOS, 2014).
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Os analitos séo determinados pelos detectores, dispositivos que respondem a presenga
de compostos e emitem um sinal elétrico em resposta proporcional a concentracdo do analito
em funcdo do tempo. Entre os detectores mais utilizados, destacam-se o eletroquimico,
fluorescéncia, acoplamento ao espectrometro de massas e o ultravioleta-visivel (UV-Vis)
(SOUSA, 2016).

O detector UV/Vis é o aparato mais utilizado por LC devido ao custo de aquisicéo,
aplicabilidade e facil manuseio, apresentando um limite de deteccao na ordem de 10 picogramas
(pg) (esta ordem de medida depende do analito, instrumento e condi¢bes de anélise). Este
equipamento opera na faixa de 190 a 800 nm e as moléculas que possuem grupamentos
cromoforos, substancias que possuem elétrons capazes de absorver energia na luz UV ou Vis,
passam pelo detector e absorvem radiacdo estimada e assim podem ser mensurados (SKOOG
et al., 2014). Considerando o aspecto espectrofotométrico, o detector de arranjo de diodos
(DAD), também conhecido como photodiode array detector (PDA), emprega 0 mesmo sistema
de deteccdo dos analitos destacados pelo UV/Vis. Contudo, este aparato permite realizar a
varredura na regido UV/Vis, avaliacdes analiticas pds-anélise e selecdo de varios comprimentos
de onda para multiplos compostos, 0 que garante um aumento da seletividade da corrida
cromatografica (RAIMUNDO JR & PASQUINI, 1997).

Apesar das aplicabilidades, detectores UV/Vis e DAD apresentam algumas limitagdes
como a andlise de compostos que possuam apenas ligagcdes saturadas em sua molécula, ndo
conseguem absorver a luz UV e Vis e consequentemente ndo sdo passiveis de serem
determinadas por este aparato. Também ha a necessidade de avaliar previamente qual o melhor
comprimento de onda, pois a fase movel influencia na absortividade das moléculas, dessa
forma, sdo necessarios mais experimentos iniciais. Ainda, existem compostos com pequena
absortividade na regido ultravioleta, sendo necessario um processo de derivatizacdo
(LASMAR, 2007).

Entre os analitos que sdo passiveis de serem determinados por LC-UV/Vis, 0s
benzodiazepinicos apresentam 0s requisitos minimos necessarios como a presenca de grupos
cromoforos. Contudo, a concentracdo dos mesmos em matrizes biologicas € baixa, em parte por
causa da posologia (0,25 mg a 10 mg) e das etapas de biotransformacdo (BAIRROS, 2014).
Apesar da flexibilidade do LC e seus respectivos detectores, em casos de baixas concentracdes
e/ou necessidade clean up, processos extrativos sd0 necessarios para determinacdo destes
analitos. A extracdo liquido-liquido (LLE), extracdo em fase solida (SPE) e a extracdo por

Head-Space (HS) sdo consideradas tecnicas de extragdo convencionais. Por isso, novos
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procedimentos devem ser explorados e a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) é

uma alternativa para tal fim.

2.3 Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME)

A técnica de microextracdo liquido-liquido dispersiva foi desenvolvida por Rezaee e
colaboradores (2006) sendo um grande avanco no pré-tratamento de amostras por reduzir a
quantidade de amostra e reagentes necessarios mantendo alta seletividade e recuperacdo
(REZAEE et al., 2006).

Esta técnica geralmente envolve um sistema ternario: um solvente extrator e um
solvente dispersor sdo injetados em uma matriz aquosa rapidamente formando uma nuvem.
Apds centrifugacao, o sistema entra rapidamente em equilibrio devido a grande area superficial
das gotas de solvente extrator e a amostra, sendo considerada uma técnica exaustiva
(HERRERA-HERRERA et al., 2010).

A DLLME tem alguns parametros a serem definidos inicialmente e podem ser
otimizados dependendo do objetivo analitico pretendido. Estes sdo a natureza do solvente
extrator, a natureza do solvente dispersor, os volumes destes solventes, a forca i6nica, o pH da
amostra e 0 tempo de extracdo (ZULOAGA et al., 2015).

Os solventes extratores apresentam algumas caracteristicas desejaveis como ser de
densidade maior que da agua, pressao de vapor relativamente baixa, temperatura de ebulicdo
relativamente alta e baixa solubilidade em agua para que estes ndo evaporem facilmente durante
0 processo extrativo garantindo a eficiéncia da técnica. Ja os solventes dispersores devem ser
selecionados conforme a solubilidade na fase aquosa e organica. O volume afeta a diretamente
o grau de dispersdo do solvente extrator na fase aquosa e também o volume de fase sedimentada,
por isso estudos de otimizacdo devem ser realizados que o volume de dispersor seja 0 minimo
possivel que garanta um alto fator de concentracdo e fase sedimentada suficiente para as
analises posteriores (MUDIAM et al., 2012; LOBO, 2015).

Os solventes extratores mais utilizados em DLLME s&o cloroférmio, tetracloreto de
carbono, clorobenzeno, tricloroetileno, diclorometano, hexano e 1,1,1-tricloroetano. E o0s
solventes dispersores mais comuns sdo acetona, acetonitrila, metanol, tert-butilmetil éter e o
tetraidrofurano (ALVES, 2010). Além destes solventes convencionais, existem outros que
surgiram em novas versdes de DLLME, que s&o os solventes de baixa densidade. Nas tabelas

2 e 3 estdo descritas as propriedades fisicas e quimicas dos solventes extratores e dispersores.
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Tabela 2 — Propriedades fisicas e quimicas dos solventes dispersores utilizados em DLLME

Solventes Coeficiente de particdo  Densidade Temperatura de fusdo Temperatura de ebulicédo
(log P) (9/mL) (T°C) (T°C)
Acetona -0,24 0,79 -96.55 55.75
Metanol -0,77 0,79 -97,8 64,7
Etanol -0,31 0,79 -114,14 78,24
Acetonitrila -0,34 0,78 -46 81,6

Tetrahidrofurano 0,46 0,89 -108,3 66

Isopropanol 0,05 0,79 -87,9 82,3

Fonte: PubChem, 2020

Tabela 3 — Propriedades fisicas e quimicas dos solventes extratores utilizados em DLLME

Solventes Coeficientede  Densidade Temperatura de fuséao Temperatura de
particéo (log P) (g/mL) (T°C) ebulicéo (T°C)
Cloroférmio 1,97 1,48 -63,47 61,12
Hexano 3,90 0,66 -95,35 68,73
Tetracloreto de carbono 2,83 1,59 -22,2 76,7
Diclorometano 1,25 1,33 -95 39,75
Benzeno 2,13 0,88 5,5 80

Tolueno 2,73 0,87 -95 110,6
Acetato de etila 0,73 0,90 -84 77,1
Diexil éter 4,88 0,80 -34,5 223
Tetracloroetileno 3,4 1,63 -22,2 121,2
1-octanol 3,0 0,83 -14,7 194,7
1-nonanol 3,77 0,83 -5 213,3
1-decanol 4,57 0,83 7 229
1-undecanol 4,72 0,83 19 243
1-dodecanol 5,13 0,83 24 259

Fonte: PubChem, 2020

A forca ibnica, também conhecida como efeito salting-out, € uma propriedade do qual
uma determinada concentracdo de ions em solucdo afetam o procedimento extrativo, aumento

a diferenca de polaridade entre a fase aquosa e organica. Em geral, o cloreto de sodio é o mais
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usado, porém também pode-se aplicar cloreto de potéssio, nitrito de sédio ou sulfato de sédio.
Quando se adiciona um destes sais em uma solucéo aquosa ocorre aumento da forca iénica do
meio, o0 qual reduz a solubilidade dos analitos na matriz aquosa assim como a formacéo de
esferas de hidratacdo e melhora a captacdo destes pelo solvente extrator. As concentracdes
variam conforme o volume de matriz, pois pode ocorrer saturacdo do meio e esse efeito pode
piorar as taxas de extragdo (XIA et al., 2012, MALAEI, RAMEZANI, ABSALAN, 2018).

O pH da amostra é escolhido conforme as curvas de dissociacdo (pK) dos analitos. Este
parametro afeta tanto a eficiéncia de extracdo como também influencia no carreamento de
interferentes da matriz. Tratando-se de analises cromatogréficas, a escolha de um pH éacido ou
alcalino esta também dependente do equipamento de determinacéo, pois o perfil de separacdo
dos analitos pode ser diferente. Em extracdes de mdltiplos analitos um pH médio deve ser
definido como o ideal para garantir a seletividade e detectabilidade dos analitos. Em alguns
casos, pode-se priorizar pelos analitos com menor absortividade para alcancar melhores valores
de limite de quantificacéo e de deteccdo (JOYUBAN et al., 2015). Conforme a otimizagéo do
processo extrativo, a escolha de um pH definido nem sempre é avaliada, pois 0 objetivo
analitico ja pode ter sido alcancado ou o analito ndo possui grupamentos ionizaveis.

O tempo de extragdo é definido como o intervalo entre a injecdo dos solventes extrator
e dispersor, algum outro procedimento necessario (exemplo, derivatizacdo), até o final da
centrifugacdo. Este pardmetro nem sempre é levado em conta, pois a DLLME é considerada
uma técnica em que o equilibrio da extracdo é alcancado rapidamente (YAZDI, RAZADI,
YAZDINEJAD, 2008). Em comparacdo a microextracdo em fase liquida, do inglés liquid phase
microextraction (LPME) e em fase sélida, do inglés solid phase microextraction (SPME), a
DLLME supera a limitacdo do longo tempo de estado de equilibrio presente na LPME, pois
nesta técnica ha uma pequena area de contato entre a amostra e o0 solvente extrator prejudicando
os fatores de enriquecimento. Quanto a SPME, além da pequena superficie de contato, ocorre
o efeito memoria apos sucessivas extracdes, principalmente quando ha imersao direta na matriz,
0 que diminui o tempo de vida util. Somando-se a isso, 0 material extrativo da SPME € de alto
custo (MORADI et al., 2011; MOREIRA et al., 2014).

Entretanto, devido a caracteristicas dos principais solventes extratores empregados na
DLLME assim como limitacGes do poder de extracdo para alguns analitos, outras estratégias
utilizando esta técnica sdo empregadas nesta microextracdo (ALCANTARA et al., 2016;
MANSOUR e KHAIRY, 2017). Entre elas, estda a DLLME assistida por ultrassom (UA-
DLLME).
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A microextracao assistida por ultrassom, do inglés Ultrasound-assisted microextraction
(UA-DLLME), tem sido Util para o0 aumento da taxa de extracdo, pois a frequéncia aplicada na
amostra ajuda a diminuir a emulsdo formada na interface das fases organica e aquosa gerada
pela injecdo simultdnea dos solventes extrator e dispersor. Desta forma, os analitos que ainda
estiverem nesta emulsdo serdo carreados pelo solvente extrator aumentando a taxa de
transferéncia de massa e eficiéncia do processo extrativo (FERNANDEZ et al., 2016;
MALAEI, RAMEZANI, ABSALAN, 2018). Outra proposta € a microextracdo por gota
organica flutuante solidificada (SFOD).

A DLLME por gota orgénica flutuante solidificada, do inglés solidification of floating
organic droplet (SFOD), baseia-se no uso de solventes com temperatura de fuséo de 10 a 25°C,
como 1-undecanol e 1-dodecanol. Apos a dispersdo e separacdo de fases, o sobrenadante é
congelado facilitando a coleta da fracdo que contém os analitos e minimizando os erros de
coleta. Em comparagdo a DLLME convencional possuiu uma taxa de extragdo menor, porém
os solventes usados sao de baixa toxicidade e ndo hé uso de agitacdo (LEONG, FUH, HUANG,
2014). Seguindo a tendéncia Green Chemistry, ha também a DLLME usando liquidos idnicos
(IL-DLLME).

A microextragdo com liquidos iénicos, do inglés lonic liquid microextraction (IL-
DLLME) tem sido bastante estudada devido as diversas propriedades que os ions oferecem
como ponto de fusédo, viscosidade, densidade e miscibilidade com agua e outros solventes. Além
disso, eles apresentam estabilidade térmica, baixa pressdo de vapor e seletividade variavel
devido a flexibilidade estrutural (RYKOWSKA, ZIEMBLINSKA, NOWAK, 2018). Um
exemplo destes solventes é o 1-hexil-3-metilimidazol hexafluorfosfato [C6MIm][PF6]. De
Boeck e colaboradores (2019) também relataram a aplicabilidade destes solventes idnicos em
microextrac@es liquido-liquido para remocao de proteinas do sangue.

