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RESUMO

A taxa de incidéncia de epilepsia na maioria dos paises desenvolvidos é, hoje
em dia, de cerca de 40-70 por 100 000 individuos. As crises epilépticas sao
normalmente controladas com auxilio dos farmacos antiepilépticos, estando
disponivel um grande numero de agentes terapéuticos. A possibilidade real de
ocorrerem interacc¢des entre estes farmacos, o advento da internet e o problema
crescente da automedicacdo podem levar a um aumento consideravel do

namero de intoxicacfes devidas a estes compostos.

Deste modo, sdo necessarios métodos analiticos rapidos e sensiveis para a
quantificacdo fidedigna destes compostos em amostras bioldégicas humanas,
para dar auxilio e assisténcia aos servicos de emergéncia no tratamento de

individuos intoxicados.

O objectivo deste trabalho foi entdo o desenvolvimento e validagdo de um
método para a determinacdo quantitativa de quatro farmacos antiepilépticos
(primidona, carbamazepina, fenitoina e fenobarbital) e o0 metabolito da
carbamazepina (10,11-epoxi-carbamazepina) em plasma humano, utilizando
extraccao em fase sélida e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
detector de fotodiodos (HPLC-DAD).

Utilizando um volume de amostra de apenas 0,2 mL, o método foi
completamente validado de acordo com normas internacionalmente aceites para
a validacdo de métodos bioanaliticos. Os parametros estudados foram
selectividade, linearidade, limites de detec¢cédo (LOD) e de quantificacdo (LOQ),
precisdo e exactiddo, estabilidade em amostras processadas e em ciclos de

congelagéo/descongelagéo, e eficiéncia de extracgéao.
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Resumo

O método foi selectivo, j& que ndo foram detectados interferentes apds andlise
de amostras brancas de plasma de 20 origens diferentes, tendo sido obtida uma
resposta linear entre 0.25 e 25 pug/mL para todos 0os compostos, excepto para a
carbamazepina (0.1-25 pg/mL), primidona (1-25 pg/mL) e fenitoina (0,5-25
pg/mL). Os valores obtidos para a precisdo e exactidao intra- e interdia estavam
em conformidade com os critérios de validacdo mencionados, i.e., coeficientes
de variacdo inferiores a 15% e bias dentro de um intervalo de *15% da
concentracao tedrica (excepto no limite inferior de quantificacdo, para o qual
20% foi considerado adequado). A eficiéncia de extraccdo foi superior a 90%

para todos 0s compostos.

Finalmente, o método foi aplicado a quatro casos de intoxicagdo, nos quais
alguns destes farmacos estavam presentes.

Em conclusdo, o método desenvolvido provou ser Util para a determinacao

destes farmacos antiepilépticos em situacdes de intoxicagao clinica ou forense.



ABSTRACT

Nowadays, in most developed countries, epilepsy’s incidence rate is of about 40-
70 in 100000. Epileptic seizures are controlled by means of antiepileptic drugs,
and a number of therapeutic agents are available. The possibility of drug
interactions between these agents, the advent of internet and the growing

problem of self-medication may lead to an increased number of intoxications.

Therefore, there is the need of rapid and sensitive analytical methods for the
reliable quantitation of these compounds in human biological samples to help and

assist emergency services in the treatment of intoxicated individuals.

The goal of this work was the development and validation of a method for the
gquantitative determination of four selected antiepileptic drugs (primidone,
carbamazepine, phenytoin and phenobarbital) and metabolite (10,11-
epoxycarbamazepine) in human plasma, using solid-phase extraction and liquid-

chromatography-diode array detector (HPLC-DAD).

The method used a sample amount as low as 0.2 mL, and was fully validated
according to internationally accepted guidelines for bioanalytical method
validation. The studied parameters were selectivity, linearity, limits of detection
(LOD) and quantitation (LLOQ), precision and accuracy, bench top and
freeze/thaw stability, and extraction efficiency.

The method was selective, as no interfering compounds were detected by
analysis of blank plasma samples of 20 different origins, and linear from 0.5-25
pg/mL for all compounds, except for carbamazepine (0.25-25 pg/mL) and
primidone (1-25 pg/mL). Intra- and interday precision and accuracy were in
conformity with the above mentioned criteria, i.e., coefficients of variation of less

than 15% and bias within a +15% interval from the nominal value (excepted at
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Abstract

the LLOQ, for which 20% was accepted). Extraction efficiency was higher than
90% for all compounds.

Finally, the method was successfully applied to four cases of intoxication with
some of these compounds.

In conclusion, the developed method was proven useful for the determination of

these antiepileptic drugs, both in clinical and forensic toxicology scenarios.



JUSTIFICACAO DO TEMA E OBJECTIVOS
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Justificagdo do Tema e Objectivos

Segundo dados da Liga portuguesa contra a epilepsia, em Portugal, estima-se
gue 500.000 pessoas sejam atingidas pela epilepsia, cuja manifestacdo mais

frequente sdo as crises epilépticas recorrentes (Pinto 2010).

A epilepsia € uma doenca crénica do sistema nervoso. Esta doenga manifesta-se
por crises que se verificam ao longo do tempo, tendo sintomatologia variada. A
maioria das vezes €, ela propria, um sintoma de que algo se passa no interior do
cérebro; com efeito, uma crise epiléptica ndo € mais do que uma descarga
eléctrica anormal no cérebro, afectando toda a rede de neurdnios do érgao ou
apenas uma parte. Esta patologia pode desenvolver-se em qualquer idade, mas
0 seu aparecimento é mais comum nas idades extremas da vida. De facto, os
traumatismos durante o parto, as encefalites e as doencgas infecciosas que
ocorrem nos primeiros anos de vida podem ser causas de epilepsia, enguanto
em anos mais avancados esta doenga tem origem nos acidentes vasculares
cerebrais (AVC). No entanto, quando a epilepsia é sintomatica, isto é, quando a
sua origem reside num problema de salude primario, o tratamento € direccionado
para a resolucdo deste problema. Por outro lado, quando ndo h& uma causa
concreta identificada, ou seja, a sua origem € idiopatica, a terapia passa apenas
pela administracdo de medicamentos antiepilépticos, podendo estes tratar 70 a

80% dos casos.

A descoberta e utilizacdo dos farmacos antiepilépticos constituiu um marco no
tratamento da epilepsia, jA que até entdo apenas era possivel efectuar o
diagndstico ou utilizar meios invasivos, como a lobotomia ou as terapias de
choque, sendo estes Ultimos responsaveis por um elevado nimero de mortes.
Desde a utilizacdo do brometo de potassio em 1857 até actualidade foram
desenvolvidos varios farmacos, como o0s barbitdricos, fenitoina,
benzodiazepinas, carbamazepina ou antiepilépticos de “terceira geracao”, pelo
gue hoje em dia cerca de 80% dos doentes epilépticos esta livre de convulsdes,

ou estas encontram-se consideravelmente diminuidas.
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Justificagdo do Tema e Objectivos

Segundo uma estatistica recente da Delegagdo Sul do Instituto Nacional de
Medicina Legal, o n° de casos de intoxicagdo com antiepilépticos em 2008 foi de
2.6%, tendo havido um total de 167 intoxicacbes produzidas por medicamentos.
Deste modo, estes farmacos passaram a ser o 7° grupo farmaco-terapéutico que

mais intoxica¢des origina.

Este importante nimero de intoxicacdes pode ser devido em parte ao problema
crescente da automedicacdo e a facilidade de aquisicdo destes farmacos pela
internet. No entanto, para além destes dois factores ha que ter conta também a
existéncia de reacgbes medicamentosas, devidas principalmente a
polimedicacdo, mas também a factores de risco relacionados com o doente,
como por exemplo polimorfismos genéticos nas enzimas metabolizadoras e
transportadores de farmacos. Concretamente este Ultimo factor ganha particular
importancia para a carbamazepina, fenitoina e os derivados do acido barbitarico
(fenobarbital e primidona), ja que o seu metabolismo esta relacionado com as
isoformas CYP 2C19 e CYP3A4 do citocromo P450, pelo que sdo numerosas as
interaccdes com outras substancias; a titulo de exemplo citam-se interacgdes
com inibidores da bomba de protbes, benzodiazepinas, antidepressivos,

antiarritmicos, antibioticos, alcool, etc (Monteiro 2007).

Deste modo, estes quatro farmacos antiepilépticos (bem como o principal
metabolito da carbamazepina, a 10, 1l-epoxicarbamazepina) foram as

substéncias seleccionadas para este estudo.

Y

Devido a possibilidade de intoxicagdo, torna-se necessaria a existéncia de
métodos analiticos rapidos e sensiveis para a determinagdo deste tipo de
compostos em amostras biolégicos, para deste modo dar auxilio e assisténcia
aos servicos de emergéncia no tratamento de individuos intoxicados, permitindo
também o diagnostico precoce da intoxicagdo. Assim, o principal objectivo do
presente trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia analitica rapida e

sensivel para a deteccdo e quantificacdo de 4 farmacos antiepilépticos em



Justificagdo do Tema e Objectivos

amostras de plasma humano. Para tal, comparar-se-do varios procedimentos
extractivos por intermédio da extrac¢cdo em fase solida com diferentes tipos de
adsorventes, sendo o0s analitos posteriormente detectados e quantificadas
utilizando a cromatografia liquida acoplada a um detector de fotodiodos. Uma
vez optimizado o procedimento de extrac¢do, a metodologia sera entdo validada
de acordo com critérios de validacdo internacionalmente aceites, de forma a
garantir a fiabilidade dos resultados e uma eventual actuacdo atempada e eficaz

por parte dos servicos de urgéncia.






. REVISAO DA LITERATURA






l. REVISAO DA LITERATURA

1. AEPILEPSIA

A propriedade mais importante da célula nervosa é a sua excitabilidade. Ela
responde a excitacdo gerando um potencial de accdo que pode conduzir a
descargas repetidas. As epilepsias, um dos mais frequentes grupos de
desordens neuroldgicas, caracterizam-se, e podem ocorrer em qualquer idade.
Apesar do mecanismo que desencadeia a crise epiléptica ser ainda pouco
entendido, as causas de uma descarga anormal parecem envolver canais
iGnicos neuronais e um desequilibrio entre as fungdes excitatéria e inibitéria da
funcgéo sinptica (Nadendla 2005; Lemke 2008).