Uma outra variacdo de DLLME, que também segue os principios da Green Chemistry,
é baseada em solventes de baixa densidade, do inglés, Low-density-solvent based solvent
demulsification DLLME (LDS-SD-DLLME). Esta estratégia esta fundamentada em solventes
de densidade menor que a da agua. Deste modo, a fracdo organica, onde esta o solvente extrator
contendo os analitos de interesse, situa-se na parte superior, 0 que minimiza os riscos de coleta
para analise posterior, ainda ajuda a estender a vida Util de equipamentos mais antigos € menos
sensiveis, porém dispositivos especiais de gargalo estreito sdo requeridos (NORONHA et al.,
2015; SEEBUNRUENG, SANTALADCHAIYAKIT, SRIJARANALI, 2015). Exemplos destes

solventes envolvidos sdo 1-octanol, xilol, tolueno e hexano. A principal vantagem destes
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solventes € que a maioria deles sdo compativeis com fases moveis usuais em cromatografia
liquida e ndo ha necessidade de evaporacdo de solvente ou reconstituicdo (MANSOUR &
DANIELSON, 2017).

Vaérios estudos foram realizados com matrizes ndo biolégicas como agua, solo, cha,
alimentos, bebidas alcodlicas e biolégicas como soro, leite, urina, plasma, sangue total, cabelo
e saliva (MARTINS et al., 2012; CABUK & KOKTURK, 2013, MOREIRA et al., 2014). Entre
os analitos passiveis de serem extraidos pela DLLME estdo praguicidas, hormdnios, metais e
farmacos (XIA et al. 2012; SANAGI et al., 2012; TALEBIANPOOR et al., 2014; JAIN e
SINGH, 2016, LIMA, PAPAI, GAUBEUR, 2018). Uma gama de medicamentos psicotropicos
apresenta potencial de serem extraidos por esta microextracao e a classe dos benzodiazepinicos

€ uma delas.

2.1.3 Determinag&o de BDZs empregando a Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME)

O primeiro estudo de DLLME aplicado a benzodiazepinicos foi de Melwanki e
colaboradores (2009) e teve como objetivo a determinagéo de 7-aminoflunitrazepam (log P =
1,3) por LC-ESI-MS/MS empregando DLLME convencional. Neste experimento foram
utilizados diclorometano como solvente extrator e isopropanol como solvente dispersor. Esta
molécula é o principal produto de biotransformacdo de flunitrazepam na urina, por isso sua
determinacdo em baixos niveis é importante devido a sua relevancia como droga facilitadora
de crime.

A avaliagédo de diversos solventes extratores, solventes dispersores, alcalinizacdo da
urina e efeito salting-out foram realizados e o método ficou otimizado da seguinte forma. A
amostra de urina foi alcalinizada com 0,2 M de amonia e 5% de cloreto de soédio (m/v), o
contetdo foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante (5 mL) foram coletados
para extracdo com 250 pL de diclorometano e 500 pL de isopropanol. Apos centrifugacdo a
4000 rpm por 10 minutos, o sedimento foi coletado, evaporado e ressuspendido com fase movel
e entdo 20 pL foram injetados no LC-ESI-MS/MS. O limite de deteccdo para este método foi
de 0,025 ng/mL.

Vardini e colaboradores (2011) desenvolveram uma técnica extrativa para alprazolam,
oxazepam e diazepam em urina com determinacdo por HPLC-UV em 230 nm empregando
DLLME convencional. O experimento teve otimizacao de eficiéncia de extracdo com diferentes
solventes extratores, dispersores e efeito salting-out com obtencéo de limites de deteccdo de

0,7 ng/mL para alprazolam e oxazepam e 0,3 ng/mL para diazepam.
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Fernéndez e colaboradores (2013) delinearam uma DLLME assistida por ultrassom
para 7 benzodiazepinicos (alprazolam, bromazepam, clonazepam, diazepam, lorazepam,
lormetazepam e tetrazepam) em plasma por UHPLC-PDA. Este método teve o diferencial da
inclusdo de banho ultrassonico a fim de melhorar a eficiéncia extrativa. Além disso, também
compararam a quantificagéo destes analitos por UHPLC-PDA e HPLC-PDA nos comprimentos
de onda de 200 a 400 nm. Os limites de deteccdo obtidos ap6s otimizacdo dos parametros da
extracao foram de 1,7 a 10,6 ng/mL.

Khodadoust e Ghaedi (2013) planejaram um método extrativo para clordiazepdxido em
urina através de um desenho experimental estatistico, que reduz a quantidade de experimentos
necessarios para desenvolver a metodologia. Deste modo, hd uma diminui¢do no tempo de
desenvolvimento e custo. A validacdo deste processo gerou um limite de deteccdo de 0,5
ng/mL.

Ghobadi, Yamini e Ebrahimpour (2014) investigaram uma extracéo por SPE acoplada
a DLLME com determinacgéo de diazepam, midazolam e alprazolam por cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo por chama (GC-FID) para amostras de agua ultrapura, dgua de
torneira, sucos de frutas e urina. Esta metodologia foi aplicada inicialmente para remover
interferentes da matriz e entdo realizar a extracdo propriamente dita com cloroférmio e acetona.
Os limites de deteccdo para estes analitos nesta técnica foram de 0,1, 0,1 e 0,2 ng/mL
respectivamente para diazepam, midazolam e alprazolam.

Fisichella, Odoardi e Strano-Rossi (2015) criaram um método multi-analito envolvendo
drogas de abuso, benzodiazepinicos e outros farmacos psicotropicos usando UHPLC-MS/MS
em sangue empregando UA-DLLME. Inicialmente foi realizada desproteinizagdo da amostra
com metanol, apds adicdo de cloreto de sodio, alcalinizagdo com tampao carbonato para atingir
0 pH 9 e posteriormente foram adicionados cloroférmio e metanol. O contetdo foi colocado
em banho ultrassénico por 1 minuto e centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos, o sedimento foi
evaporado e reconstituido com fase mével para injecdo posterior. O limite de deteccdo para
todos os benzodiazepinicos e outros psicotropicos estudados foi de 2 ng/mL. Para drogas de
abuso, o limite de deteccéo foi entre 0,05 a 2 ng/mL.

Goudarzi e colaboradores (2015) também partiram do principio de um desenho
experimental estatistico, Box-Behnken, para otimizar o desenvolvimento de um processo
extrativo em soro para determinacao de nitrazepam e midazolam. Neste estudo, a variagdo UA-
SEME-SFOD-DLLME foi aplicada usando como 1-undecanol como solvente extrator, dodecil

sulfato de s6dio como agente surfactante e Tween 80 como emulsionante em um tempo de
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extragcdo de 20 minutos em pH 7,88. Esta variacdo de DLLME aplica um agente surfactante,
substituindo o agente dispersor, para acelerar a dispersdo do solvente extrator na fase aquosa.
Embora as caracteristicas de um agente surfactante apresentem melhora significativa na
extracdo, ha a necessidade de uso de banho ultrassénico para desfazer a emulsdo na interface
das fases e para este estudo o tempo necessario para atingir o objetivo analitico foi longo. Os
limites de deteccéo obtidos foram de 0,017 e 0,086 ng/mL respectivamente para nitrazepam e
midazolam.

Ol¢dzka e colaboradores (2015) estudaram uma abordagem diferente para determinacao
de benzodiazepinicos em urina por cromatografia eletrocinética capilar usando empilhamento
de amostra amplificada por campo. Esta metodologia permite a concentracdo de analitos em
um capilar melhorando significativamente a sensibilidade do método. A eletroforese capilar,
em geral, apresenta menor tempo de corrida, porém em comparacao a cromatografia liquida a
sensibilidade da técnica € menor. O empilhamento de amostra amplificado por campo
compensa este ponto e assim foi efetiva na determinacdo de clordiazepoxido, estazolam,
temazepam, midazolam, clonazepam, lorazepam, lormetazepam e medazepam com limites de
deteccdo entre 20 e 30 ng/mL.

Mashayekhi e Khalilian (2016) desenvolveram metodologia similar a de Ghobadi,
Yamini e Ebrahimpour (2014) em relagdo a aplicagdo de SPE combinada a DLLME para
determinacéo de alprazolam, oxazepam e diazepam em urina e plasma. Inicialmente as amostras
foram carregadas em sorvente C18, previamente condicionado com acetona. Apds remocao dos
interferentes enddgenos, a extracdo foi realizada com diclorometano e etanol. O extraido foi
entdo analisado por cromatografia liquida em 230 nm. Os limites de deteccao obtidos por este
procedimento foram de 0,7 ng/mL em plasma e 0,3 ng/mL em urina para oxazepam e
alprazolam e 0,4 ng/mL em plasma e 0,07 ng/mL em urina para diazepam.

Outro estudo envolvendo UA-DLLME-SFOD foi realizado por Farsimadan e
colaboradores (2016) para determinacéo de citalopram, diazepam e sertralina em comprimidos,
soro e urina. Um desenho experimental fatorial denominado Plackett-Burman foi realizado para
estimar a influéncia relativa dos fatores analiticos envolvidos na resposta analitica. O
procedimento extrativo envolveu 1-undecanol e etanol como solventes extrator e dispersor,
aplicacdo de banho ultrassénico (60 KHz/10 minutos), centrifugacdo (3000 rpm), banho de gelo
para coleta da fase organica e posterior analise em HPLC em 240 nm. O limite de deteccao

obtida para diazepam foi de 0,8 ng/mL.

29



Anélise para novos benzodiazepinicos envolvendo DLLME também foi relatada. Meng
e colaboradores (2017) aplicaram UA-LDS-DLLME para determinacdo de fenazepam,
diclazepam, flubromazepam e etizolam em urina por GC-MS/MS. Estes analitos surgiram como
novas substancias psicoativas envolvidas em casos de abuso. Esta analise teve uma metodologia
estatistica de superficie de resposta para otimizagdo do processo extrativo. Acetato de etila foi
o0 solvente de melhor eficiéncia extrativa com poucas impurezas carreadas em comparagao a
ciclohexano, tolueno, acetato de butila e acetato de octila. Apds otimizacdo de outros
parametros, os limites de deteccdo obtidos foram de 3 ng/mL para flubromazepam, fenazepam
e etizolam e 1 ng/mL para diclazepam.

De Boeck e colaboradores (2017) desenvolveram e validaram um método extrativo IL-
DLLME para determinacdo de 7-aminoflunitrazepam, alprazolam, bromazepam, clobazam,
clonazepam, clotiazepam, diazepam, estazolam, etil loflazepato, etizolam, flurazepam,
lormetazepam, midazolam, oxazepam, prazepam, temazepam, triazolam, zolpidem e zopiclona
em sangue total por LC-ESI-MS/MS. A partir de 1 mL de sangue total, foram adicionados 2
mL de tampdo aquoso pH 8,0 e 60 pL de 1-butil-3-metilimidazol hexafluorfosfato ([BMIm]
[PFe]). O conteudo foi rotacionado & 50 rpm por 5 minutos e depois centrifugado a 3500 rpm
por 6 minutos. A fase organica foi diluida 1:10 com metanol e injetada no cromatografo. Os
limites de deteccdo foram de 0,003 ng/mL (loprazolam) a 4,74 ng/mL (clordiazepdxido). Em
2018, De Boeck e colaboradores realizaram a aplicacdo deste método validado em amostras de
sangue post-mortem em 11 casos diferentes.

Em 2018, Piergiovanni e colaboradores desenvolveram e compararam 3 métodos
extrativos (DLLME, UA-DLLME e MEPS) para andlise de 8 benzodiazepinicos
(clordiazepdxido, flurazepam, bromazepam, oxazepam, lorazepam, clobazam, clonazepam e
flunitrazepam) em bebida alcodlicas e ndo alcodlicas comerciais empregando HPLC-UV. Estas
amostras foram selecionadas devido a ocorréncia de crimes em bebidas adulteradas com
farmacos desta classe.

DLLME envolvendo esta matriz com este objetivo foi o primeiro estudo descrito na
literatura, portanto um protocolo teve de ser estabelecido envolvendo a otimizacdo dos
parametros classicos: diferentes solventes extratores (diclorometano, hexano, heptano, tolueno,
octanol, ciclohexano), solventes dispersores (acetonitrila, acetona, THF, 2-propanol), volumes
variaveis destes solventes e efeito salting-out.