1.1. Enquadramento historico

Na maioria dos paises desenvolvidos, as taxas de incidéncia da doenga variam
entre 40-70 casos por cada 100 000 habitantes, ao passo que nos paises em
vias de desenvolvimento, estas podem ser substancialmente mais altas (100-190
casos por cada 100 000 habitantes). Similarmente, a prevaléncia da epilepsia
activa, que é definida com base no numero de individuos que tomam ou
tomaram medicamentos antiepilépticos nos Ultimos 5 anos, varia entre 4-10
casos por 10 000 nos paises desenvolvidos e sobe para 57 por 10 000 nos

paises em vias de desenvolvimento (Bradley 2004).

O termo epilepsia, baseado na palavra grega epilambanein (que significa
“descontrolar-se”, “apoderar-se de”) foi mencionado pela primeira vez por
Hipdcrates, que descreveu a doenga como sendo uma enfermidade do cérebro e
gue podia ser tratada pela dieta, desmistificando assim a crenca de que a sua
origem era magica ou sobrenatural. Também fez a primeira classificagdo da
doenca, que continua ainda hoje a ser usada. Distinguiu a epilepsia idiopatica

(cuja causa € desconhecida) da epilepsia sintomética (organica, que resulta de
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uma anomalia fisiol6gica, tais como danos no cérebro, tumor, infec¢éo,

intoxicacdo ou distarbios metabdlicos) (Lemke 2008).

A origem dos episédios de epilepsia foi estabelecida no século XIX por Jackson,
que estipulou que os episédios convulsivos eram iniciados por uma intensa
descarga na massa cinzenta em diversas regibes do cérebro. Tém sido
publicadas vérias classificacbes para estes episédios ao longo do século
passado, tendo ainda surgido mais tentativas durante os anos 50 e 60. Em 1981,
a Comission on Classification and Terminilogy of the International League
Against Epilepsy (ILAE) fez uma nova proposta, baseada no tipo clinico do

episodio.

1.2. Classificacao da epilepsia

O termo epilepsia é utilizado quando os episédios de epilepsia sao recorrentes e
espontaneos. A ILAE tem vindo a desenvolver classificagbes para as multiplas
causas e manifestagcfes da epilepsia, tendo a primeira sido introduzida em 1989
e a Ultima em 2009. Os episédios/epilepsias sao diferenciados em crises parciais
e crises generalizadas. As crises parciais sdo definidas como episddios cujo
inicio estd limitado a um dos hemisférios cerebrais, enquanto as crises
generalizadas tém um inicio seguido de uma distribuicdo réapida bilateral (H.
Stefan 2007; Epilepsy 2010).

As transmissdes bilaterais, que sédo observadas nas crises generalizadas, podem
incluir estruturas corticais e subcorticais, mas ndo incluem necessariamente todo
o0 cortex. As crises parciais, por sua vez, podem ter origem em estruturas

subcorticais (Epilepsy 2010).

De acordo com a Ultima classificacdo da ILAE, as crises generalizadas
subdividem-se ainda em crises de auséncia, crises miocldonicas, clénicas,

atonicas e tonicas (Figura 1).
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CRISES
GENERALIZADAS
ki
[ I 1 il |
Crises de . s Crise atdnica ou
L Crise miocldnica i 4ni i Oni
auséncia Crise cldnica “drop attacks” Crise tonica
- = Mioclonica
Atipica
B Miocldnica
Tipica atonica

Mioclénica
- -
Tonica

Mioclonia da
palpebra

Auséncia
Mioclénica

Figura 1. Classificacao das crises generalizadas segundo a ILAE (Epilepsy 2010).
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2. CONTROLO DOS EPISODIOS EPILEPTICOS

O controlo das crises epilépticas é efectuado terapeuticamente com recurso aos
agentes antiepilépticos. Um farmaco antiepiléptico ideal é aquele que permite
suprimir completamente as convulsdes em doses que ndo provoguem
simultaneamente sedacdo ou qualquer outro tipo de accdo tdxica sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC). Deve ser bem tolerado, altamente eficiente nos
diferentes tipos de episodios e os seus efeitos laterais ndo devem ocorrer em
orgaos vitais. Apés administracdo parenteral, a sua ac¢do deve ser rapida de
forma a controlar as convulsdes. Por outro lado, deve possuir uma longa duragéo
de accdo apds administracdo oral, de modo a prevenir episodios recorrentes
(Lemke 2008).

O conceito de concentracdo plasmatica de um farmaco antiepiléptico
correlaciona-se melhor com os efeitos clinicos do que com a sua dose diaria
(tanto em termos de eficacia como de toxicidade), falando-se entdo de intervalo
terapéutico. Segundo este conceito, ja em desuso, 0s niveis sanguineos do
farmaco séo atingidos, sendo mantidos nesse intervalo durante o tratamento
continuado. Actualmente, o controlo dos episédios de epilepsia, bem como os
sinais de toxicidade observados, podem variar entre 0os pacientes. Isto €, para 0s
mesmos niveis sanguineos, dependendo do tipo e severidade dos episédios e
da sindrome epiléptica, a maioria dos pacientes esta adequadamente controlada
com concentracdes subterapéuticas dos farmacos, ndo havendo necessidade de
aumento da dose. Por outro lado, pacientes com sindromes epilépticas que
precisam de doses mais altas de antiepilépticos para controlo dos episddios,
podem tolerar concentracdes sobreterapéuticas sem que se verifiquem sinais de
toxicidade. Assim, o intervalo 6ptimo de concentracao é considerado o intervalo
de concentracbes para o qual a maioria dos pacientes atinge o efeito
farmacodindmico desejado com um minimo de efeitos secundérios (Striano
2008).
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2.1. Evolucéo dos antiepilépticos

O primeiro medicamento antiepiléptico utilizado foi o brometo de potassio,
introduzido por Locock em 1857, sendo actualmente considerado obsoleto.
Posteriormente foram introduzidos o fenobarbital, em 1912, e a fenitoina, em
1938, que é estruturalmente relacionada com os barbitUricos. O tratamento das
convulsBes usando todos estes farmacos constituiu um importante avanco na
terapia clinica (Laurence 1997; Lemke 2008). Mais tarde, fenobarbital, primidona,
benzodiazepinas, etosuxinamida, sulfonamida e valproato passaram a ser
considerados os anticonvulsivantes de primeira geracdo (Stefan 2007). Apesar
de terem a vantagem da familiaridade e de também se demonstrarem eficazes,
muitos pacientes mostraram convulsdes refractérias bem como efeitos adversos

intoleraveis (LaRoche 2004).

A partir de 1993, surgiram oito novos medicamentos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, expandindo desta forma as
opcdes de tratamento. Estes novos medicamentos antiepilépticos oferecem a
vantagem de possuir escassas interac¢des medicamentosas, um mecanismo de

accao unico e um amplo espectro de actividade (LaRoche 2004).

Desde entdo, tém vindo a ser descobertos cada vez mais farmacos, continuando
no entanto a fenitoina a ser um medicamento de eleicdo no tratamento da

maioria das epilepsias.

A procura de compostos antiepilépticos com uma actividade selectiva crescente
e baixa toxicidade continua a ser uma promissora area de investigagdo em

guimica biomédica.
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2.2. Classificagdo — caracteristicas quimicas

Os farmacos antiepilépticos sdo um grupo de substéncias com diversas
propriedades quimicas, tais como lipofilicidade, ionizacdo e quiralidade. Tém
diferentes estruturas quimicas e podem afectar diferentes proteinas alvo
(receptores, enzimas, transportadores ou canais i6nicos dependentes da
voltagem). A maioria dos farmacos antiepilépticos tem estruturas em comum
varias moléculas alvo, como neurotransmissores endbégenos (receptores,
enzimas); por exemplo, a pregabalina e a gabapentina estdo estruturalmente

relacionadas com o neurotransmissor GABA (Landmark 2008).

Existem diferentes classificacbes que categorizam este tipo de farmacos. A
tabela 1 apresenta a classificacdo mais utilizada, classificacdo esta que tem em

conta a estrutura quimica dos compostos (Malawska 2005; Infarmed 2010).
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Tabela 1. Classificacdo dos antiepilépticos, via de administracdo e concentragdes
terapéuticas encontradas no plasma (Baselt 2004; Malawska 2005; Uges 2009; Infarmed 2010)

CONCENTRAGOES
Dose .
EXEMPLOS DO VIA DE ) TERAPEUTICAS EM
CLASSE - DIARIA
GRUPO ADMINISTRAGAO (mg/mL) PLAsSMA
g (ug/mL)
Fenitoinas Fenitoina Via oral 300-400 8-20 (em adultos)
6-14 (em criangas)
Via oral,
Barbitdricos Fenobarbital parentérica (intra- 60-200 2-30 (40)*
Primidona muscular ou 250-1500 5-12
intravenosa)
. Via oral 4-15
. . Carbamazepina, . 200-1600 )
Iminostilbenos Oxcarbazepina Via oral 1200-1400 12-35
$uccinimidas Etosuximida - 1000 4-100
Acido Acido valpréico Via oral 250-2500 50-100 (150)
valproico/valproato parentérica
de sdédio, . . (intravenosa)
Oxazolidimedionas Trimetadiona - B 20-40
Via oral,
Benzodiazepinas Diazepam regflarle11 tgiggzs:m 240 0.250,5
Clonazepam . ) 1,5-20 0,02-0,07
Via oral —
clonazepam
Gabapentina, 900-1800 2-20
Lamotrigina, 100-700 2-15
Outros Vigabatrina, Via oral 250-500 (1) 5-25
Acetozolamida, 250-1000 10-20
Felbamato 1200-1600 30-60

* Normalmente entre 2-30 pug/mL, mas alguns autores ou clinicos ampliam esta gama até aos 40
pg/mL.

(-) ndo detectado

2.3. Mecanismo de accdo dos antiepilépticos

A maior parte dos farmacos antiepilépticos exerce pouco efeito sobre o foco
epiléptico em si; ao invés, impedem a propagacdo da descarga eléctrica as

estruturas normais vizinhas (Flérez 1997).

Os iBes sodio e cloro estdo presentes em maior concentracdo fora da célula,
enquanto o ido potassio, catides organicos e proteinas carregadas estdo em
maior numero dentro da célula. Como a membrana celular é permeével apenas a

pequenos ifes ou proteinas, as membranas do neur6nio mantém uma
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separacao de cargas, que variam entre os -50 mV e os -80 mV, resultando no

chamado potencial de repouso.

Um aumento na negatividade no interior celular (hiperpolarizagdo) diminui o
potencial de repouso (para -90 mV). Por outro lado, a negatividade interior
(despolarizacdo) é suficiente para alcancar o limiar (aproximadamente -40 mV)
(Lemke 2008).

Depois de cada despolarizacdo, os canais de sddio dependentes da voltagem,
adoptam um estado inactivo e permanecem refractarios a uma nova abertura
durante um determinado periodo de tempo. Enquanto estes canais estdo
impedidos de reabrir, descargas sucessivas estdo diminuidas e a difusédo da
actividade eléctrica para regides adjacentes do cérebro é suprimida. A
estabilizacéo e prolongamento deste estado inactivo parece ser 0 mecanismo de
accado primario da fenitoina, carbamazepina e lamotrigina, sendo também o
mecanismo de accdo antiepiléptica do fenobarbital, oxcarbazepina, valproato,
topiramato e zonisamida. Alguns medicamentos antiepilépticos aumentam a
inibicio mediada pelo GABA (neurotransmissor inibitério) ou afectam a sua
concentracdo. O GABA liga-se a dois tipos de receptor, 0 GABA, € 0 GABAg. O
receptor GABA, estd presente nos canais ionicos cloreto e a ligagdo do
neurotransmissor provoca um influxo de i6es cloro e consequente
hiperpolarizagdo neuronal. As benzodiazepinas, barbitiricos e talvez o
topiramato acentuem a ac¢do do GABA neste receptor. A tiagabina diminui a
reabsorcdo do GABA e a gabapentina parece diminuir o seu metabolismo
(Lemke 2008).

O glutamato, neurotransmissor ionotrépico, provoca neurotransmissao excitatoria
através de trés tipos de receptor: NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (a-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato) e KA (kainato) (Mc Namara 1996).

A activacdo destes receptores por ligandos abre os canais celulares,

promovendo o influxo de célcio e o efluxo de potassio, facilitando deste modo a
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despolarizagdo. O bloqueio do receptor NMDA pelo felbamato ou do receptor

AMPA/KA pelo fenobarbital e topiramato inibem a despolarizagdo (Lemke 2008).

Os antiepilépticos podem ser classificados em quatro categorias, segundo o seu

mecanismo de acc¢ao:

1) Aqueles cuja principal accdo esta relacionada com a inibicdo das
descargas repetidas continuadas, por bloqueio dos canais de sédio ou
calcio dependentes de voltagem e consequente inibicdo da libertacdo dos
neurotransmissores excitatérios. Neste grupo incluem-se a fenitoina, a
carbamazepina, a oxcarbazepina. Estes compostos séo efectivos contra

as crises epilépticas generalizadas (tonico-clénicas) ou parciais;

2) Agqueles gue acentuam a transmissdo GABAérgica, onde se incluem as

benzodiazepinas, os barbituricos, a vigabatrina e a tiagabina;

3) Aqueles que estabilizam os neurdnios talamicos através da inibicdo dos

canais de calcio do tipo T, onde se inclui a etosuximida;

4) Aqueles que reduzem eventos mediados por aminoacidos excitatérios.
Nesta categoria sdo incluidos o felbamato, o fenobarbital e o topiramato
(Malawska 2005; Piotr Czapinski 2005).

A Figura 2 resume 0s principais mecanismos de ac¢ao dos antiepilépticos.
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A

Foco do episédio
Epiléptico

Potenciais de accao
%, (transmissao inibida)

Tratamento
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‘1 Canal GABA A Fenitoina,
(aberto) Carbamazepina
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(inactivo)
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(aberto)
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ou Valproat

Canal de Ca2+
| (blogueado)

Talamo
(foco do episédio
1 epiléptico

Figura 2. Principais mecanismos de acg¢do dos antiepilépticos (Lemke 2008).

Os antiepilépticos produzem uma grande variedade de efeitos directos,
indirectos e compensatérios, situacao que faz com que seja dificil saber com
seguranca qual deles é o responsavel pela sua ac¢ao antiepiléptica. Este tipo de
farmaco tem provavelmente mais do que um mecanismo de accdo, podendo
contribuir cada qual para a eficacia terapéutica (Florez 1997; Landmark 2008)
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Os farmacos antiepilépticos sdo um grupo heterogéneo de compostos, sendo
também utilizados hoje em dia para o tratamento de vérias desordens

psiquiatricas e neuroldgicas (LandMark 2006).

Apresentam-se de seguida as caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinética,
mecanismo de acc¢do, intoxicacdes e sinais de intoxicacdo, diagnostico de
intoxicacao e respectivo tratamento, caso exista, dos farmacos que fizeram parte

deste estudo.

2.4. Carbamazepina

Este farmaco foi sintetizado a principios da década de 50, e tem sido
considerado um medicamento efectivo e bem tolerado no tratamento de varios
tipos de alteragdes convulsivas, incluindo crises generalizadas tonico-clonicas,

simples parciais ou convulsdes parciais complexas (Gil 2005).

2.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas

E um antiepiléptico que pertence ao grupo dos iminostilbenos (composto quimico
com a estrutura de uma amina secundaria triciclica) e relaciona-se

estruturalmente com a fenitoina (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica da carbamazepina
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Apresenta-se sob a forma de cristal de cor branca amarelada. Quase sem cheiro
e pouco amarga. E praticamente insollvel em agua, éter, mas é sollvel em
acetona, é&lcool, tetracloreto de carbono, cloroférmio, dimetilformamida e
propileno glicol (CCOHS 1996). O seu pKa é de 7.

Quanto a estabilidade, é necessario armazena-la abaixo dos 40°C
(preferencialmente entre os 15 e os 30°C e protegido da luz) (CCOHS 1996).

2.4.2. Farmacocinética

A absorcéo da carbamazepina pelo tracto gastrointestinal € feita lentamente e
com grande variabilidade individual sendo mais rapida com o estdbmago cheio e

mais lenta em comprimidos do que em solucao.

A concentragdo plasmatica maxima alcanca-se entre as 4 e as 12 horas apos
administracao oral. Contudo, pode demorar até 24h apés administracdo de uma

dose elevada.

A carbamazepina une-se as proteinas plasmaticas em 75%, sendo metabolizada
extensivamente no figado a 10,11-epoxi-carbamazepina e posteriormente a
10,11-diol-carbamazepina. A formacao do primeiro metabolito € mediada via
CYP3A4 numa primeira instdncia, com alguma participacdo da CYP2C8,
enquanto o seu metabolismo é efectuado pela epéxido hidrolase. A 10,11-epoxi-
carbamazepina, um dos oito metabolitos resultantes da biotransformacdo da
carbamazepina, é tdo activo como o composto original. Este metabolito fixa-se
as proteinas numa extensdo de 50%, acumula-se no plasma e tem actividade
anticonvulsivante, sendo também responsavel pela maior parte dos efeitos

secundarios associados a terapéutica. As suas concentracdes no plasma podem
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chegar a ser 50% da concentracéo da carbamazepina (CCOHS 1996; Gil 2005;
Majkowski 2005; Striano 2008).

Uma parte importante da avaliacdo dos pacientes € determinar quantitativamente
os niveis plasmaticos de carbamazepina e de 10,11-epoxi-carbamazepina.
Usando a relacdo de carbamazepina e do metabolito, pode obter-se um indice
gue reflecte a rapidez de absorcdo gastrointestinal da carbamazepina. Assim,
por exemplo no caso de se observar uma deterioracdo subita no estado de
salude dos pacientes, este episddio podera dever-se a um aumento agudo da
absorcéo, que pode ocorrer até 48 horas apoés a ingestéo inicial (CCOHS 1996;
Gil 2005).

As concentracdes plasmaticas terapéuticas variam de 4 a 12 ug/mL (em adultos)
(Uges 2009), podendo decorrer um més até que se atinja uma concentracao
terapéutica estavel para o efeito antiepiléptico desejado, devido a inducdo das

enzimas metabolizadoras hepéticas.

A carbamazepina e os seus metabolitos sdo eliminados pela urina. Apos
administracdo oral, 72% da dose € excretada na urina e 28% nas fezes. A
fraccdo de carbamazepina que nao se fixa as proteinas é filtrada no glomérulo e
praticamente toda reabsorvida. Apenas 3% € excretada de forma inalterada
através da urina. A sua semi-vida de eliminacdo é de 18-65 horas para os
adultos e de 8-19 horas para as criangcas (CCOHS 1996; Baselt 2004; Gil 2005).

2.4.3. Mecanismo de accao

Quanto ao mecanismo de acg¢éo, a carbamazepina inibe a entrada de sodio por
bloqueio selectivo das descargas de alta frequéncia. E mais eficaz nas
convulsdes que se iniciam no sistema limbico do que naquelas que se iniciam no
cortex. Afecta mais os neurdnios “normais” que propagam a descarga do que 0s

neuronios do foco epiléptico, e por sua vez inibe as descargas paroxisticas mais
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do que a transmisséo fisioldgica. Por este motivo, ndo interfere com as fun¢des
cognitivas nem tem accdo sedante. Em doses elevadas, é possivel que a sua
accao pré-sinaptica reduza a entrada de célcio e iniba a libertacdo de
neurotransmissores. E o tratamento de primeira linha para as crises epilépticas
parciais e generalizadas primarias, mas é ineficaz e pode ter efeito exacerbado

nas auséncias tipicas e mioclonicas (Schachter 2007).

2.4.4. Intoxicacado por carbamazepina

A maioria dos casos descritos por intoxicacao aguda sdo voluntérios, sendo que
a intoxicacao propriamente dita ndo é, por si sO, grave. Mesmo apés ingestao de
doses elevadas, os pacientes recuperam geralmente em 48h, excepto se
ocorrerem complicagfes de outra natureza. Nos casos descritos de evolucdo
fatal € costume aparecem complicacdes respiratérias, sendo a mais frequente a
insuficiéncia respiratéria aguda por aspiracdo do contetdo gastrico (CCOHS
1996; Baselt 2004).

2.4.5. Sinais/Diagnoéstico de uma intoxicagao

Para concentragBes plasmaticas acima do limite superior dos niveis terapéuticos
(12 mg/L) e a par com os efeitos no SNC, observam-se irritagéo gastrointestinal,
propriedades arritmogénicas e acc¢do anti-diurética, por reducdo das

concentra¢des da hormona anti-diurética no plasma.