Ap0s a otimizacdo, o método extrativo DLLME ocorreu da seguinte forma, 1 mL da

amostra foi homogeneizado com 250 mg de cloreto de sodio, entdo foram adicionados 200 pL
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de diclorometano e 300 pL de acetonitrila, o contetdo foi aspirado e ejetado 30 vezes para
formacédo da nuvem dispersiva. Em UA-DLLME, ap6s execuc¢do das mesmas etapas anteriores
houve imersdo do conteddo em banho ultrassénico por 1 minuto e separacdo das fases por
centrifugacdo a 5500 rpm por 5 minutos, 1,5 mL da fracdo foi coletada, evaporada for fluxo de
nitrogénio e ressuspende na fase movel com injecdo posterior no HPLC.

O procedimento usando MEPS foi executado da seguinte forma: o cartucho C18 foi
condicionado com 3 ciclos de acetonitrila seguidos de 3 ciclos de agua, secagem em 20 ciclos
de aspiracdo, extracdo com 3 ciclos de 100 puL do equivalente a amostra real, secagem
novamente, eluicdo com 3 ciclos de 100 pL de uma mistura 90:10 (v/v) de acetonitrila e 4gua
com 0,1% de acido férmico e por ultimo lavagem com 3 ciclos de 2-propanol.

A extracdo em agua ténica mostrou melhores limites de detec¢éo para clordiazepdxido,
bromazepam, clonazepam e flunitrazepam no método MEPS; para Spritz, DLLME néo foi mais
efetiva apenas para clonazepam e flunitrazepam e para suco de frutas vermelhas, DLLME
obteve melhor detectabilidade para os analitos clordiazepoxido, flurazepam, oxazepam,
lorazepam, clonazepam e clobazam. Em suma, DLLME foi 0 método superior na extracéo de
baixas concentracGes destes benzodiazepinicos estudados e MEPS ¢é indicado para extracao
para amostras mais concentradas, esta proposta obedeceu aos principios da Green Chemistry.

Chen, Chen e Chang (2018) apresentaram uma nova proposta extrativa envolvendo
DLLME usando ciclodextrina como novo agente dispersivo (CA-DLLME). Este método foi
aplicado para pré-concentracdo de carbamazepina e clobazam com subsequente determinacéo
por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) em urina. A utilidade da ciclodextrina neste
contexto é na diminuicdo da tensdo superficial entre duas fases pela formacdo de complexos
entre o solvente organico e ciclodextrina, aumentando assim a area de contato entre as fases
organica e aquosa. A metodologia utiliza uma aliquota de 1 mL de solucdo tamponada (pH 7)
contendo os analitos ¢ a-ciclodextrina, 100 pL de cloroférmio sdo injetados formando a nuvem.
A mistura é entdo centrifugada por 5 min a 22000 g, 60 pL do sedimento sdo coletados, secos
a vacuo e ressuspensos com 5 pL de tampéo fosfato (75 mM) contendo o padrdo interno. A
analise gerou um limite de detec¢do de 0,5 ng/mL para clobazam.

Um resumo dos procedimentos utilizando DLLME para benzodiazepinicos que estdo

disponiveis na literatura cientifica estdo descritas na tabela 4.
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Tabela 4 — O uso da microextracdo liquido-liquido dispersiva para determinacéo de benzodiazepinicos.

Matriz Analitos Instrumentacdo  Detectabilidade (ng/mL) Ensaio extrativo Referéncia
Urina 7-AF LC-ES-MS/MS 0,025 DLLME Melwanki et al., 2009
Urina AZ,DZ,0Z HPLC-UV 0,3-0,7 DLLME Vardini et al., 2011

Plasma AZ,BZ,CZ DZ LZ, LMeTT UPLC-PDA 1,7-10,6 UA-DLME Fernéndez et al., 2013

Agua, urina, plasma e

T CD HPLC-UV 0,5 DLLME
comprimidos

Agua ultrapura, “agua
de torneira”, sucos de DZ, MZe AZ GC-FID 0,1-0,2 SPE-DLLME
frutas, urina

7-AC, 7-AF, 7-AN, o-HA, a-
HE, AZ, BZ, CD, CB, CZ, DL,

Sangue DF. DZ EZ EN. FB, HT. LZ UHPLC-MS/MS 2,0 UA-DLLME
LM, MZ,NT,0Z, TZe TO
UA-SEME-
Soro NT e MZ HPLC-MWD 0,017 e 0,086 SEOD-DLLME
Urina CD.EZ,TZ, MZ CZ Lz LMe CE-DAD 50- 100 DLLME-FASS

ME

Khoudadoust e Ghaedi, 2013

Ghobadi et al., 2014

Fisichella et al., 2015

Goudarzi et al., 2015

Oledzka et al., 2015
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Urina, plasma

Comprimidos, plasma e
urina

Sangue total

Urina

Bebidas alcoolicas

Urina

Sangue total

0Z,AZe Dz

CP, DZ, SR

7-AF, AZ,BZ,CB, CZ, CT, DZ,
EZ, LE, El, FR, LM, MZ, OZ,
PZ,TZ,TO,ZPe ZC

FE, DC, FB e El

CD,FR,BZ,0Z,LZ,CB,CZe

FN

CB

7-AF, AZ,BZ,CB, CZ, CT, DZ,
EZ, LE, El, FR, LM, MZ, OZ,

PZ,TZeTO

HPLC-UV

HPLC-MWD

LC-ESI-MS/MS

GC-QQQ-MS

HPLC-UV

CE-MEKC

LC-ESI-MS/MS

0,4-0,7

2,7

0,003 - 4,74

0,86 - 1,75

0,5

0,003 — 4,74

SPE-DLLME

UA-DLLME-
SFOD

IL-DLLME

UA-LDS-
DLLME

DLLME, UA-
DLLME, MEPS

CA-DLLME

IL-DLLME

Mashayekhi & Khalilian, 2016

Farsimadan et al., 2016

De Boeck et al., 2017

Meng et al., 2017

Piergiovanni et al., 2018

Chen, Chen, Chang, 2018

De Boeck et al., 2018

LC — Cromatografia liquida, UV — Ultravioleta, MS — Espectrémetro de massas, CE — Eletroforese capilar, MEKC - Cromatografia eletrocinética micelar, HPLC — Cromatografia

liquida de alta eficiéncia, GC — Cromatografia gasosa, QQQ — Triplo quadrupolo, MWD — Detector de multiplos comprimentos de onda, ESI — lonizagéo por eletrospray, FID

— Detector de ionizacdo de chama, DAD ou PDA - Detector de arranjo de diodos, DLLME - Microextragdo liquido-liquido dispersiva convencional, UA— Assistida por

ultrassom, SPE — Extragdo em fase sélida , SEME — Microextragcdo emulsiva aprimorada por surfactante, SFOD - Gota organica flutuante solidificada, FASS - empilhamento

da amostra amplificada por campo , IL - Liquido i6nico, UA-LDS-DLLME - Microextragdo liquido-liquido dispersiva com solvente de baixa densidade assistida por ultrassom,

MEPS — Microextracdo em sorvente empacotado, CA- Assistida por ciclodextrina. 7-aminoclonazepam (7-AC), 7-aminoflunitrazepam (7-AF), 7-aminonitrazepam (7-AN), a-
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hidroxialprazolam (a-HA), a-hidroxietilflurazepam (o-HE), alprazolam (AZ), bromazepam (BZ), citalopram (CP), clobazam (CB), clonazepam (CZ), clordiazepdxido (CD),
clotiazolam (CT), diazepam (DZ), delorazepam (DL), desalquilflurazepam (DF), diclazepam (DC), estazolam (EZ), etizolam (El), fenazepam (FE), flunitrazepam (FN),
flurazepam (FR), flubromazepam (FB), hidroxitriazolam (HT), loflazepato etil (LE), lorazepam (LZ), lormetazepam (LM), medazepam (ME), midazolam (MZ), nitrazepam
(NT), nordiazepam (NZ), oxazepam (OZ), prazepam (PZ), temazepam (TZ), tetrazepam (TT) e triazolam (TO).
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3. ENSAIO LABORATORIAL

3.1 Instrumentagéo

e Cromatdgrafo liquido 1 — IntraLab®: monocanal, detector UV-Vis (180-700 nm),
injetor manual com loop de 20 pL, aquisicdo e analise de dados por software N2000.

e Cromatografo liquido 2 — Shimadzu®: bomba LC-20AT, detector de arranjo de
fotodiodos (DAD) SPD-M20A, controlador de sistema CBM-20A, degaseificador
DGU-20A5 e injetor manual de 20 pL. A aquisigdo ¢ analise dos dados foram efetuadas
através do Software LC-SOLUTION.

e pHmetro digital Digimed® modelo DM-22, eletrodo combinado de pH, faixa de leitura
depH-2a20

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 SoniClean® 2 (40 KHz de frequéncia e aquecida a 35°C) e
Cristofoli® (42 KHz com aquecimento opcional).

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

e Microseringa Hamilton® de 100 pL para HPLC.

e Colunas para cromatografia liquida de fase reversa:

o Agilent® Zorbax Eclipse C18 3,5 um 2,1 x 50 mm, pH 2-9 (Santa Clara, EUA);
o Waters® XTerra MS C18 5 pm 4,6 x 150 mm, pH 1-12 (Milford, EUA);

o Waters® Symmetry C18 3,5 um 2,1 x 50 mm, pH 2-8 (Milford, EUA);

o Agilent® Eclipse XDB-C18 5 um 4,6 x 150 mm, pH 2-9 (Santa Clara, EUA);
o Waters® XBridge 3,5 um 4,6 x 150 mm (Milford, EUA).

3.2. Materiais e reagentes

Foram utilizados tubos de coleta de sangue a vacuo sem anticoagulante e com
anticoagulante EDTA, citrato e heparina obtidos de CRAL® (Cotia, Brasil) para coleta de
amostra. Os solventes utilizados foram acetonitrila e metanol grau HPLC marca Tedia®
(Fairfield, EUA) enquanto acetato de etila, acido trifluoroacético, cloroférmio, etanol,
isopropanol, tetrahidrofurano, trietilamina oriundos da marca Vetec® (Duque de Caxias,

Brasil). Padroes analiticos da farmacopeia americana (USP) com 99% de pureza de alprazolam
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(AZ), bromazepam (BZ), nitrazepam (NT), diazepam (DZ), nordiazepam (NZ), midazolam
(MZ), clonazepam (CZ), medazepam (ME), clordiazepdxido (CDZ), lorazepam (LZ),
flunitrazepam (FZ) e temazepam (TZ). Difenilamina da marca Sigma-Aldrich® (Sant Louis,
EUA) foi utilizado como padrédo interno. Acetato de amdnio, cloreto de sddio, hidroxido de
sodio, acido cloridrico, acido perclorico e sulfato de sédio foram adquiridos da marca Belga®
(Curitiba, Brasil).

3.3 Determinacdes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

3.3.1 Fase estacionaria

As fases estacionérias presentes em todas as colunas usadas em todo o desenvolvimento
experimental sdo do tipo octadecil (C18), usadas em cromatografia em fase reversa. Embora o
empacotamento fosse comum entre as colunas estudadas, 0 comprimento e o tamanho de
particula apresentam diferencas o que foi evidente no perfil de eluicdo e tempo de corrida.

Todas as colunas foram utilizadas durante a selecdo de fase moével com os padrées
analiticos, agentes desproteinizantes e testes iniciais com DLLME. Para as colunas de 5 cm de
comprimento, o comportamento cromatografico dos picos gerados apresentou-se de alta
resolucdo e com tempo de corrida de até 15 minutos, devido ao seu pequeno tamanho de
particula, vazdes de no maximo 0,5 mL/min puderam ser trabalhados. Para as colunas de 15
cm, a resolucdo dos picos foi menor e uma vazdo de 1,0 mL/min foi necessaria para manter o
tempo de corrida similar.

Os ensaios de otimizacdo da DLLME e validacdo analitica foram realizados com a
coluna Waters® XBridge 3,5 um 4,6 x 150 mm com pré-coluna utilizando cartuchos C-18 x

4mm X 3mm.

3.3.2 Fase mével

Inicialmente foram testadas diversas condi¢des cromatograficas visando a separa¢do do
maior nimero de padrdes de benzodiazepinicos possivel em um tempo de corrida adequado. Os
padrdes de benzodiazepinicos testados foram: alprazolam (AZ), bromazepam (BZ), nitrazepam
(NT), diazepam (DZ), nordiazepam (NZ), midazolam (MZ), clonazepam (CZ), medazepam
(ME), clordiazepoxido (CD), lorazepam (LZ), flunitrazepam (FZ) e temazepam (TZ). Estas
condicdes estdo descritas na tabela abaixo (Tabela 5).
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Tabela 5 — Fases moveis avaliadas neste estudo.

Fase movel Referéncia
Agua/Metanol/Acetonitrila (63:19:18) Kuroda et al., 1995
Agua/Metanol (43:57) com 250 pL de trietilamina, (pH 6,0 e 8,0) Willems et al., 1985
Metanol/Acido perclorico (100 mL + 10 pL) Gill et al., 1986
Agua/Acetonitrila (53:47) Tomasini et al., 1985
Agua/Metanol (40:60) Vasiliades, 1981
Agua/Metanol (35:65) Emery e Kowtko, 1979
Agua/Acetonitrila (40:60) Khodadoust e Ghaedi, 2013
Metanol/50 mM acetato de amoénio em H20 (60:40) Yuan et al., 2000

3.4 Otimizagdo da matriz bioldgica

Os benzodiazepinicos apresentam alta taxa de ligacao as proteinas plasmaticas variando
entre 70 a 98%, devido a esta caracteristica farmacocinética, técnicas de desproteinizagéo foram
avaliadas com o propdsito de analisar o farmaco na forma livre. Os agentes desproteinizantes
testados foram metanol, etanol, acetonitrila, acetona, acido tricloroacético (10 e 20%) e acido
cloridrico com &cido trifluoroacético nas amostras de soro; plasma com EDTA; plasma com
citrato de sddio; plasma com heparina e plasma com CPDA-1.

A primeira técnica testada, segundo Larsen e colaboradores (2011), utiliza 100 pL de
plasma com 200 pL de acetonitrila, este conjunto é homogeneizado e centrifugado por 10
minutos a 14000 x g, apos, 50 pL do sobrenadante é transferido para um tubo e entdo se adiciona
150 pL da fase movel de interesse.

A segunda técnica, segundo Molaei e colaboradores (2015), usa 2 mL de plasma com
100 pL de &cido cloridrico e 100 pL de acido trifluoroacético, a mistura € homogeneizada e
centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm, o sobrenadante é retirado e entdo se adiciona a fase
movel de interesse.

A terceira técnica, segundo Zhou e colaboradores (2015), utiliza 50 pL de plasma com
150 pL de metanol, a mistura € homogeneizada por 3 minutos e centrifugada por 5 minutos a
16242 x g, deste, 150 pL do sobrenadante é coletado e seco, 0s residuos sao reconstituidos com

fase mével, homogeneizados e entdo injetados no cromatografo.
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Ghambarian e colaboradores (2016) também descreve uma outra técnica semelhante a
anterior onde 2 mL de plasma com 1 mL de metanol sdo misturados, homogeneizados por 2
minutos, o conjunto é colocado em gelo por 5 minutos e depois em temperatura ambiente por
10 minutos, a amostra entdo é centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos, deste tubo 1,5 mL do
sobrenadante sdo transferidos para outro tubo e o pH é ajustado para 10.

Outra técnica utiliza 1 mL de soro com 600 pL de acetonitrila, a mistura é
homogeneizada e centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos, destes se retira uma aliquota e
adiciona a fase madvel de interesse (Goudarzi et al., 2017).

E por fim, a Gltima técnica avaliada, conforme Marin et al. (2011), usa 250 pL de
amostra (plasma ou soro) com 750 pL de acetonitrila fortificado com fenfluramina a 100
ng/mL, a mistura € homogeneizada e centrifugada por 5 minutos a 3500 rpm. O sobrenadante
é retirado, secado e entdo o residuo é reconstituido com fase madvel.

Todas estas técnicas foram comparadas quanto a limpidez do sobrenadante resultante,

rapidez na evaporacdo do solvente e comportamento cromatogréafico.

3.5 Otimizacdo multivariada da DLLME

O desenvolvimento desta técnica extrativa teve inicio a partir de um artigo de Fernandez
e colaboradores (2013). Neste artigo sdo utilizados 500 pL de plasma e 2 mL de metanol, este
volume de solvente organico age como desproteinizante e agente dispersor, o conteudo é
homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 3500 rpm. No sobrenadante sdo adicionados
250 uL de cloroférmio, esta mistura € transferida para outro tubo contendo 4,5 mL de agua (pH
9,0) com 200 mg de cloreto de sédio. Ocorre a formagdo de uma “nuvem”, este tubo é colocado
em banho de ultrassom por 2 minutos e centrifugado por 5 minutos a 3500 rpm para separacado
de fases. A fase aquosa (superior) é descartada e o sedimento é coletado, secado e ressuspenso

na fase mdvel para analise por HPLC. A partir deste estudo, diversas etapas foram otimizadas.

3.5.1 Tipos de solvente extrator

Neste experimento foram avaliados o0s solventes extratores hexano, tolueno,
cloroférmio, diclorometano e acetato de etila. Inicialmente 500 pL de plasma contaminado com
um pool de benzodiazepinicos na concentracao de 2 pg/mL contendo difenilamina como padréo
interno foram homogeneizados em vortex (2800 rpm) por 10 segundos com 200 L de tampéo

pH 10 e entdo 500 uL do solvente extrator com 300 pL de metanol (solvente dispersor) foram
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injetados em conjunto dentro da amostra, o contetdo foi centrifugado por 10 minutos a 10000
rpm, a fase organica foi coletada, evaporada sob fluxo de ar e ressuspendida em 30 pL de fase

movel.

3.5.2 Tipos de solvente dispersor

Neste experimento foram avaliados 0s solventes dispersores metanol, acetonitrila,
isopropanol, tetrahidrofurano, etanol e acetona assim como a auséncia de solvente dispersor.
Inicialmente 500 pL de plasma contaminado com um pool de benzodiazepinicos na
concentragédo de 2 pg/mL contendo difenilamina como padrdo interno com 200 pL de tampéo
pH 10 foram homogeneizados em vértex (2800 rpm) por 10 segundos e entdo 500 pL de tolueno
com 300 pL de solvente dispersor foram injetados em conjunto dentro da amostra, o conteddo
foi centrifugado por 10 minutos a 10000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada sob fluxo

de ar e ressuspensa em 30 pL de fase movel.

3.5.3 Efeito salting-out

Experimento realizado nas mesmas condicdes descritas acima, porém concentracdes de
0%, 2,5% (0,0125 g) e 3% (0,025 g) de cloreto de sddio foram adicionadas previamente

homogeneizacao.

3.5.4 Agitacdo por vortex e banho de ultrassom

Inicialmente, avaliou-se a eficiéncia de extracdo com homogeneizagdo por vortex nos
tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 segundos. Fixado o tempo de agitacdo por vértex, comparou-se
com a capacidade extrativa do banho de ultrassom. Neste experimento foi realizada a
comparacdo da eficiéncia de extracdo com vortex Biomixer QL-901 de 2800 rpm e do banho
de ultrassom SoniClean 2 de 40 KHz de frequéncia e aquecida a 35°C nos tempos de 30, 60,
150 e 300 segundos. Uma aliquota de 500 pL de plasma contaminado com pool de
benzodiazepinicos e padrédo interno, contendo 0,0125 g de NaCl passaram pelo processo de
extragdo com 500 pL de cloroférmio e 300 pL de acetonitrila, homogeneizagéo por vortex ou
banho de ultrassom por 30 segundos, entdo foram centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm,

a fase orgénica foi coletada, evaporada por fluxo de ar e ressuspensa com 30 pL de fase mével.

39



3.5.5 Avalia¢éo do pH

Experimento realizado com uma aliquota de 500 pL de plasma alcalinizados com uma
solucdo de 50% de NaOH na faixa de pH entre 8-11 contaminado com pool de analitos de
interesse, uma massa de 0,0125 g de NaCl passaram pelo processo de extracdo com 500 pL de
cloroférmio e 300 pL de acetonitrila, homogeneizacdo por vortex de 10 segundos, banho de
ultrassom por 60 segundos, entdo foram centrifugados por 10 minutos & 10000 rpm, a fase

organica foi coletada, evaporada por fluxo de ar e ressuspensa com 30 pL de fase movel.

3.5.6 Tempo e velocidade de centrifugacio

Experimento realizado sob as mesmas condi¢6es acima descritas, porém com variagdes
no tempo de centrifugacao de 10, 8, 6, 4 e 2 minutos e velocidades de 10000, 8000, 6000, 4000
e 2000 rpm.

3.5.7 Volumes de solvente extrator

O experimento foi realizado com uma aliquota de 500 uL de plasma, alcalinizado com
uma solucdo de 50% de hidroxido de sodio até o pH 10,0 e fortificado com pool de analitos de
interesse, contendo 0,0125 g de NaCl passaram pelo processo de extracdo com volumes de 100,
200, 300, 400 e 500 pL de cloroférmio e 300 uL de acetonitrila, homogeneizacdo por vértex
de 10 segundos, banho de ultrassom por 60 segundos, entdo foram centrifugados por 10 minutos
a 10000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada por fluxo de ar e ressuspensa com 30 pL

de fase movel.

3.5.8 Volumes de solvente dispersor

O experimento foi realizado com uma aliquota de 500 pL de plasma, alcalinizado com
hidroxido de sddio (NaOH) no pH 10,0, contaminado com pool de benzodiazepinicos e padrao
interno, contendo 0,0125 g de NaCl passaram pelo processo de extracdo com 400 pL de
cloroférmio e volumes de 400, 500, 600, 700 e 800 uL de acetonitrila, homogeneizacao por
vortex de 10 segundos, banho de ultrassom por 60 segundos, entdo foram centrifugados por 10
minutos a 10000 rpm, a fase organica foi coletada, evaporada por fluxo de ar e ressuspensa com

30 pL de fase movel.
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3.6 Determinacéo dos benzodiazepinicos por DLLME

Apos serem realizados testes de otimizacdo, a DLLME ficou especificada da seguinte
forma. Em um tubo de 2 mL séo adicionados 500 uL de plasma citratado, o pH é previamente
ajustado para 10 com hidroxido de sodio, sdo adicionados 0,015 g de cloreto de sodio, este tubo
é homogeneizado em vortex por 30 segundos. Apos, sdo injetados simultaneamente 400 pL de
cloroférmio e 700 pL de acetonitrila, o tubo é entéo fechado e colocado em banho de ultrassom
por 1 minuto, passa por centrifuga a 1000 rpm por 10 minutos, a fracdo aquosa (superior) é
coletada e desprezada e a fracdo organica (inferior) é transferida para um vial e evaporada sob
fluxo de ar constante sem aquecimento. O residuo € ressuspendido em 30 pL de fase mdvel e
séo injetados 20 pL no HPLC.

3.7 Validacdo analitica

Os parametros limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdio (LQ),
especificidade/seletividade, recuperacdo, precisao intra e interdia, acuracia e linearidade foram
avaliados segundo o guia da UNODC (2009) e os parametros carryover e integridade da
diluicdo foram avaliados segundo o guia da SWGTOX (2013). O padréo interno difenilamina

foi adicionado na concentragéo de 250 ng/mL.

3.7.1 Limite de detec¢éo

Utilizou-se um pool de plasma como branco, do qual foi adicionado o padrdo dos
analitos de interesse em concentracGes decrescentes (triplicatas). A resposta equivalente a trés

vezes sinal:ruido delimitou este parametro.

3.7.2 Limite de quantificacdo

Os critérios de aceitacdo para limite de quantificacdo foram de coeficiente de variacdo
< 20% para precisdo e 80-100% de exatiddo. Este parametro foi avaliado inicialmente em
triplicata nas concentragdes de 100, 75, 60, 50 e 25 ng/mL para bromazepam, nordiazepam e
diazepam; 50, 37,5 25 e 12,5 ng/mL para clonazepam e alprazolam. Apds esta triagem, realizou-

se uma analise em sextuplicata para confirmar o referido valor para cada analito. O LQ
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escolhido para clonazepam e alprazolam foi de 50 ng/mL e para nordiazepam e diazepam foi
de 60 ng/mL.