O diagnéstico diferencial da intoxicacdo por este farmaco néo é facil, jA que o
quadro clinico inicial pode ser similar a intoxicagdes por farmacos hipnético-
sedantes, anticolinérgicos e/ou outros anticolvulsivantes. Em pacientes em
tratamento com carbamazepina para um quadro convulsivo é dificil distinguir
entre uma exacerbacdo da sua doenca de base e um quadro toxico por

sobredosagem. O diagnostico definitivo de uma intoxicacdo demonstra-se
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através da quantificagdo dos niveis elevados de carbamazepina e do seu

metabolito 10,11-epoxi-carbamazepina no soro (CCOHS 1996).

2.4.6. Tratamento

O método mais eficaz para diminuir a absorgcdo da carbamazepina € a lavagem
gastrica com prévia proteccdo da via aérea, para evitar a possibilidade de
aspiracdo do conteudo gastrico. De seguida administra-se carvao activado por
sonda nasogastrica até estabilizacdo dos niveis plasmaticos na gama
terapéutica. O intoxicado devera ficar sob observacdo até que os niveis de
carbamazepina se encontrem dentro dos limites terapéuticos e se tenha

eliminado a possibilidade de acumulacéo.

Uma diurese forcada ndo tem utilidade devido a baixa hidrossolubilidade e a
grande fixagdo as proteinas plasmaticas. A dialise peritoneal também é ineficaz
para eliminar quantidades importantes do farmaco ou seus metabolitos. A
hemodidlise também né&o ajuda a sua eliminacédo (Gil 2005).

Deve efectuar-se uma monitorizagdo electrocardiografica continua para a
deteccdo de problemas cardiacos, nomeadamente arritmias (CCOHS 1996;
Florez 1997).

2.5. Fenitoina

A fenitoina foi sintetizada em 1908 por Bilz, mas a sua actividade
anticonvulsivante ndo foi descoberta até 1938. Desde entdo, € o farmaco mais
utilizado no tratamento das convulsdes, estando indicado para as crises ténico-
clénicas generalizadas, crises parciais, convulsdes focais, e nevralgia do
trigémio (Gil 2005).
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2.5.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Apesar de estar quimicamente relacionada com os barbitUricos, ndo pertence a
essa classe de farmacos. E um antiepiléptico derivado das fenitoinas (compostos
organicos heterociclicos, que possuem grupos carbonilos nas posicées 2 e 4 do

anel — Figura 4). A fenitoina tem dois grupos fenilicos no carbono 5 da molécula.
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Figura 4. Estrutura quimica da fenitoina

E um composto branco que pode apresentar-se sob a forma de p6 ou cristal. E
muito pouco solavel em agua, em cloroférmio e éter, sendo soltvel 1:60 (v:v) em

etanol.

Deve ser armazenada a 20 °C de maneira a manté-la na forma anidra, sendo

que desta forma é estavel por um periodo até cinco anos.

Trata-se de um &cido fraco, com um pKa de 8,3 e é soluvel apenas em meio
alcalino. As formas sollveis precipitam em meio acido, mas podem ser diluidas
em soro fisioldgico (pH 5) (CCOHS 1996; Baselt 2004; Gil 2005)

2.5.2. Farmacocinética

Os efeitos anticonvulsivantes da fenitoina conseguem-se com niveis plasmaticos
de 10-20 pg/mL, que sdo alcangados 45-60 minutos apdés a administragédo

intravenosa de uma dose entre 15-20 mg/Kg (Gil 2005).
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Como a fenitoina é sollivel em meio alcalino, a sua absor¢cdo no meio acido do
estbmago € muito baixa, sendo principalmente absorvida no duodeno. Os niveis

maximos séo alcancados 2 a 8 horas ap6s a administracdo de uma dose oral.

A maior parte (90%) da fenitoina absorvida liga-se as proteinas plasméticas,
principalmente albumina. No entanto, esta percentagem pode ser muito variavel,
pelo que se observa uma grande variabilidade interindividual nas concentragdes
plasmaticas de farmaco livre. O volume de distribuicdo é de 0,6 L/Kg, e uma vez
absorvida encontra-se em grande parte na forma néo ionizada. E um composto ;
muito lipossoluvel, pelo que se difunde facilmente por todos os tecidos, incluindo
0 SNC.

Sofre extensos processos de biotransformacdo, com cerca de 90% da dose a
sofrer metabolizagdo ao nivel do sistema microssomal hepatico. O principal
metabolito € inactivo, a 5- (4-hidroxifenil)-5-fenil-hidantoina. Esta p-hidroxilacéo
da fenitoina é realizada pela isoforma P450 2C9 do citocromo P450. Esta enzima
é também responsavel pela hidroxilagdo da warfarina, o que explica a interac¢ao
gue existe entre ambos 0s compostos. Os metabolitos sofrem um processo de
conjugagdo com o 4&cido glucurdnico, o que lhes permite adquirir maior

hidrossolubilidade, para serem excretados pela bilis e posteriormente pela urina.

Existe uma grande variabilidade genética na taxa de metabolizacdo deste
farmaco. Geralmente as criangas metabolizam-no mais rapidamente, pelo que a
sua vida média neste grupo etario é mais curta que no dos adultos, em que a
vida média é de 22 horas, podendo variar entre as 4h e os varios dias. As
causas para tal variacdo podem dever-se a disfuncdo hepética, inducéo
enzimatica ou factores genéticos. Quando os niveis séricos da fenitoina se
aproximam de valores toxicos a sua vida média aumenta, o que se deve ao facto

do mecanismo de eliminacdo da fenitoina sofrer alteracoes.

E principalmente eliminada na urina sob a forma do seu metabolito hidroxilado

(23 a 70%), livre ou na forma conjugada (5%). Cerca de 4% sao eliminadas de
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forma inalterada na urina e 5% nas fezes. Pequenas quantidades sé&o
excretadas também no leite materno (CCOHS 1996; Baselt 2004).

2.5.3. Mecanismo de accao

Liga-se a locais especificos dos canais de sddio dependentes da voltagem e
considera-se que exerce 0 seu efeito anticonvulsivante por bloqueio selectivo
das descargas de alta frequéncia. A fenitoina estabiliza membranas, protegendo
as bombas de sddio situadas no cérebro e no coracdo. Restabelece também o
equilibrio i6nico provocado por um excesso de despolarizacdo. A altas
concentracdes inibe tanto a entrada de calcio durante a fase de despolarizacéo
como a sua mobilizag&o intracelular, interferindo com os sistemas dependentes
da calmodulina e nucle6tidos ciclicos e inibindo a libertacdo de
neurotransmissores excitatorios e inibitérios. Também prolonga o periodo
refractario efectivo relativamente a duragédo do potencial de accao (Flérez 1997,
Gil 2005).

2.5.4. Intoxicagao por fenitoina

A intoxicagdo é considerada grave para doses acima dos 90 pg/Kg, originando
depressao respiratoria e coma. De uma forma geral, os pacientes recuperam
completamente, excepto nos casos em que tenha havido complicacGes

secundérias a hipoxia (Gil 2005).

2.5.5. Sinais/ Diagndéstico de uma intoxicagao

O quadro clinico de uma intoxicagdo aguda ou crénica é similar. Inicialmente, a
fenitoina afecta as fung¢des vestibular e do cerebelo, mas com o aumento da

concentracdo a funcéo cerebral fica comprometida. Para concentragGes entre 20
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e 40 pg/mL a intoxicagdo é considerada leve, podendo observar-se sintomas
como tonturas, visdo turva, diplopia e nauseas; por outro lado, pode ocorrer
também ataxia, tremor, letargia, vomitos, dificuldade em falar e nistagmo. Para
niveis mais altos observa-se confusdo, alucinacbes, comportamento psicotico,

progredindo até a depressao do SNC.

No diagnéstico diferencial da intoxicagdo por fenitoina deve ter-se em conta a
possibilidade de intoxicagdo por outras substancias, tais como farmacos
hipnético-sedantes, anticonvulsivantes, neurolépticos e outras substancias
depressoras do SNC. Devem também ter-se em consideragdo quadros clinicos
como sépsis, infecgbes do SNC, tumores e traumatismos, entre outros, ja que
podem comprometer o adequado diagndstico de intoxicacdo por fenitoina
(CCOHS 1996; Florez 1997).

2.5.6. Tratamento

Em pacientes intoxicados com fenitoina deve ter-se em especial atencdo a
situacao respiratoria, devendo ser entubados em caso hipdxia ou se ha risco de
broncoaspiracdo. Deve ter-se igualmente em conta a funcao cardiaca. Por outro
lado, se houver diminuicdo do estado de consciéncia deve administrar-se glicose

a 50%, tiamina e naloxona.

A descontaminacdo gastrointestinal inclui lavagem gastrica e administracao de
carvao activado. Como a fenitoina sofre processos de circulacdo enterohepatica,
a administracdo de doses mudltiplas de carvdo activado aumentard a taxa de

eliminagéo.

Por outro lado, como a fenitoina tem um elevado grau de unido a proteinas
plasmaticas e se metaboliza a nivel hepatico, os processos de diurese forcada,
hemodidlise e hemoperfusdo ndo tém qualquer utilidade (CCOHS 1996; Gil
2005).
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2.6. Fenobarbital

Este composto (Figura 5) pertence a familia dos barbitiricos. Tem accgéo
prolongada, e é utlizado actualmente de forma quase exclusiva como
anticonvulsivo. Possui actividade sedante, hipnética e anestésica, mas com a
particularidade da sua actividade antiepiléptica ser acompanhada de um grau
clinicamente toleravel de sedacdo ou sono, o que o diferencia de outros

barbitiricos em que ndo é possivel separar a actividade antiepiléptica da
sedante e hipnotica (CCOHS 1996; Mc Namara 1996).

E eficaz nas convulsdes tonico-clonicas generalizadas e nas crises parciais,
convulsdes febris e em alguns casos de mioclonias. N&do é eficaz em auséncias
tipicas (Bradley 2004).

Figura 5. Estrutura quimica do fenobarbital

2.6.1. Caracteristicas fisico-quimicas

E um po cristalino branco ou um cristal transparente, ligeiramente solGvel em
adgua, élcool e éter. Forma derivados sollveis em &agua por reacgdo com

compostos alcalinos, como carbonatos e amonia (Nadendla 2005).
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2.6.2. Farmacocinética

A sua absor¢do oral € lenta, mas quase completa, com uma biodisponibilidade
oral de 80-100%. Liga-se moderadamente as proteinas (40 a 60%) e possui um
tempo de meia vida plasmatico entre 2 e 6 dias, o que leva a que as suas

concentracdes plasmaticas sejam extremamente estaveis.