3.7.3 Especificidade/Seletividade

A seletividade/especificidade foi avaliada utilizando 13 potenciais compostos que
podem interferir na andlise. Os analitos avaliados foram: cafeina, acido acetilsalicilico,
dipirona, paracetamol, varfarina, furosemida, atenolol, ibuprofeno, fenobarbital, medazepam,
efedrina, fenilpropanolamina e salbutamol na concentracdo de 1000 ng/mL. A amostras
passaram pelo processo extrativo conforme descrito no topico 3.6. O critério de aceitagdo deste
ensaio foi auséncia de substancias interferentes no tempo de retencdo dos analitos de interesse

e respectivo padréo interno.

3.7.4 Recuperacao

Os estudos de recuperacdo foram realizados atravées da preparacao de dois conjuntos de
amostras de plasma. Um conjunto de amostras (conjunto A), que consiste em trés
concentragdes, 50 ng/mL para alprazolam e clonazepam e 60 ng/mL para nordiazepam e
diazepam (primeira concentragédo), 180 ng/mL (segunda concentracdo) e 430 ng/mL (terceira
concentracdo). O segundo conjunto (conjunto B), analitos foram adicionados nas amostras com
a mesma concentracdo do conjunto A ap6s o procedimento da DLLME. Todo procedimento
realizado em sextuplicata.

A recuperacdo absoluta foi avaliada por comparacgdo da resposta média obtida para o
conjunto A e a resposta do conjunto B (100%). O Guia de Validacdo de Métodos Analiticos
da UNODC (UNODC, 2009) nao considera este fator como indicativo para reprovacao do teste,

desde que os demais parametros da validacdo alcancem os propdésitos 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 (50 ng/mL para alprazolam e clonazepam e 60 ng/mL para
nordiazepam e diazepam) seguido de 80, 160, 250, 500, 1000 e 1500 ng/mL.

42



3.7.6 Precisdo intra e inter-dia

A precisdo intra e inter-dia foram realizadas através da analise de amostras de plasma
contendo trés concentracdes conhecidas em trés dias consecutivos. As concentracfes avaliadas
foram de 60 ng/mL para alprazolam e clonazepam e 75 ng/mL para nordiazepam e diazepam
no ponto mais baixo, 180 ng/mL para todos no ponto intermediario e 430 ng/mL no ponto mais

alto em sextuplicata.

3.7.7 Acurécia (Inexatidao)

Uma curva foi construida nas concentra¢des de 50 ng/mL para alprazolam e clonazepam
e 60 ng/mL para nordiazepam e diazepam, 250 ng/mL e 500 ng/mL para todos em triplicata.
Apds, as concentracdes testes foram de 60 ng/mL para alprazolam e clonazepam e 75 ng/mL

para nordiazepam e diazepam, 180 ng/mL para todos e 430 ng/mL para todos, em sextuplicata.

3.7.8 Integridade da diluic&o e efeito memoria (carryover)

Inicialmente uma curva foi construida nas concentrag@es de 50 ng/mL para alprazolam
e clonazepam e 60 ng/mL para nordiazepam e diazepam; 250 ng/mL e 500 ng/mL para todos
em triplicata. Uma aliquota de 500 pL de plasma foi contaminada com um pool de
benzodiazepinicos na concentracdo de 4 pg/mL, contendo padrdo interno, e entdo diluida 25
vezes com plasma isento de analitos para a concentracdo de 160 ng/mL. Apoés injecdo do
extraido da amostra nesta concentracdo, foram injetadas 3 amostras branco para avaliagdo de

efeito memoria.
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4. RESULTADOS

4.1 Escolha da fase estacionéria

Durante a avaliacdo de escolha da fase estacionaria para definicdo do nimero de analitos
alvo deste estudo, ocorreram algumas situacdes. Os experimentos com as colunas de 5 cm (3,5
pm de tamanho de particula), foi percebida uma limitagio no numero de padrdes de
benzodiazepinicos que pudessem ser trabalhados devido ao comprimento da coluna ndo ser o
suficiente para que ocorresse separacao adequada dos analitos em tempo habil, ainda, os 13
padrdes de benzodiazepinicos apresentam propriedades fisicas e quimicas similares o que gerou
co-eluicdo, sendo uma limitacéo para anélise por HPLC-DAD.

Anélises em modo gradiente foram realizadas para solucionar esta situacéo, porém se
observou que havia um tempo de reequilibrio da condicao inicial necessario entre injecfes para
estabilizacdo do sistema cromatogréafico e este ponto inviabilizaria a etapa de validacao, fato
observado em todas as colunas testadas.

Além disso, a constante alcalinizagdo da fase movel também foi um fator importante
para a reducdo da vida util das colunas evidenciado pela perda de resolucdo dos picos
interferindo diretamente na qualidade da analise cromatografica.

Apos anélise de diferentes pardmetros como vazdo, tamanho de coluna e fases méveis
com o proposito de desenvolver um perfil cromatografico com o maior ndmero de
benzodiazepinicos possiveis em uma mesma corrida cromatografica, as situacdes de co-eluicdo
ndo puderam ser resolvidas e entdo se optou pelo método de Kuroda e colaboradores para
andalise bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam.

Diante destas situacdes observadas durante a selecdo de fase estacionaria, a coluna
Waters® XBridge 3,5 um 4,6 x 150 mm foi definida para os ensaios de otimizacdo da DLLME

e validacdo analitica.

4.2 Escolha da fase movel

A escolha da fase mével foi baseada na tentativa de reproduzir o perfil cromatografico
dos estudos analisados no topico 3.3.2, entre estes estudos a fase movel que apresentou
comportamento similar com os experimentos realizados é constituida de agua em pH 9 com
trietilamina/metanol/acetonitrila nas proporcGes de 63:19:18 para os analitos alprazolam,
clonazepam, nordiazepam e diazepam. O cromatograma deste perfil estd mostrado abaixo

(Cromatograma 1).

44



mal Max Intensity : 44 466
J254nm 4nm (1.00)
450

425
40.0]
375
350
325
30‘0—5
275
2503
2257
200
175
15.03

125

1004

7.5
5.0
254

0405 12N

-2.54

5.0

0.0 25 50 75 100 125 150 min

Cromatograma 1 — Perfil cromatogréfico dos padrGes bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e

diazepam, respectivamente da esquerda para a direita.

4.3 Escolha da matriz biologica

As matrizes bioldgicas soro e plasma desproteinizados conforme as técnicas descritas
no topico 3.4 foram comparadas conforme a limpidez do sobrenadante, rapidez na evaporacao
do solvente e comportamento cromatografico. Abaixo estdo 0s cromatogramas das inje¢cdes dos

sobrenadantes isentos de analitos.
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Cromatograma 2 — Amostra de soro desproteinizado conforme o método de Larsen e colaboradores (2011)
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Cromatograma 3 — Soro desproteinizado conforme técnica de Molaei e colaboradores (2015)
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Cromatograma 4 — Soro desproteinizado conforme técnica de Zhou e colaboradores (2015)
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Cromatograma 6 — Plasma EDTA desproteinizado conforme técnica de Molaei e colaboradores (2015).
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Cromatograma 7 — Plasma EDTA desproteinizado conforme técnica de Marin e colaboradores (2012).
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Cromatograma 8 — Plasma CPDA-1 desproteinizado conforme técnica de Larsen e colaboradores (2011).
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Cromatograma 9 — Plasma citratado desproteinizado conforme técnica de Larsen e colaboradores (2011).
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Cromatograma 10 — Plasma heparinizado desproteinizado conforme técnica de Larsen e colaboradores (2011).
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Cromatograma 11 — Plasma heparinizado desproteinizado conforme técnica de Molaei e colaboradores (2015).

Houve comparacdo de todos os tipos de amostras com todas as 6 técnicas
desproteinizantes, porém as que ndo possuem cromatogramas apresentaram turbidez no

sobrenadante e ndo foram injetadas no HPLC por protecdo da coluna e do equipamento.
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4.4 Otimizacdo da DLLME para benzodiazepinicos em amostra de plasma

4.4.1 Otimizag&o do solvente extrator

Eficiéncia de extracdo
120,00
100,00
80,00

60,00
40,00
BRI
000 ™= - - - i
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m Hexano mtolueno mdiclorometano cloroférmio m acetato de etila

Gréfico 1 — Eficiéncia de extracdo para bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam nos

diferentes solventes extratores.

A partir da comparacdo de area relativa, o tolueno foi o solvente com maior eficiéncia
de extracdo para clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam, sendo que o cloroférmio
foi 0 melhor para bromazepam. Entretanto, o tolueno foi descartado como solvente extrator,
pois carreava muitos interferentes enddgenos da matriz e isso era perceptivel pela rapida
saturacdo da pré-coluna, portanto para os ensaios seguintes, o cloroférmio foi definido como

solvente extrator.
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4.4.2 Otimizacao do solvente dispersor

Eficiéncia de extracao
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Gréfico 2 - Eficiéncia de extragdo para bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam nos

diferentes solventes dispersores.

A eficiéncia de extracdo, de acordo com a area relativa, mostrou que a acetonitrila foi o
solvente que melhor dispersou o solvente extrator na amostra para todos os analitos testados,

inclusive na auséncia de solvente dispersor.
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4.4.3 Otimizac¢éo do pH

Eficiéncia de extracdo em diferentes valores de pH
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Gréfico 3 — Eficiéncia de extracdo para bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam nos

valores de pH de 8 a 11.

Este parametro mostrou uma diferenca de eficiéncia extrativa entre os valores de pH 10
e 11. O pH 10 foi melhor para os analitos bromazepam, clonazepam e diazepam, e o pH 11 foi
melhor para alprazolam e clonazepam. O valor de pH 10, neste contexto, foi definido, pois
clonazepam e bromazepam possuem menores detectabilidades e menor concentracao
plasmatica na faixa terapéutica. Além disso, o clonazepam possui maior importancia

toxicoldgica devido as estatisticas de intoxicacdes ocorridas no estado do Rio Grande do Sul.
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4.4.4 Otimizagao do efeito salting out
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Gréfico 4 — Eficiéncia de extragdo para bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam nas

concentracdes de cloreto de sodio de 0, 2,5 e 3% m/v.

O efeito salting-out foi melhor observado na concentracdo de 2,5% m/v de cloreto de

sodio, indicando que esta concentracdo foi a mais efetiva na diminuicdo da solubilidade dos

analitos pela fase aquosa sendo melhor captados pelo solvente extrator.
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4.4.5 Otimizacdo da forca de agitacdo por vortex e banho de ultrassom

Comparativo entre vortex e Ultrassom
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Grafico 5 Eficiéncia de extracdo para os analitos bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam

usando voértex e banho de ultrassom

O uso de vortex para homogeneizacao dos solventes extrator e dispersor na amostra foi
mais efetivo que o banho ultrassdnico apenas no tempo de 30 segundos, a partir de 1 minuto o
ultrassom foi mais eficiente, pois ajuda a desfazer a emulsdo na interface das fases organica e
aquosa pelo processo de cavitacdo. Deste modo, ocorre maior transferéncia do analito presente
nesta emulsdo para a fracdo organica. Entretanto, com o aumento do tempo ocorre prejuizo da
extracdo, devido ao aquecimento, assim ocorre perda de solvente orgénico pela volatilizacdo

do cloroférmio.
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4.4.6 Otimizagéo do volume de solvente extrator

\olume de solvente extrator
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Gréfico 6 — Eficiéncia de extracdo para clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam nos diferentes volumes
de solvente extrator.

Este experimento mostrou que o melhor volume de extracdo para clonazepam,
alprazolam e nordiazepam foi de 400 uL, sendo apenas o diazepam em 500 pL. A diferenca de
100 pL néo foi significativa, pois a faixa terapéutica do diazepam é a maior entre todos os
analitos testados, assim esta perda de eficiéncia pode ser efetuada sem prejuizo de alcance da
faixa terapéutica (100-2500 ng/mL). Volumes maiores ndo puderam ser testados, pois o tubo

possui a limitacdo de capacidade 2 mL.
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4.4.7 Otimizagéo do volume de solvente dispersor

Volume de solvente dispersor
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Grafico 7 - Eficiéncia de extragdo para clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam nos diferentes volumes

de solvente dispersor.

O volume de solvente dispersor impacta diretamente no quanto havera distribuicdo do
solvente extrator na amostra, para os analitos clonazepam e alprazolam o volume de 700 pL foi
0 que melhor apresentou este efeito, e para nordiazepam e diazepam foi o volume de 800 pLL.
O volume de 700 pL foi escolhido, pois, assim como ocorreu no volume de solvente extrator,
esta diferenca de 100 pL ndo foi significativa, pois a faixa terapéutica do nordiazepam e
diazepam sdo maiores que do clonazepam e alprazolam. Volumes maiores também néo
puderam ser testados, pois 0 tubo possui a limitagdo de capacidade 2 mL. Volumes de tubo

acima de 2 mL ndo seriam compativeis com a ultracentrifuga.
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4.4.8 Otimizagao do tempo e velocidade de centrifugacéo

Eficiéncia de centrifugacao
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Grafico 8 — Eficiéncia de extracdo para os analitos bromazepam, clonazepam, alprazolam, nordiazepam e diazepam

nos diferentes tempos de centrifugagéo.

O tempo de 10 minutos foi escolhido por ser melhor para a maioria dos analitos. A
velocidade de centrifugacdo também foi avaliada fixando este tempo de 10 minutos nas
velocidades de 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000 rpm, este parametro foi avaliado visualmente
apenas, sendo 10000 rpm a melhor velocidade que separou as fases organica e aquosa com
melhor eficiéncia, nas outras velocidades testadas ndo havia separacao total das fases.

4.5 Validacdo da DLLME para benzodiazepinicos em amostra de plasma

A validacdo do método para benzodiazepinicos foi realizada ap6s otimizacdo da
extracdo desses analitos. O trabalho tem como foco a determinacdo de concentragdes
estabelecidas para estes analitos em situagdes de avaliagdo de drogas dentro da faixa terapéutica
encontrada no sangue e em casos de intoxicagdo. A linearidade foi efetuada tendo o primeiro
ponto o LQ de cada analito até 1500 ng/mL como ultimo ponto. A equacdo da reta e coeficiente
de determinacdo para os analitos foram: clonazepam (y=16,077x+1188,5; r2= 0,9983),
alprazolam (y=913,03x-35597, r2=0,9992), nordiazepam (y=144,61x+15409, r2=0,9928) e
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diazepam (y=269,92x+51751, r2=0,9936). Demais dados da validacéo estdo expostos na tabela

6.

Tabela 6 - Pardmetros de confianca do método validado para determinacdo de

benzodiazepinicos em amostra de plasma.

Parametros Alprazolam Clonazepam Diazepam Nordiazepam

Recuperagéo (%)

Cl 94,53
C2 80,52
C3 157,23
LD (ng/mL) 40
LQ (ng/mL) 50
Precisdo intra-dia (CV%)

Cl 2,12
C2 5,50
C3 10,82
Precisdo inter-dia (CV%)

Cl 4,57
C2 9,27
C3 8,21
Exatidao (%)

C1 133,04
C2 86,26
C3 82,72

Integridade da diluicao
Precisdo (CV%)

25 vezes (160 ng/mL) 5,35
Exatidéo (%)
25 vezes (160 ng/mL) 86,17

116,54
65,28
124,84
50
50

97,5

76,09

75,30

17,95

59,09

49,04

256,06

143,44
50
60

23,85
13,09
21,74

32,22

2,70

6,98

63,97

99,17

84,79

12,89

42,41

37,11
74,16
138,89
50
60

17,71
25,93
17,13

82,2

42,69

9,62

46,61

93,96

90,06

25,16

22,85

C1 da recuperacdo é 50 ng/mL para alprazolam e clonazepam e 60 ng/mL para nordiazepam e diazepam; e C1 da

exatiddo € 60 ng/mL para alprazolam e clonazepam e 75 ng/mL para nordiazepam e diazepam, C2, 130 ng/mL;

C3, 430 ng/mL; LD, limite de deteccdo; LQ, limite de quantificacdo; CV%, coeficiente de variacdo; 25 vezes,

4000 ng/mL; DZ, diazepam, ND, nordiazepam.
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Um cromatograma demonstrando o tempo de retencao dos analitos que foram validados

esta na Figura 7.
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Gréafico 20 — Cromatograma para benzodiazepinicos ap6s DLLME em amostras de plasma. A)

amostra branco de plasma B) padrbes de benzodiazepinicos e padrdo interno; C) amostra
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fortificada com os analitos de interesse e padrédo interno. Tempo de retencdo de clonazepam
(5,5 min), alprazolam (7,3 min), nordiazepam (11,5 min), diazepam (14 min) e difenilamina
(26 min) no comprimento de onda de 254 nm.

5. DISCUSSAO

Inicialmente os experimentos realizados visaram o desenvolvimento de uma
metodologia analitica que fosse capaz de determinar 12 benzodiazepinicos diferentes, em
virtude de similaridades nas propriedades fisicas e quimicas e da limitacdo técnica do
equipamento, optou-se por selecionar aqueles com maior relevancia clinica e toxicoldgica.

Conforme descrito anteriormente, o relatério de 2018 do Centro de InformacGes
Toxicologicas do estado do Rio Grande do Sul mostrou que os benzodiazepinicos totalizaram
2596 casos de intoxicacdo, sendo o Clonazepam o mais prevalente entre eles com 1506 casos,
seguido de Diazepam (604 casos), Alprazolam (225 casos) e Bromazepam (95 casos) (CIT,
2018). Aliado a estes dados, a partir do perfil cromatogréafico estabelecido, com base no estudo
de Kuroda e colaboradores (1995), foi possivel elui¢do destes benzodiazepinicos e 1 produto
de biotransformacdo (nordiazepam) com separacao e resolucao adequados.

Ainda, a matriz bioldgica visada neste estudo foi o plasma, pois este fluido bioldgico
apresenta altas concentracGes dos analitos para este tipo de situagédo, considerando que estes
farmacos apresentam alta taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas. Esta amostra proporciona
um volume suficiente para manipulacdo laboratorial e reflete com maior fidedignidade a
correlacdo entre os niveis de farmaco e seus respectivos efeitos no organismo, também
possibilita a analise da droga precursora e de produtos de biotransformagéo. (BULCAO et al.,
2012; MORENO et al., 2014; BORDIN et al., 2015). Esta informacao justifica a selecdo do
nordiazepam, pois € o primeiro produto de biotransformacdo, também ativo, gerado da
metabolizacdo hepatica em maior proporcéo no sangue, a sua determinacdo junto de diazepam
possui uma importancia toxicoldgica na interpretacdo de casos de intoxicacdo e auxilia na
conduta meédica posterior.

Os benzodiazepinicos sdo substancias quimicas caracterizadas como bases fracas,
apresentam em sua estrutura de 1 a 2 grupamentos amina ionizaveis. Conforme o pH do meio,
a proporcgédo das formas ionizada e ndo-ionizada influencia na taxa de absorgéo e duracdo do
efeito farmacoldgico. Esta propriedade quimica foi considerada na otimizagdo da fase movel

deste estudo.
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De acordo com a base de dados Chemicalize, graficos da distribuicdo de microespécies
dos benzodiazepinicos mostram que estes possuem de 2 a 3 diferentes moléculas ionizadas
conforme o pH do meio.

A andlise das curvas de dissociacdo dos benzodiazepinicos alprazolam, bromazepam,
clonazepam, nordiazepam e diazepam revelam que estes apresentam 100% da forma néo-
ionizada nas faixas de pH de 5-9 para nordiazepam, 5-14 para alprazolam e diazepam e 4-10
para clonazepam e bromazepam, entdo um pH de 9 foi definido para a fracdo aquosa da fase
movel com o objetivo da ndo eluigdo de outras formas ionizadas destas moléculas interferindo
no perfil cromatografico deste estudo. A acidificacdo da fracdo aquosa da fase mdvel néo foi
considerada, pois 0 valor necesséario para que todas as espécies quimicas estivessem 100%
ionizadas seria abaixo de 2, este valor de pH seria prejudicial a coluna cromatogréfica e também
possivelmente ao cromatografo liquido (Chemicalize, 2019).

Para a alcalinizacdo da fase movel, foi utilizada a trietilamina (CAS 121-44-8). Esta
substancia quimica apresenta algumas propriedades fisicas e quimicas benéficas para
cromatografia liquida. Esta molécula é derivada da amodnia, onde 3 hidrogénios foram
substituidos por 3 grupamentos etila se tornando uma amina terciaria com um par de elétrons
livres, apresenta alto ponto de ebulicdo (89,3°C), solivel em agua e outros solventes organicos,
absortividade méxima em 196 nm (em heptano) (PubChem, 2020). Além de ser uma substancia
alcalinizante, a presenca do par de elétrons da amina confere uma melhor homogeneizacéo dos
grupamentos octadecil da fase estacionaria melhorando a eficiéncia de separagdo
cromatografica e resolucéo dos picos cromatograficos e como possui absortividade em 196 nm,
nédo apresentou interferéncia no perfil de eluicdo dos analitos.

Apo6s otimizacdo da fase movel inicial, foram realizadas anélises com agentes
desproteinizantes. Como a matriz biologica escolhida foi o plasma, os benzodiazepinicos
encontram-se ligados as proteinas plasmaticas devido a sua caracteristica de alta taxa de ligacdo
(acima de 70%), esta propriedade farmacoldgica € necessaria para que os farmacos circulem
pelo organismo e atinjam o sitio de ligacdo, porém para uma analise toxicolégica um
procedimento de pré-tratamento de amostra é essencial para que sejam removidos interferentes
enddgenos da matriz, como proteinas, antigenos, anticorpos, outros farmacos, horménios, entre
outros visando a protecdo da coluna e equipamentos analiticos. A injecdo direta de amostra
bioldgica em sistema cromatografico revelou que houve aumento da pressdo interna e
deterioracdo da coluna cromatografica (BLANCHARD, 1981).

Os estudos de desproteinizacdo neste projeto foram realizados com metanol, etanol,

acetonitrila, acetona, acido tricloroacético (10 e 20%) e acido cloridrico com acido
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trifluoroacético em pool de amostras de soro; plasma com EDTA; plasma com citrato de sodio;
plasma com heparina e plasma com citrato de sédio, fosfato, dextrose, adenina (CPDA-1).

A andlise dos cromatogramas de pool de amostras sem contaminagdo de farmaco
revelou que a escolha da matriz bioldgica foi realizada conforme a presenca do restante de
interferentes enddgenos representados pela primeira fracdo do cromatograma e dos picos que
ocorreram ao longo da corrida, sendo assim, a amostra de plasma citratado desproteinizada com
acido cloridrico e &cido trifluoroacético foi escolhida com a menor presenca de interferentes
enddgenos. Entretanto, os testes realizados com fortificacdo de padrdes na amostra de plasma
seguida de desproteinizacdo demonstrou significativa perda dos analitos no sobrenadante,
inviabilizando a quantificacdo dos benzodiazepinicos.

Conforme um estudo de De Bruyne, Sinnema, Verweiss (1982), foi relatada a hidrolise
de bromazepam na presenca de acido cloridrico. Este artigo investigou este efeito somente com
0 bromazepam, possivelmente este mesmo efeito tenha ocorrido com os outros analitos
testados. Estudos posteriores utilizando estes agentes desproteinizantes ndo foram mais
realizados e entdo percebeu-se que uma técnica extrativa teria de ser desenvolvida.

A literatura mostra um estudo multicéntrico que foi realizado para definicdo de
monitoramento terapéutico de farmacos usados em neuropsiquiatria com o objetivo de melhorar
a interpretacdo das concentracBes plasmaticas e assim otimizar a farmacoterapia de forma
individualizada. Informacfes como isoenzimas hepéticas e transportadores que agem inibindo
ou induzindo a metabolizacdo dos farmacos, assim como a faixa terapéutica de referéncia para
cada psicofarmaco estdo descritas (HIEMKE et al., 2017).

A tabela 4 deste estudo mostra que os benzodiazepinicos alprazolam, bromazepam,
clonazepam, diazepam e nordiazepam apresentam, respectivamente, valores de concentragao
terapéutica de 5-50 ng/mL, 50-200 ng/mL, 4-80 ng/mL, 100-2500 ng/mL e 120-800 ng/mL. O
estudo também mostra valores laboratoriais de alerta, esta concentracao situa-se acima da janela
terapéutica muito proxima da concentracdo efetiva maxima que representa a resposta adversa.