E um potente indutor da enzima hepéatica CYP3A4, aumentando a capacidade
do figado em metabolizar muitos farmacos. Também induz as UGT, UDP-
glucuronosiltransferase (enzimas catalisadoras da reaccdo de conjugacéo) e

aumenta a formacédo de conjugados glucurénicos.

Devido ao seu efeito indutor sobre as enzimas hepaticas, o fenobarbital tem
muitas interacgdes com outros farmacos; por exemplo, diminui 0s niveis
plasmaticos de carbamazepina, valproato e warfarina, entre outros (Lemke
2008).

O intervalo terapéutico de niveis séricos € de 15 a 25 mg/L, mas ha pacientes
que respondem a 10 mg/L e casos resistentes que requerem concentragdes
superiores (35 mg/L). No inicio de um tratamento pode observar-se sonoléncia
para concentracdes de 25 mg/L, sobretudo se foi iniciado bruscamente,
enquanto num tratamento crénico sao aceites niveis entre os 40-50 mg/L sem
aparentes efeitos secundarios. Concentra¢cdes de 100 mg/L podem produzir
depressdao respiratéria € coma em pacientes aos quais nunca foi administrado
fenobarbital (Flérez 1997).

E um &cido fraco (pKa 7,4) e lipofilico, pelo que se distribui bem a nivel central
(Lemke 2008).

Aproximadamente 25 a 50% de uma dose de fenobarbital € excretada de forma
inalterada por via urinaria. O restante é metabolizado primeiramente por
hidroxilagc&o para originar o seu metabolito inactivo, o &cido 5-p-hidroxifenil-5-etil-

barbiturico, que € entdo conjugado com o glutatido ou com o sulfato de forma a
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tornar a molécula mais polar e hidrofilica, podendo assim ser excretado na urina.
Alguns dos metabolitos conjugados podem aparecer nas fezes, provindo do ciclo
enterohepético (Fl6rez 1997; Lemke 2008).

2.6.3. Mecanismo de accao

O mecanismo de ac¢ao nos episodios de epilepsia é desconhecido, mas parece
envolver o bloqueio dos canais de sodio e a intensificagdo da transmisséao
inibitéria mediada pelo GABA (Mc Namara 1996).

2.6.4. Intoxicacao por fenobarbital

Em doses muito altas, provoca sedacao intensa e ataxia. A nivel crénico é
aparentemente bem tolerado, mas produz numerosos efeitos secundarios, tais
como alteragBes cognitivas e atraso psicomotor, que costumam passar
desapercebidos especialmente quando acompanhados de sonoléncia. Pode

provocar excitagcdo em criangas (Florez 1997).

2.6.5. Sinais/ Diagndstico de uma intoxicacao

Em doses altas afecta o SNC, produzindo sedacao, sonoléncia, incapacidade de
concentracdo e atrasos na resposta, 0 que no caso de criancas em idade escolar
pode ser responsavel por um fraco rendimento, e no adulto pode repercutir-se na
sua vida profissional. Também pode produzir hiperexcitabilidade e depressao.

Doses muito altas provocam sedacao intensa e ataxia (Fl6rez 1997).

A administracdo de barbitiricos tem vindo a ser associada a um numero
significativo de mortes. Clinicamente, doses excessivas de fenobarbital

produzem numa primeira fase ataxia, nistagmos, descoordenagdo e sono
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incontrolavel. Com o aumento dos niveis séricos, estes efeitos progridem para
coma. A morte esta relacionada com depressao da fungéo cardio-respiratoria. Os
pacientes ndo habituados a tratamento com este farmaco sdo mais sensiveis
aos seus efeitos, mas concentracdes acima dos 70 pg/mL produzem coma na
maioria dos individuos, incluindo os que se encontram em terapia de longa
duracdo (Shorvon 2004).

2.6.6. Tratamento

Em caso de overdose, a terapia inclui a manutencdo das func¢des vitais com
ventilacdo assistida, bem como a promocdo da eliminagdo do fenobarbital por
alcalinizacéo e diurese forcada. A administracéo de carvéo activado e de resinas
de troca i6nica também tém vindo a ser utilizados (Shorvon 2004).

2.7. Primidona

A primidona (Figura 6) € um derivado do fenobarbital que é usado para o
tratamento inicial, mas também juntamente com outros medicamentos para o
tratamento de epilepsias parciais simples, parciais complexas e tonico-clénicas.
E menos efectiva neste tipo de epilepsias do que outros farmacos antiepilépticos
como a carbamazepina ou a fenitoina. Partilha a accao antiepiléptica e sedativa

do fenobarbital.

Figura 6. Estrutura quimica da primidona
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2.7.1. Caracteristicas fisico-quimicas

E um po cristalino branco ou quase branco, ligeiramente solGvel em agua, alcool
e praticamente insolivel em éter (Nadendla 2005). O seu pKa é de 13 (Baselt
2004)

2.7.2. Farmacocinética

A primidona € totalmente absorvida por via oral (biodisponibilidade de 100%) e
metabolizada lentamente pelo figado, originando primeiramente o fenobarbital e
posteriormente a feniletiimalonamida (PEMA) por hidroxilacdo (Baselt 2004).
Estas trés moléculas tém efeito antiepiléptico, mas a PEMA parece ser um
metabolito mais fraco e mais téxico. Em humanos, o seu efeito antiepiléptico

deve-se a soma dos trés compostos, mas principalmente ao fenobarbital.

O pico dos niveis plasmaticos para a primidona é alcancado em
aproximadamente 4 horas apos administragéo oral, com um tempo de meia vida
de 10 a 12 horas. Liga-se fracamente as proteinas plasmaticas (<30%) e a sua
concentrac@o no cérebro, liquido cefalorraquidiano (LCR), saliva e leite é similar
a plasmatica (70-100%).

Aproximadamente 15 a 25% da dose oral sdo excretados na urina de forma
inalterada, entre 15 a 25% sao transformados em a fenobarbital e entre 50 a
70% sdo excretados como PEMA (o tempo de meia vida é de 24-48 horas). O
fenobarbital (metabolito) pode ser excretado na urina de forma inalterada, como
0 seu metabolito p-hidroxi ou como conjugados glucurénicos ou sulfatos (Fl6rez
1997; Shorvon 2004; Lemke 2008).
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2.7.3. Mecanismo de accdao

O mecanismo de accao da primidona ndo é de facil estudo, devido a sua rapida
conversdo a fenobarbital (um dos seus metabolitos activos). Estudos em
animais, sugerem que uma Unica dose deste farmaco protege contra episodios
epilépticos induzidos, mesmo antes de serem detectados 0s metabolitos
(Shorvon 2004).

2.7.4. Intoxicacao por primidona

E dificil separar os efeitos secundarios da terapia com primidona dos efeitos da
terapia com fenobarbital. E sabido que a primidona partilha todos os efeitos
secundérios do fenobarbital, tanto nos adultos como nas criangas (Shorvon
2004).

2.7.5. Sinais/ Diagndéstico de uma intoxicacéo

Os efeitos secundarios sdo muito pronunciados, destacando-se a sonoléncia,
tonturas, ataxia, nauseas e vomitos que podem manifestar-se mesmo depois da
administracdo de uma pequena dose inicial. Este episodio pode ser suficiente

para a suspensio prematura do tratamento.

Em casos de overdose observa-se depressdo do SNC, hipotonia, diminuicdo
profunda dos reflexos dos tenddes e cristallria. Os sintomas de depresséo do
SNC parecem correlacionar-se melhor com os niveis de primidona no plasma e

LCR do que com os niveis de metabolitos (Shorvon 2004).
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2.7.6. Tratamento

Em casos de intoxicagdo é aconselhada a lavagem géstrica, e a realizagdo de
processos de dialise acelera a eliminagdo do composto (Flérez 1997; Shorvon
2004).
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3. METODOS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS

A andlise de amostras biol6gicas por técnicas cromatogréficas requer um
tratamento prévio devido & complexidade das matrizes envolvidas, a sua
incompatibilidade com os sistemas cromatograficos e ao facto de que muitas das
substancias a analisar se encontram em concentragdes vestigiais (Queiroz SCN
2001; Moffat AC 2004).

O objectivo final de qualquer pré-tratamento da amostra é a obtencdo do(s)
composto(s) de interesse de forma a que possa(m) ser introduzido(s) e
separado(s) por um com selectividade e sensibilidade adequadas (Wang 1997;
Van Hout MWJ 2003).

De forma geral, a preparagcdo da amostra permite aumentar a sensibilidade do
método por concentracao dos analitos no extracto obtido.

Os principais métodos descritos para o isolamento e concentragdo dos analitos
em amostras biologicas sé&o a extracgdo liquido-liquido (LLE), a extracgdo em

fase solida (SPE) e a microextracgéo em fase solida (SPME) (E.Gallardo 2009).

Para a realizacdo deste trabalho, optou-se pela extraccdo em fase solida devido
as caracteristicas que esta técnica possui e que serdo discutidas nos pontos

seguintes.

3.1. A extraccdo em fase solida — caracteristicas

Tal como o nome indica, a extraccao de fase sélida é uma técnica baseada na
particdo selectiva de um ou mais componentes entre duas fases, sendo uma
delas um adsorvente sélido. A segunda fase € normalmente um liquido (por isso
também denominada extrac¢do sodlido-liquido), mas também pode ser uma

emulsdo, um géas, ou um fluido supercritico. Os compostos de interesse vao
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preferencialmente ligar-se a fase sélida ou entdo podem ficar na segunda fase, a
fase ndo solida (McDonald 2001).

O objectivo da extraccao de fase sélida é remover quantitativamente o analito da
solucdo ou matriz em que se encontra e recupera-lo totalmente num solvente

apropriado (Thurman 1998) e compativel com os sistemas cromatogréficos.

A SPE permite usar pequenas quantidades de amostra e de solvente, utilizando
para o efeito colunas com pequenos volumes. O desenvolvimento desta técnica
de preparagdo de amostras tem vindo a aumentar devido a sua versatilidade
(isolamento e concentracdo dos analitos, remocao dos interferentes da matriz,
utilizacdo de diferentes suportes solidos, troca de solventes) (Masqué 1998;
Nishida M 2003), bem como pela sua aplicabilidade nas mais diversas areas, tais
como alimentar (Alzola 2009; Hayward 2010; Kamel 2010; Serra 2010), clinica
(de Castro 2008; Concheiro 2010; Lim 2010; Martin 2010; van den Broek 2010;
Wu 2010), meio ambiente (Hao 2010; Jiménez-Diaz 2010; Krupadam 2010;
Momplaisir 2010; Qi 2010) e toxicologia (Margalho 2007; Barroso 2008; Barroso
2010; Cheong 2010), entre outros.

Esta técnica possui varias vantagens quando comparada com a LLE. Com efeito,
trata-se de uma técnica mais répida, selectiva, de facil automatizacdo, com
elevadas recuperagdes do analito, que utiliza menores volumes de solventes
organicos, com as repercussdes que este facto acarreta tanto do ponto de vista

econdémico como meio ambiental (Thurman 1998; Fritz JS 2000).

Com este tipo de extraccdo a amostra é concentrada na coluna, permitindo e
resultados reprodutiveis para baixas concentracdes de analito. E aplicavel a uma

vasta gama de compostos com alta selectividade (Telepchak 2004).
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3.1.1. O processo de extracgdo em fase sélida

Num processo de SPE convencional a amostra deve estar num estado que

facilite a adsorcéo do analito na coluna.

Ap6s a retencdo do analito na fase estacionéria, ficando este isolado da matriz,

os interferentes sdo eliminados da coluna por um processo de lavagem.

Posteriormente, e por intermédio de um solvente organico, o composto de

interesse é eluido selectivamente da coluna.

Na Figura 7 encontram-se resumidas as varias etapas do processo de SPE, bem

como a importancia de cada uma delas.

Acondicionamento

Aplicagdo da
amostra

Lavagem

Secagem

Eluigdodo
analito

* Nesta fase o solvente passa pelo adsorvente para hidratar o material empacotado e para solvatar os grupos funcionais. O ar
presente na coluna é removido e os espagos vazios sdo preenchidos com solvente.

* Normalmente o solvente de acondicionamento é o metanol, que é entdo seguido da agua ou de um tampdo aquoso para
equilibrar.

* A amostra contendo o analito é aplicada na coluna por gravidade, por bombeamento, por aspiragdo por vacuo ou por um
sistema automatizado.

o E importante que o mecanismo retenha o analito na coluna enquanto a amostra esta a ser adicionada.

¢ A lavagem vai remover as interferéncias da coluna, mantendo-se retido o analito.

e Se a matriz for aquosa deve ser usado um tampdo aquoso ou uma mistura solvente organico e agua. Se a
amostra estiver dissolvida num solvente organico, pode ser utilizado o mesmo solvente.

*Nesta fase vdo ser removidos solventes aquosos ou imisciveis para preparar o adsorvente para a elui¢do do
analito com solvente organico.

e Finalmente é escolhido um solvente para quebrar a interacgdo adsorvente-analito, resultando na sua eluigdo.
¢ 0 solvente deve remover o menos possivel outras substancias que estejam tambémadsorvidas na coluna

Figura 7. Etapas do processo de extrac¢gdo em fase sdélida (Thurman 1998; Telepchak 2004)

A SPE é uma técnica que se baseia nos mesmos principios da cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC). De facto, os materiais adsorventes usados na

SPE sao na maioria dos casos muito similares aos normalmente encontrados em
colunas tipicas de HPLC (Masqué N 1998; Queiroz SCN 2001).
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A maioria dos adsorventes usados neste tipo de extraccdo, € constituida por
silica. A silica usada na maioria das aplicacbes cromatograficas e em

procedimentos tipicos de SPE, é um material s6lido, amorfo e poroso.

A superficie quimica da silica é dominada pela presenca de grupos hidroxilo,

normalmente denominados de silanol (Figura 8).
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Figura 8. Silanol isolado

A silica é um polimero inorganico com uma férmula estrutural geral (SiO,),. A
partir do seu processo de formacao chega-se ao polimero desejado, controlando
as condi¢fes experimentais, que determinam o tamanho da particula, do poro e
a area de superficie (Simpson 2000). Os grupos hidroxilo que aparecem a
superficie encontram-se no final da cadeia do polimero e sdo os responsaveis
pelas propriedades quimicas associadas a silica e também pelos pontos de
unido na ligagéo dos varios compostos a silica (Simpson 2000; Telepchak 2004).
Em algumas condi¢Bes a polimerizagdo deixa dois grupos hidroxilo no mesmo
atomo de silica (geminal silanol — Figura 9). Os atomos de silica que tém ligado
um Unico grupo hidroxilo séo encontrados na superficie de dois tipos diferentes

de estruturas.

HO\Si/OH
—_ 0/ \O—

Figura 9. Silanol geminal
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A primeira estrutura é um silanol isolado em que mais nenhum grupo hidroxilo se
encontra na vizinhanga, Figura 8. A outra possibilidade ocorre quando dois
grupos hidroxilo estao ligados a atomos de silica adjacentes de forma a facilitar a

formacédo de pontes de hidrogénio, Figura 10.

O/H""‘-.O/H
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Figura 10. Silanol associado

\

Devido a natureza altamente polar da superficie, a silica tem uma grande
tendéncia para adsorver agua, pelo que a estrutura completa da superficie é
uma mistura complexa de grupos silanol isolados, geminais e associados, bem
como uma quantidade variavel de agua adsorvida. A propor¢cdo exacta de cada
um dos varios grupos silanol depende do método e condi¢cdes do processo de

polimerizacéo (Simpson 2000).

Fazendo reagir a superficie da silica com outras espécies quimicas consegue-
se, por exemplo, a selectividade desejada em SPE, num processo designado de
bonding; é esta parte organica (R) que determina as propriedades do adsorvente
para uma determinada extrac¢cdo em SPE ou separacdo em HPLC. Deste modo,
o material adsorvente pode ser hidrofébico (R é constituido unicamente por
grupos alquilo), hidrofilico (R contém grupos funcionais polares, tais como
hidroxilo, cianeto ou amino) ou iénico (R contém &cido sulfénico, &cido
carboxilico ou amino). Assim, entre as fases estacionarias apolares mais
utilizadas destacam-se as octasilano (Cg), octadecilsilano (Cig), etilsilano (C,),

butilsilano (C,), fenilsilano e ciclohexilsilano, sendo a C,5 a fase mais popular.
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No que diz respeito a SPE, os grupos silanol isolados, Figura 8, sédo de longe os
responsaveis pela maior parte dos processos de adsorgdo, conseguindo reter
fortemente compostos com grupos funcionais polares e fazer com que a sua
eluicdo seja muito mais dificil. As bases, em particular, sdo mais fortemente
retidas, ja que o silanol é um grupo &cido e as interac¢cBes &cido/base sao
similares as reaccbes de troca ibnica. Enquanto, o nimero absoluto de grupos
silanol que néo reagem € um factor primério na determinacdo da retencdo dos
compostos, o tipo de silanol também tem um papel importante. Como a razao
entre os grupos silanol isolados e associados varia com as diferentes origens,
um material com poucos grupos isolados antes da modificagdo vai ver este
namero reduzido ainda mais, depois da ligacdo da fase organica e endcapping.
Isto é conseguido com determinadas técnicas que asseguram que estes locais
hidroxilo estejam 100% activados. Estas colunas tornam-se muito mais
hidrofébicas do que as unendcapped (Figura 11). (Simpson 2000; Telepchak
2004).

}u oH }o OSi(CH);
Si\—(}—?iw Si\—D—SiW
_‘,U OH .fD OSi(CH,),
SI\ SI\
A B

Figura 11. Estrutura de um local unendcapped (A) e endcapped (B). (Telepchak
2004)



Figura 12. Trés modelos para uma fase Cy5 ligada
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3.1.2. Acondicionamento dos adsorventes de silica

A presenca de um material apropriado com uma densidade suficiente de fase

organica ligada a superficie da silica € o primeiro requisito para proporcionar um

eficiente processo de SPE. Contudo, € necessario um tratamento adicional do

material por parte do analista, de modo a obter maior eficiéncia de extrac¢do. O

adsorvente deve ser previamente acondicionado ante da passagem da amostra,

dado que, quando seco, o material com uma fase Cig ligada estd orientado de

forma completamente aleatéria para a superficie. Se, nestas condicdes, o

adsorvente é colocado em contacto com uma amostra completamente aquosa, a

parte organica vai transformar-se numa molécula altamente polar, o que é

incompativel com uma fase Cig ligada (seria como tentar misturar um
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hidrocarboneto com agua, o que
seria impossivel). O ambiente a
volta da fase com
hidrocarbonetos é polar, pelo que
O grupo organico vai tentar
minimizar a sua exposicdo ao
meio que é altamente polar, Figura
12 A. Vao formar-se agregados
entre 0s grupos ligados que
estdo perto uns dos outros.
Nesta configuracdo, a superficie
organica que esta exposta ao
soluto e que entra em contacto

z

com o0 adsorvente € muito

pequena. Esta configuracdo dos
grupos organicos ligados ir4
diminuir enormemente a

eficiéncia do processo de
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extraccao.

O passo de acondicionamento previamente ao contacto do adsorvente com a
amostra € essencial. Com um meio com metanol a rodear a fase orgéanica, a
necessidade de minimizar a area de superficie com grupos apolares € menor e a
configuracao vai assemelhar-se mais com o observado em B da Figura 12 Nestas

condi¢cBes, 0 adsorvente estd mais exposto a interac¢do com o soluto.

A extensdo do acondicionamento € a combinagéo da polaridade do solvente de
acondicionamento e do grupo organico ligado. A situagéo ideal (Figura 12 C)
ocorre quando o adsorvente estd completamente exposto, permitindo a
interaccdo maxima entre o soluto e a fase organica ligada. Esta configuracéo
pode resultar quando se utiliza um solvente de acondicionamento menos polar
gue o metanol, como o0 acetonitrilo ou até o tetrahidrofurano. Contudo, a
miscibilidade em agua € um requisito critico do solvente de acondicionamento
guando a amostra a aplicar € aquosa. Bons solventes de acondicionamento
seréo a acetona, o isopropanol e em alguns casos raros até o acetato de etilo,
gue limitam a miscibilidade em agua e permitem a penetracdo da amostra na

estrutura do poro (Simpson 2000).

Os compostos a analisar séo retidos por interac¢cdes apolares de solventes
polares ou ambientes da matriz, ligando-se por forcas de dispersao/Van der
Waals. A eluicdo ou ruptura das interac¢bes apolares é conseguida através de
solventes ou mistura de solventes com um caracter suficientemente apolar.
Alguns solventes polares, tais como o acetonitrilo, tém caracteristicas
suficientemente apolares de forma a romper a ligagdo apolar e provocar a
eluicdo do composto do adsorvente. O metanol também pode ser usado, mas

remove igualmente muitas interferéncias (Telepchak 2004).
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3.1.3. Escolha do eluente

O solvente de eluicdo deve ser escolhido tendo em conta a solubilidade dos
analitos em estudo. Também deve possuir como caracteristica o facto de ser
compativel com o método cromatogréafico de analise. Se for usada cromatografia

liguida, o metanol ou a acetonitrilo serdo uma boa escolha.