Este consenso foi utilizado como base para desenvolvimento de um método extrativo
capaz de se quantificar os analitos escolhidos nesta faixa de concentracdo terapéutica dando
subsidio para a interpretacdo de casos de intoxicacdo. A partir deste valor € possivel determinar
a situacdo em que se encontra 0 paciente no momento da analise e correlacionar os efeitos
toxicos com o valor obtido.

A literatura relata a aplicagdo de extracdo liquido-liquido (LLE), extragdo em fase solida
(SPE) e a extracdo por Head-Space (HS) para a determinacéo de farmacos e sdo consideradas

técnicas de extragdo convencionais, neste estudo avaliamos a DLLME para determinacédo de
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benzodiazepinicos que apresenta melhorias em relacdo as técnicas convencionais, como
utilizacdo de solventes organicos reduzida, alta sensibilidade e taxa de recuperacdo, sendo
muito eficiente na quantificacdo de substancias em baixos niveis.

Os primeiros estudos de DLLME convencional com benzodiazepinicos foram
elaborados por Melwanki e colaboradores (2009), Vardini e colaboradores (2011) e
Khoudadoust e Ghaedi (2013). A amostra utilizada foi urina, a qual apresenta um volume
disponivel para analise maior, em relacdo ao sangue e outras matrizes, e sua composicao
majoritaria é de agua.

O primeiro ponto importante a ser levado em conta € a selecdo do solvente extrator. Este
foi de alta importancia no processo de DLLME, pois deve ser imiscivel na matriz e ter alta
capacidade de extracdo. Os solventes convencionalmente utilizados ainda apresentam a
vantagem de serem volateis, o que ajuda a eliminar a interferéncia destes na cromatografia
liquida, pois o residuo pode ser reconstituido na fase movel.

Os analitos alvo destes estudos foram 7-aminoflunitrazepam, clonazepam, alprazolam,
oxazepam e clordiazepoxido, os quais apresentam coeficientes de particdo de, respectivamente,
1,3,2,41, 3,02, 2,24 e 2,44. Enquanto gue os solventes extratores diclorometano e cloroférmio
possuem coeficientes de particdo de, respectivamente, 1,25 e 1,97. A similaridade dos
coeficientes de particdo dos analitos e dos solventes extratores representou um ponto importante
para a eficiéncia de extracdo, entretanto esta propriedade nao definiu isoladamente o processo
extrativo total, pois o solvente dispersor também influencia o processo extrativo. Sendo que a
DLLME é baseada na injecdo simultanea destes dois solventes.

Os solventes dispersores apresentam as caracteristicas de serem sollveis tanto na matriz
como no solvente extrator, pois eles devem dispersar o solvente extrator na matriz formando a
“nuvem”. Nestes estudos, diversos solventes foram testados a fim de definir qual deles
apresentaria melhor dispersao do solvente extrator na matriz gerando um sedimento de volume
suficiente para analise. Isopropanol, metanol e etanol apresentaram melhores taxas de
enriquecimento nestes estudos.

Os volumes dos solventes extratores e dispersores também foram testados, pois estes
parametros definem a possibilidade de saturacdo do sistema e quantidade de sedimento ap0s
separacao das fases.

No estudo de Melwanki e colaboradores (2009), percebeu-se que em volumes abaixo de
120 pL de diclorometano ndo houve separacdo de fases e acima de 250 pL a proporcéo de
solventes diminuiu a probabilidade do nimero de goticulas formadas e para o isopropanol,

volumes abaixo de 500 pL ndo foram geradas goticulas suficientes para extracdo e acima de
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500 pL, a solubilidade de 7-aminoflunitrazepam foi maior na urina diminuindo a particdo deste
no diclorometano. Comportamentos similares foram observados nos estudos de Vardini e
colaboradores (2011) e Khoudadoust e Ghaedi (2013).

Em relacdo a instrumentacdo utilizada, LC-ES-MS/MS e HPLC-UV, ha uma diferenca
significativa na detectabilidade dos analitos, pois com espectrdometro de massas foi possivel
quantificar os analitos em concentrages muito baixas de acordo com a fragmentacdo das
moléculas ja sendo uma técnica confirmatoria, enquanto que em HPLC-UV hé necessidade de
analise confirmatoria quando sao aplicados casos reais e 0 comprimento de onda fixo modifica
0 comportamento da molécula em relacdo a resposta do detector, pois a absortividade é
diferente para cada analito no mesmo comprimento de onda.

Khoudadoust e Ghaedi (2013), diferentemente dos outros dois estudos, aplicaram um
desenho estatistico experimental para reducdo do numero de experimentos de otimizacao
necessarios para desenvolvimento da DLLME. Esta aproximacao foi efetiva para determinacao
de um analito, clordiazepdxido, porém para estudos com multiplos analitos esta aplicacdo pode
ndo ser muito efetiva, pois existem diferencas de propriedades fisicas e quimicas que podem
limitar o método.

Posteriormente, os estudos de Fernandez e colaboradores (2013), Fisichella e
colaboradores (2015), Farsimadan e colaboradores (2016) e Meng e colaboradores (2017)
desenvolveram DLLME com incluséo de banho ultrassonico.

O primeiro deles avaliou sete benzodiazepinicos comumente usados (alprazolam,
bromazepam, clonazepam, diazepam, lorazepam, lormetazepam e tetrazepam) por UHPLC-
PDA, o procedimento extrativo teve todos os parametros de DLLME avaliados com solventes
convencionais, efeito salting-out e pH. A inclusdo do banho ultrassénico foi o diferencial em
relacdo aos estudos anteriores. O uso de ultrassom auxiliou na acelera¢do da formacdo da
nuvem, aumentando a eficiéncia e reduzindo o tempo total de extracdo. Para 6 dos 7 analitos, o
uso de ultrassom foi mais efetivo na extracdo, em comparacdo a agitacdo manual, como
representado no valor de area absoluta descrito no estudo.

Fisichella e colaboradores (2015) desenvolveram uma metodologia multi-analitos por
LC-MS/MS para drogas de abuso, benzodiazepinicos e outros farmacos psicoativos. Esta
metodologia foi delineada com o proposito de analise de casos forenses, a aplicagéo do banho
ultrassdnico neste caso foi devido a grande variedade de farmacos e drogas analisadas com o
proposito do alcance de baixas concentra¢fes. Notou-se que o tempo de banho ultrassdnico néo

excedeu 1 minuto nestes dois estudos.
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Farsimadan e colaboradores (2016) otimizaram uma DLLME com o uso de banho
ultrassonico e solventes de baixa densidade. Este estudo foi aplicado para determinacgdo de
citalopram, diazepam e sertralina em amostras de soro e urina por HPLC. A utilizagio de um
solvente de baixa densidade, 1-undecanol (log P 4,72), foi efetiva na determinacdo destes 3
analitos, pois pode-se congelar a fragdo organica, assim esta é facilmente coletada aumentando
a reprodutibilidade do método. O tempo de banho ultrassénico neste estudo foi de 10 minutos
devido ao volume de amostra ser de 10 mL e também pela viscosidade do solvente extrator ser
maior em relacéo a dos solventes convencionais.

DLLME também foi relatada na analise de novos benzodiazepinicos usados como novas
drogas psicoativas, Meng e colaboradores (2017) otimizaram um procedimento para
determinacdo de 4 novos benzodiazepinicos em urina. A metodologia foi desenvolvida com o
uso de acetato de etila sem o uso de solvente dispersor. Neste caso, a aplicacdo do banho
ultrassdnico substituiu o uso de solvente dispersor. A oscilacdo ultrassénica pode ter criado
bolhas de cavitacdo resultando em homogeneizacao do solvente extrator explicando a melhoria
da taxa de transferéncia de massa entre as duas fases imisciveis. Além disso, neste estudo
também foi desenvolvida um desenho experimental para otimizacdo da DLLME baseado na
metodologia de superficie de resposta.

A literatura também relata o uso de técnicas de limpeza de amostra previamente a
DLLME. Ghobadi, Yamini e Ebrahimpour (2014) combinaram SPE com DLLME para anélise
em tracos de diazepam, midazolam e alprazolam em amostras de agua ultrapura, dgua potavel,
sucos de frutas e urina por GC-FID. SPE foi previamente aplicada nas amostras para limpeza
de interferentes em cartuchos C18 e entdo a DLLME foi realizada com cloroférmio. A aplicacéo
da SPE foi ponto chave para alta eficiéncia de isolamento e purificacdo dos analitos, embora,
no geral, seja um procedimento de maior custo pelo alto fluxo de solvente usado durante o
condicionamento e limpeza de amostra. Mashayekhi e Khalilian desenvolveram técnica similar
a descrita acima para a analise de alprazolam, oxazepam e diazepam em amostras de urina e
plasma. A diferenga entre estes dois estudos foi a instrumentacdo utilizada, porém os limites de
deteccdo alcancados foram similares, mostrando que esta metodologia foi eficaz na deteccao
em baixas concentraces.

De Boeck e colaboradores (2017) realizaram um estudo com um novo tipo de solvente
extrator, o liquido idnico. Este estudo foi o primeiro com DLLME aplicado a sangue total para
determinacdo de maltiplos benzodiazepinicos para aplicacdo em casos forenses. A eficiéncia

do liquido idnico neste procedimento foi devido as propriedades de estabilidade térmica, baixa
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pressdo de vapor e seletividade variavel devido a flexibilidade estrutural. Estes autores
realizaram uma aplicacdo desta metodologia validada em 11 casos post-mortem.

Para o desenvolvimento do método proposto nesta dissertacdo, os estudos citados acima
foram usados como base e tentativas de reproducdo foram executadas. A avaliacdo do solvente
extrator foi o primeiro ponto experimento realizado. Os solventes: cloroférmio, hexano, acetato
de etila, diclorometano e tolueno foram avaliados. Os resultados mostraram que, inicialmente,
tolueno seria a melhor escolha para extracdo de 4 dos 5 benzodiazepinicos, porém devido ao
carreamento de interferentes enddgenos da matriz, fato observado pela rapida saturacdo da pré-
coluna, este solvente foi substituido pelo cloroférmio.

O coeficiente de particdo dos benzodiazepinicos alvo ¢, em média, 3,0 e os solventes
extratores tolueno e cloroférmio sdo 2,73 e 1,97. Este dado corrobora com a melhor eficiéncia
de extracdo apresentada pelo tolueno, porém devido a rapida saturacéo da pré-coluna, ndo seria
possivel validar o método com este solvente, pois iria aumentar muito o custo de consumiveis
de cromatografia, além do possivel dano a coluna e cromatégrafo liquido. O cloroférmio obteve
eficiéncia similar e ndo apresentou este efeito negativo na pré-coluna.

Os solventes de baixa densidade 1-octanol, 1-nonanol, 1-decanol, 1-undecanol, 1-
dodecanol e diexil éter também foram avaliados para extracdo, conforme outros estudos de
DLLME envolvendo farmacos (RANJBARI, BIPARVA, HADJMOHAMMADI, 2012;
GHAMBARI & HADJMOHAMMADI, 2012; SAFDARIAN, HASHEMI, NADERLOU,
2012; TAHERI et al., 2015). Entretanto, houve incompatibilidade da fase movel e da porcao
extraida, observado pelo aumento de pressdo do sistema e perda de coluna cromatogréfica. A
aplicagéo destes solventes de baixa densidade seria mais eficiente com cromatografia gasosa.

O segundo ponto avaliado foi o tipo de solvente dispersor, 0s solventes acetona, THF,
acetonitrila, etanol, metanol e isopropanol foram avaliados. Os resultados mostraram que
acetonitrila foi o solvente que melhor dispersou o solvente extrator na matriz, este fato foi
evidenciado pelo valor de &rea absoluta inclusive na comparagdo com a auséncia de solvente
dispersor. Ainda foi possivel observar que o THF apresentou a pior taxa de extracdo devido a
sua caracteristica acida e mostrou-se incompativel com a fase mével em pH 9,0.

Os diferentes valores de pH revelaram que houve uma diferenca de eficiéncia extrativa
entre os valores de pH 10 e 11. O pH 10 foi melhor para os analitos bromazepam, clonazepam
e diazepam, e o pH 11 foi melhor para alprazolam e clonazepam. O valor de pH 10, neste
contexto, foi definido, pois clonazepam e bromazepam possuem menores detectabilidades e

menor concentragdo plasmatica na faixa terapéutica.
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A escolha de um determinado valor de pH influencia em quais outros compostos podem
ser extraidos da matriz afetando a seletividade do método, pois se tratando de uma amostra de
um caso real é possivel que outras substancias estejam presentes na matriz. Conforme discutido
anteriormente, o pH mantendo a molécula ndo-ionizada facilita a captacdo pelo solvente
extrator, melhorando as taxas de recuperacdo do analito.