E necesséario ter em consideracdo que uma boa eluicdo com um solvente
organico necessita que a agua tenha sido removida do adsorvente Cig. Para
remover esta agua, pode ser usado ar ou vacuo. Contudo, ndo é possivel
remover toda esta agua. Com efeito, a 4gua retida nos poros mais pequenos da
coluna e aquela adsorvida na superficie da silica vai estar fortemente retida ou
ligada, afectando a recuperagdo dos analitos da fase ligada, especialmente se o

solvente de eluicdo ndo € miscivel com agua

3.2. Adsorventes e modos de interaccgao

Ja foi referida a semelhanga que existe entre a SPE e a cromatografia liquida.
Tal como na cromatografia liquida, também na SPE se podem encontrar
adsorventes de fase normal, fase reversa, de exclusdo molecular e troca ionica.
No esquema seguinte (Figura 13), observam-se os varios tipos de adsorventes

que podem ser escolhidos, dependendo do tipo de amostra (Thurman 1998).
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solventes polares como o metanol ou
acetonitrilo. )
N/ N/

Figura 13. Diversos tipos de adsorventes e suas caracteristicas gerais (Thurman 1998; H-J.
2001; Telepchak 2004).

Para a realizacdo da parte experimental que visa a determinacdo de
antiepilépticos em amostras de plasma, escolheram-se dois tipos de colunas:
colunas de balanco hidrofilico-lipofilico (Oasis® HLB) e de troca catidnica (Oasis®
MCX). As caracteristicas destes dois tipos de colunas sao indicadas, de forma

resumida, nos préximos pontos.

3.2.1. Colunas Oasis® HLB

Estas colunas sdo constituidas por adsorventes de silica ligada a co-polimeros

HLB. Estes co-polimeros sdo macroporosos, tendo na sua composicdo dois
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mondémeros em proporcao equilibrada, o divinilbenzeno, lipofilico, responsavel
pela retencdo do analito (fase reversa) e a N-vinilpirrolidona, hidrofilico, que
possibilita também a retencdo dos compostos mais polares (Figura 14) (Waters
2003).

Figura 14. O mondmero lipofilico, divinilbenzeno, encontra-se assinalado a
amarelo. O mondmero hidrofilico, N-vinilpirrolidona, encontra-se assinalado
a azul (Waters 2010).

Os adsorventes das colunas sdo de fase reversa e sao materiais mais
hidrofébicos do que a amostra. Este tipo de adsorvente é normalmente utilizado
quando se pretende analisar amostras aquosas, sendo o mecanismo de
interaccdo as forcas de Van der Waals (também chamadas de apolares,
hidrofébicas ou interaccoes de fase reversa) e ocasionalmente interaccfes
secundérias, tais como pontes de hidrogénio ou interac¢Bes dipolo-dipolo
(Thurman 1998).

As fases ligadas sé@o preparadas por reaccdo de organosilanos (ligacbes entre
carbonos e silica) com silica activada. As colunas unendcapped (Figura 11)
permitem aos locais com hidroxilos estarem disponiveis, 0 que as torna
ligeiramente hidrofilicas. Para diminuir esta pequena polaridade, estes locais
hidroxilo sdo desactivados. As técnicas de ligacdo asseguram que estes locais

sdo 100% reactivados levando a um endcapping completo (Figura 11). Como ndo
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sobram locais hidroxilo, as colunas endcapped sdo mais hidrofébicas que as

colunas unendcapped.

s

Um adsorvente hidrofilico € composto por uma estrutura de silica ligada a
cadeias de carbono contendo grupos funcionais polares, como por exemplo
aminas, grupos hidroxilo e grupos carbonilo.

Os compostos sdo retidos em adsorventes hidrofilicos através de interacgbes
polares, que incluem ligagbes de hidrogénio, -1 ou interaccao dipolo-dipolo.
Este tipo de interaccdo ocorre quando a distribuicdo de electrdes entre atomos
individuais em grupos funcionais ndo é igual, provocando uma polaridade
negativa e positiva. Compostos tipicamente extraidos numa coluna hidrofilica
incluem analitos que tém grupos polares, como aminas, hidroxilos e carbonilos.

A eluicdo é conseguida por solventes fortemente polares (Telepchak 2004).

A retencdo dos analitos é influenciada pela concentracdo organica e pH; a
retencdo do analito diminui com o aumento desta. Quando o pH é alterado, a
retencdo do analito vai depender da natureza dos compostos; por exemplo, 0s
analitos basicos serdo melhor retidos a um valor de pH alto (Waters 2003).

3.2.2. Colunas Oasis® MCX

Este tipo de coluna é constituida por um adsorvente de troca iénica, preparado a
partir da fase reversa do co-polimero das colunas HLB. Por este motivo, a
retencdo dos analitos ocorre por dois mecanismos distintos: troca catidnica e

fase reversa (Figura 16), denominando-se o processo por SPE de modo misto.

Os grupos de de troca cationica (acido sulfénico) encontram-se a superficie dos
co-polimeros HLB. A maior diferenca entre os adsorventes HLB e MCX ¢ a alta
selectividade deste ultimo para os compostos basicos (Waters 2003), ja que

permite uma remoc¢&o mais eficaz dos interferentes da matriz (Barroso M. 2010).
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Através de mudangcas no pH, o grupo sulfonato encontrar-se-a ionizado,

interagindo fortemente com analitos basicos ionizados (Iraneta 1999) .

Figura 15. Estrutura quimica das Oasis® MCX (Waters
2010)

o
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4. DETERMINACAO DE ANTIEPILEPTICOS EM AMOSTRAS

BIOLOGICAS

Véarios métodos tém sido publicados para a determinacdo deste tipo de
compostos em amostras biolégicas de complexidade varidvel. Com vista a
obtencdo de adequada sensibilidade e selectividade na detecgdo destas
substancias, esta analise necessita geralmente que os analitos sejam
convenientemente extraidos da matriz em que se encontram para posterior

andlise cromatografica, por intermédio da cromatografia liquida ou gasosa.

Foi efectuada uma revisdo bibliografica dos artigos publicados na literatura
cientifica entre os anos 2007 e 2010 acerca do tipo de técnicas e procedimentos
de extraccdo utilizados para a determinacdo qualitativa e quantitativa destes
compostos em plasma, ja que esta foi a matriz estudada ao longo deste trabalho.
Para o efeito foi usada a base de dados de artigos cientificos, Pubmed, com a
palavra-chave “determination of antiepileptics in plasma”. Varias técnicas tém
sido utilizadas para esta determinacdo analitica, nomeadamente LLE
(Jalalizadeh 2007; Oliveira-Silva 2009; Johnson 2010), SPE (Musenga 2007;
Matar 2008; Matsuura 2008) e SPME (Gallardo 2009), recorrendo tanto a
cromatografia liquida (Brunetto 2009; Contin 2010)como a cromatografia gasosa

(Johnson 2010), acopladas a varios tipos de detectores.

A Tabela 2 resume as principais caracteristicas analiticas das metodologias

utilizadas para a determinacéo destas substéncias em plasma humano.
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Tabela 2. Revisdo das metodologias analiticas que visam a determinagdo de farmacos antiepilépticos em fluidos
biolégicos (2007 — 2010).

REFERENCIA ANALITOS AMOSTRA (VOLUME) METODO DE ANALISE LOQ/LOD
EXTRACGAO
Imunoensaios
por
turbidimetria Carbamazepina — 2,2 pg/mL
McMillin, 2010 - . Plasma (-- Sem extraccao . i : _
Carbamazepina, 10,11 ) ¢ Inmunoensaios 10,11-epoxi-carbamazepina
epoxi- carbamazepina por ELISA 0,6 pg/mL
LC-MS-MS
Blonk, 2010 Levetiracetam Plasma (50 pL) Sem extraccao UPLC-MS-MS  0.15 pg/mL /0.06 pg/mL
Fortuna, 2010 Carbamazepina, Plasma (500 pL) SPE HPLC-UV 0.05 pg/mL / 0.005 pg/mL
oxcarbazepina, acetato carbamazepina e
eslicarbazepina e oxcarbazepina
i
metabolitos 0.15 pg/mL / 0.02 pg/mL para o
acetato eslicarbazepina
Saracino, 2010 Oxcarbamazepina e Sangue (50 pL) MEPS HPLC-DAD 0.05 — 0.125 pg/mL / 0.015-

metabolitos (10,11-dihidro-

10-hidroxicarbamazepina,

Saliva (50 pL)

0.037 pg/mL
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trans-10,11-dihidro-10,11-
dihidroxicarbamazepina e 3-
hidroxicarbamazepina)

Johnson, 2010

Amobarbital, Butalbital, Urina, soro, plasma (--)
Pentobarbital, Fenobarbital
e Secobarbital

LLE

GC-MS

S -

Heideloff, 2010

Carbamazepina, 10,11- Soro (100 pL)
epoxido- carbamazepina,

felbamato, lamotrigina,
10,11-dihidro-10-hidroxi-

carbamazepina (active

metabolite of

oxcarbazepine),

pentobarbital, phenobarbital,

phenytoin, primidone, and

zonisamide

Sem extracgdo

HPLC- UV

0,4-4,9ug/mL / ---

Contin, 2010

Rufinamida e zonisamida Plasma (250 pL)
lamotrigina,

monohidroxicarbamazepina

(metabolito activo da

oxcarbazepine) e felbamato

Sem extracgdo

HPLC - UV

2 pg/mL /0.5 pg/mL

rufinamida e zonizamida

para a
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Zufia, 2010 Levetiracetam Plasma (200 pL) SPE HPLC - DAD 0,53 pg/mL / 0, 16 pg/mL
Mendu, 2010 Levetiracetam e o seu Soro/plasma (50 pL) Sem extracgdo LC-MS - MS 0,01 - 0,03 pg/ mL / 0,005 —
metabolito acido 0,015 pg/mL
Mercolini, 2010 Gabapentina, vigabatrina e Plasma (500 pL) SPE HPLC- 0,2-1,0 ug/mL /0,1-0,3 pg/mL
topiramato detector de
fluorescéncia
Oliveira-Silva, Clordesmetildiazepam Plasma (500 pL) LLE LC-MS-MS 0.50 ng/mL / 0,14 ng/mL
2009
Wattananat , 2009 Gabapentina Plasma(200pL) Sem extracgdo LC-MS-MS 50 ng/mL / --
Nirogi, 2009 Pregabalina Plasma (100pL) LLE LC-MS-MS ing/mL/--
Goswami, 2009 Topiramato Plasma (300 pL) SPE LC-MS-MS 10.4 ng/mL / --
Brunetto, 2009 Lamotrigina Soro (50 pL) SPE HPLC - UV ---/0.002 pg/mL
Carbamazepina Soro (1000 pL) LLE HPTLC — 0,57 ng/mL / 0,19 ng/mL
Mennickent, 2009 detector de
fluorescéncia
Zufia, 2009 Lamotrigina Plasma (200 pL) SPE HPLC - DAD 0,5 pg/mL /0,015 pg/mL
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Zhang, 2008 Fenitoina, acetaminofeno, Plasma (50 pL) Sem extracc¢ao LC-MS-MS 12,2 ng/mL / ---
cafeina, ranitidina, e teofilina