Outro parametro avaliado foi o efeito salting-out, as condigdes testadas de 0, 2,5 e 3%
m/v mostraram que a melhor condigdo de extragdo foi em 2,5%. A forga idnica do meio
diminuiu a solubilidade dos analitos pela fase aquosa, melhorando a captacdo pelo solvente
extrator. Este parametro apresenta variabilidade, dependendo do analito, a insercdo de sal piora
a taxa de extracdo, um exemplo disto foi observado em um estudo de extracdo de aluminio em
agua por Rezaee e colaboradores (2010).

A aplicacdo do banho ultrassdnico também foi avaliada neste estudo e comparada com
a homogeneizacdo por vortex. O experimento foi realizado com homogeneizacdo da amostra
por vortex ou banho ultrassdnico ap6s injecdo simultanea dos solventes extrator e dispersor. O
resultado mostrou que nos tempos de 30 segundos para os dois procedimentos, a
homogeneizacdo por vortex apresentou maiores area absolutas para os 5 benzodiazepinicos,
entretanto no tempo de 1 minutos de banho de ultrassom a eficiéncia foi maior. A vibracao
fornecida pelo banho ultrassénico revelou que ocorreu melhor dissolugdo da emulséo presente
entre as duas fases melhorando a transferéncia de analito para a fase organica. Porém com o
passar do tempo, ocorre perdas de solvente extrator provavelmente pela volatilizacdo do
cloroférmio.

O uso de banho ultrassénico em DLLME é descrito como uma ferramenta para aumentar
a disperséo do solvente extrator melhorando a eficiéncia e diminuindo o tempo de extragdo pelo
processo de cavitacdo da amostra. Este estudo foi realizado em um banho ultrassénico com
aquecimento de 35°C, foi observado perda da fragdo organica mesmo com a utilizacdo de tubos
fechados.

Os volumes dos solventes extrator e dispersor também foram otimizados neste estudo,
foram observadas variacdes de eficiéncia conforme o analito. O principal fator de decisdo de
quais volumes optar foi a faixa terapéutica plasmatica, pois, para a aplicacdo na analise de um
caso real, ¢ esta caracteristica que ajuda na interpretacéo clinica e define se o paciente esta fora
de risco ou ndo. Os volumes de solvente extrator acima de 400 L apresentaram piora da taxa
de extracdo possivelmente pela saturagdo do sistema.

Os ultimos parametros avaliados foram as velocidades e tempos de centrifugagéo. Estes

parametros influenciam na nitidez da separacdo de fases em um tempo adequado. Os
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experimentos revelaram que 10 minutos foi 0 tempo necessario para separacao total das fases
em uma rotacdo de 10000 rpm, em velocidades abaixo deste valor foi observado visualmente
que ndo havia separacdo total das fases.

Apdbs otimizacdo de todas estas etapas, a validacdo analitica conforme os guias da
UNODC e SWGTOX foi realizada. Os valores de LQ para clonazepam e alprazolam foram
definidos em 50 ng/mL e para nordiazepam e diazepam em 60 ng/mL, conforme experimento
realizado em 4 concentracdes diferentes em triplicata e depois confirmacdo em sextuplicata. O
bromazepam teve de ser retirado do processo de validacdo, pois o pico cromatografico
apresentou interferéncia da matriz no inicio da corrida cromatografica.

Os limites de detecgdo foram definidos em 40 ng/mL para alprazolam, 50 ng/mL para
clonazepam e 60 ng/mL para nordiazepam e diazepam conforme a relacéo sinal ruido (1:3). A
faixa de linearidade para clonazepam (y=16,077x+1188,5; r2=0,9983), alprazolam (y=913,03x-
35597, r2=0,9992), nordiazepam  (y=144,61x+15409, r2=0,9928) e diazepam
(y=269,92x+51751, r?=0,9936), mostrando que estes 4 analitos s&o lineares na faixa do LQ de
cada um até 1500 ng/mL. O parametro de especificidade/seletividade mostrou que o método
ndo apresentou interferéncias farmacos comumente prescritos.

Em relacdo a precisdo intra-dia e inter-dia, este ponto apresentou alguns problemas, o
clonazepam néo apresentou reprodutibilidade nos 3 dias consecutivos e entéo foi retirado do
desenvolvimento do método. A inexatiddo mostrou que apenas a concentra¢do mais baixa de
alprazolam ficou fora da faixa de 80 a 120%, conforme especificado pelo guia da UNODC.

As taxas de recuperacdo para todos os analitos apresentaram varia¢des, porém o Guia
de Validacdo de Métodos Analiticos da UNODC (UNODC, 2009) ndo considera este fator
como indicativo para reprovacao do teste.

N&o ocorreu efeito memoria conforme especificado nas 3 injecdes de amostra branco
ap0s uma injecdo dos analitos na concentracdo de 500 ng/mL. E por fim, a integridade da
diluicdo mostrou que uma amostra 25x diluida (160 ng/mL) a partir de um pool de
benzodiazepinicos na concentracao de 4 pg/mL, contendo padrdo interno, apresentou precisdo
e acuracia adequados conforme uma curva previamente estabelecida.

Os estudos relatados na literatura com HPLC-UV em amostras de plasma mostraram
um LD de 2,7 ng/mL, faixa de linearidade 9-100 ng/mL e recuperacdo de 94,3% para
clordiazepoxido (Khoudadoust et al., 2013). Mashayekhi e Khalilian, (2016) relataram uma
faixa de linearidade 2,5-500 ng/mL (alprazolam e oxazepam), 1-500 ng/mL (diazepam), LD 0,7
ng/mL (alprazolam e oxazepam) e 0,4 ng/mL (diazepam), LQ 2,5 ng/mL (alprazolam e

oxazepam) e 1,5 ng/mL (diazepam), recuperacdo 86% (alprazolam), 84% (oxazepam) e 90%
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(diazepam). Em comparacdo ao método proposto nesta dissertacdo, o0 HPLC ndo seria uma
instrumentacdo limitante na quantificagdo em baixos niveis, 0 que mostra que a otimizacéo da
DLLME foi bem sucedida alcan¢ando baixas concentracdes, porém os problemas enfrentados
na validacdo foram o ponto limitante para assegurar a confiabilidade do método proposto e

assim aplicar nos casos reais de intoxicacao.

6. CONCLUSAO

Diante do que foi descrito dos estudos de DLLME com benzodiazepinicos da literatura
e do desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagdo de benzodiazepinicos
em plasma proposto neste trabalho, conclui-se que, devido as dificuldades apresentadas na
validacao analitica, conforme os guias da UNODC e SWGTOX, néo foi possivel desenvolver
um método reprodutivel capaz de quantificar os analitos bromazepam, alprazolam, clonazepam,
nordiazepam e diazepam em baixas concentracGes. Sugere-se que este procedimento seja
aplicado em casos de triagem e que investigacdes mais aprofundadas sejam realizadas para que

0 meétodo possa ser validado adequadamente com precisdo e acuracia adequados.
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8. ANEXOS

ANEXO A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Informacdes sobre o projeto de pesquisa
Titulo do Projeto de Pesquisa: Rapida determinacdo de farmacos psicotropicos em
sangue empregando cromatografia liquida com detector ultravioleta/visivel

Duragéo da Pesquisa: 4 anos

Nome do pesquisador responsavel: André Valle de Bairros

Cargo/ Fungéo: Farmacéutico

Instituicdo: UFSM/Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas

Prezado senhor(a)

Estamos convidando o senhor, e solicitando autorizacdo ao seu responsavel, caso
necessario, para sua participacdo como voluntario(a) do projeto de pesquisa intitulado “Rapida
determinacdo de fArmacos psicotropicos em sangue empregando cromatografia liquida com
detector ultravioleta/visivel” que estamos desenvolvendo em colaboragdo com o Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM)

Esta pesquisa tem o objetivo de desenvolver uma metodologia analitica rapida,
confiavel e de baixo custo para verificar a presenca de medicamentos que estdo sendo
administrados para o seu tratamento em amostras de sangue (benzodiazepinicos,
antidepressivos e anticonvulsivantes).

Se vocé aceitar, e for permitido participar da pesquisa, precisaremos coletar uma
amostra de sangue no volume maximo de 5 mL (equivalente a uma colher de sopa). O risco em
relacdo ao projeto € minimo, pois a coleta de sangue sera através de seringas, agulhas e tubos
novos descartaveis realizados por pessoal treinado. Sera colhido no mesmo dia de retirada de
sangue para exames laboratoriais de rotina, ndo necessitando que seja realizada uma nova
picada de agulha. Os medicamentos dos quais estdo sendo administrados ao senhor(a) seréo

verificados no prontuario medico.
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RISCOS: A coleta de sangue pode causar um desconforto (dor da picada) e o procedimento
poderd formar uma mancha roxa (hematoma). Serdo tomadas providéncias (como passar uma
pomada adequada), para que isto desapareca 0 mais rapido possivel.

BENEFICIOS: Ajudara no esclarecimento de casos onde é necessario comprovar o uso dessas
substancias quando ela estiver causando algum dano ao paciente, como intoxicacdo. Vocé ndo
ter& beneficio financeiro nem custos para participar deste estudo.

Vocé poderé desistir da participagdo em qualquer momento, sem que haja prejuizo do seu
atendimento no hospital.

SIGILO: Néo havera nomes nem outra identificacdo dos participantes em nenhum relatério ou
publicacdo do estudo. Toda a informacdo clinica adquirida durante este estudo sera tratada
como confidencial e sera apenas dada a conhecer aos investigadores. S0 os dados anénimos
serdo usados para possivel exposicdo em publicacGes cientificas.

Apds o término da pesquisa, os dados serdo armazenados com extrema privacidade e
confidencialidade dos sujeitos envolvidos no Departamento de Analises Clinicas, sob
responsabilidade do pesquisador responsavel, por cinco anos. Apos este periodo, serdo
destruidos.

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

Este documento é composto por 2 vias (uma para o coordenador da pesquisa e outra
para o participante). Quando vocé assinar na linha abaixo, isto significa que concorda em
participar da pesquisa descrita acima. E preciso que a sua assinatura seja obtida antes da
realizagdo de qualquer procedimento do estudo.

Ciente e de acordo com o que foi anteriormente exposto,

Eu, , apés a

leitura ou a escuta da leitura deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com 0
pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas davidas, estou suficientemente
informado, ficando claro para que minha participacdo 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 espontanea vontade, expresso

minha concordancia em participar deste estudo.
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Santa Maria, de de 20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do responsavel legal

Assinatura e carimbo do pesquisador responsavel

Para qualquer questdo, duvida, esclarecimento ou reclamacéo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com o pesquisador pelo telefone: 3220-8018 ou 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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ANEXO B

seoeral,

s UNIVERSIDADE FEDERAL DE
g % SANTA MARIA/ PRO-REITORIA 29""'"""'0,3 o
% DE POS-GRADUAGAO E

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:

Versdo: 3

CAAE: 78043917.1.0000.5346

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de PGs-Graduagéo e
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Santa Maria/ Pro-Reitoria de Pés-Graduacgéo e Pesquisa

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.353.688

Apresentacdo do Projeto:

Os medicamentos sdo 0s 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 epéxido e fenobarbital em amostras de soro humano, tendo como
foco principal o farmaco e seus respectivos produtos de biotransformacédo 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

Enderego: 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 1 de 04
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metodologia analitica para fins toxicologicos (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),
gue estardo cientes do estudo que sera realizado.

A amostra de sangue sera obtida nos dias em que esses pacientes realizam puncédo 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 serd baseada no tempo de retencdo, comparando-se com aqueles obtidos com
padrdes analiticos de referéncia, do qual deve-se obter o mesmo tempo de retengdo (amostra e padrao).

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

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

BENEFICIOS: indiretos através do conhecimento gerado.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Consideracg8es sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Apresenta folha de rosto, registro do projeto, autorizagdo institucional, termo de confidencialidade e termo de
consentimento livre esclarecido, devidamente redigidos e assinados.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes 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
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Justificativa de
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Assinado por:

CLAUDEMIR DE QUADROS

(Coordenador)
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