Hunek, 2008 Oxcarbamazepina e 10,11- Plasma (100 pL) Sem extraccao HPLC - UV 1,0 pg/mL / ---
dihidro-10-hidroxi-

carbamazepina

Contin, 2008 Levetiracetam Plasma (500 pL) Sem extraccao HPLC - UV 2 pg/mL/ 1lpg/mL

Matar, 2008 Levetiracetam Plasma (100 pL) SPE LC-MS-MS 1.0 pg/mL / ---

Subramanian, Zonisamida, lamotrigina, Plasma (100 pL) SPE LC-MS 0,31-0,62 ng/mL [/ 0,16-0,78
2008 topiramato, fenobarbital, ng/mL

fenitoina, carbamazepina, -
10,11-diol-carbamazepina,
10-hidroxicarbamazepina, e
-10,11-epoxi-

carbamazepina

Queiroz, 2008 Carbamazepina, 10,11- Plasma (1000 pL) SBSE HPLC- UV 0,08-0,125 pL / -- com SBSE

epoxi- carbamazepina, LLE 0,06-0,08 pg/mL / - com LLE

fenitoina e fenobarbital

Srinubabu, 2008 Oxcarbazepina Plasma (180 pL) LLE LC-MS-MS 0,5 pg/mL / 35 ng/mL
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Park, 2008 Topiramato Plasma (100 pL) Sem extracgdo LC-MS-MS 20 ng/mL / ---

Saracino, 2007 Olanzapina e lamotrigina Plasma (150 pL) SPE HPLC-DAD 0,25 pg/mL / 0,08 pg/mL

Matsuura, 2007 Acido valproéico Plasma (200 pL) SPE LC-MS-MS 0.5 pg/mL /0.17 pg/mL

Maia, 2007 Oxcarbazepina e 10,11- Plasma (100 pL) LLE LC-MS-MS 20 ng/mL / ---oxcarbamazepina
dfh'dr?'lo' . 40 ngimL /- 10,11-
hidroxicarbamazepina dihidroxicarbamazepina

Gupta, 2007 Lamotrigina, felbamato, e Plasma (5000 pL) Sem extracGao Eléctrodos — /1107 -3,6 10° Molar
primidona

Urina (5000 pL)

Musenga, 2007 Vigabatrina Plasma (100 pL) SPE CE-UV 5,0 pg/mL / 2,0 pg/mL

Saracino, 2007 Lamotrigina, e metabolitos Plasma (150 pL) Sem extracgdo HPLC-DAD 0,1 pg/mL/ 0,05 pg/mL
(lamotrigine 2-N-glucuronide
e 2-N-metilate)

Alves, 2007 Oxcarbazepina, acetato de Plama (250 pL) SPE HPLC-UV 0,4 ug/mL /0, 1 pg/mL

eslicarbazepina e
metabolitos (S-licarbazepina

(eslicarbazepine acetato)

- 0,04 pg/mL (restantes
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e R-licarbazepina)

COmpostos)

Alves, 2007 Oxcarbazepina, acetato de Plasma (250 pL), rim, SPE HPLC-UV 0,4 pg/mL) / 0, 1 pg/mL
eslicarbazepina e figado e cérebro (1 mL (eslicarbazepine acetato) - 0,04
metabolitos (S-licarbazepina sobrenadante) pg/mL ( restantes compostos)

e R-licarbazepina) .
(estes valores sdo para o
plasma)

Mazzucchelli, 2007 Oxcarbazepina e Plasma (200 pL) LLE HPLC-UV 0,1 pg/mL /0,05 pg/mL
monohidroxicarbazepina

Jalalizadeh, 2007  Gabapentina Plasma (500 pL) LLE HPLC-UV 10 pg/mL / 3 pg/mL

Mennickent, 2007  Carbamazepina Plasma (--) Sem extracgdo Imunoensaios 1,01 ng/mL / --

Saliva (--)
Franco, 2007 R-(-)- e S-(+)- Vigabatrina Plasma (200 pL) SPE HPLC-UV 0.5 pg/mL/ --

* Abreviaturas: CE (Capillary electrophoresis — electroforese capilar); DAD (Diode array detector — detector de fotodiodos); ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay); GC (Gas

chromatography — cromatografia gasosa); HPLC (High performance liquid chromatography — cromatografia liquida de alta eficiéncia); HPTLC (High performance thin-layer

chromatography — cromatografia de camada fina de alta eficiéncia); LC (Liquid chromatography — cromatografia liquida); LLE (Liquid-liquid extraction — extrac¢édo liquido-liquido); MEPS

(Microextraction by packed sorbent — microextraccdo em seringa empacotada); MS (Mass spectrometry — espectrometria de massa); MS-MS (Tandem mass spectrometry —

espectrometria de massa em tandem); SBSE (Stir bar sorptive extaction — extraccdo em barra de agitaccdo); SPE (Solid phase extraction — extraccdo em fase solida); UPLC (Ultra

performance liquid chromatography — cromatografia liquida de ultra eficiéncia); UV (Ultravioleta).
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1. Material e Métodos

1.1. Instrumentacao

© Sistema de purificacdo de agua Mili-Q Advantage A10® system da

Millipore;

<+ Balanca analitica da Sartorius - modelo CP225;

2 Vortex Mixer da Labnet International - modelo 230V;

< Placa de agitagdo magnética da Selecta - modelo ASINCRO, J.P.;
< Camara frigorifica da Dagard — refrigeracdo a 4 °C;

< Medidor de pH da Metrohm — modelo 744,

2 Micropipetas automéaticas da Gilson de 10, 100 e 1000 pL;

2: Bomba de vacuo da GAST — modelo DOA-P505-BN (EUA);

< Camara de congelacéo da Electrolux — modelo Inspire;

2: Sistema de extraccéo da Waters - WAT200683 (EUA);

2+ Sistema de ultrasons da Elma — Transonic 460/H (Alemanha);

& Colunas de extrac¢éo Oasis® HLB 30 mg e Oasis® MCX 30 mg da Waters
(EUA).

1.1.2. Sistema cromatogréfico e de deteccao

Foi usado um sistema de HPLC modelo 600 acoplado a um detector de
fotodiodos (PDA) modelo 2996 da Waters (Mildford, MA, EUA).
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A separacdo cromatografica foi efectuada com uma coluna de fase reversa
Xterra® MS Cy5 de dimensdes 150x0,5 pm x 4,6 mm i.d., da Waters (Mildford,
MA, EUA). Utilizou-se um injector manual com uma valvula rheodyne modelo
7725i e com um loop de 20 yL da Waters (Mildford, MA, EUA).

1.2. Reagentes

& Metanol LiChrosolv®, Merck;

= Acetonitrilo LiChrosolv®, Merck;

< Agua desionizada Milli-Q;

= Acido Cloridrico 36,5% pro analysi, Carlo Erba;

& n-Hexano pro analysi, J.T. Baker;

< Isopropanol pro analysi, Sigma Aldrich;

2+ Cloreto de Potéassio (KCI), Merck

2 Cloreto de Sodio (NacCl), Merck

< Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,), Sigma Aldrich;

= Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,), Pancreac;

1.3. Padrdes

Os antiepilépticos objecto de estudo foram os seguintes:
< Primidona - (pureza =2 99%), Fluka;

2+ 10,11—epoxi-carbamazepina - (pureza = 98%), Fluka;
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<: Fenobarbital - (pureza = 99%), Fluka;
«: Carbamazepina - (pureza = 99,9%), Sigma Aldrich;

2 Fenitoina - (pureza = 99%), Sigma Aldrich.

1.4. Amostra bioldgica

A amostra biolégica utilizada para a realizacdo deste trabalho foi 0 plasma
humano, tendo sido preparadas pools com amostras pertencendo a varios
individuos a partir de excedentes do Instituto Portugués do Sangue (Coimbra) e

conservadas a 4 °C.

1.5. Preparacao de solucdes

1.5.1. Solucbes Padréao

As solugBes padrao dos antiepilépticos em estudo foram preparadas em metanol

da seguinte forma:

Foram pesados 5 mg de cada um dos padrdes (primidona, fenobarbital,
carbamazepina e fenitoina) e diluidos com metanol em bal6es aferidos de 5 mL.
Obtiveram-se desta forma solu¢cdes com uma concentragdo final de 1 mg/mL
para cada uma das substadncias. A solugdo padrdo de 10,11-epoxi-
carbamazepina foi preparado por pesagem de 1 mg do padréo puro e diluigdo
com metanol para um volume final de 5 mL (200 pg/mL). A partir destas
solugbes foram preparadas misturas padrdo contendo todos os analitos, por

diluicdo com metanol de forma a obter as solucdes de trabalho a 50 e 5 pg/mL.

As solucbes mée e as solugbes de trabalho foram protegidas da luz e

armazenadas a 4 °C.
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1.5.2. Outras solucdes

TAMPAO FOSFATO

Foram preparadas duas soluc¢des:

Solucdo A - para um baldo aferido de 100 mL foram pesados 0,9073 g de
KH,PO,, tendo sido adicionada agua desionizada até perfazer um volume final
de 100 mL.

Solugéo B - para um baldo aferido de 100 mL foram pesados 1,187 g de K,HPO,
2H,0, tendo sido adicionada dgua desionizada até perfazer um volume final de
100 mL.

Esta segunda solucéo foi usada para ajustar o pH da primeira a cerca de 7.

TAMPAO FOSFATO SALINO (PBS)

Para um bal&@o volumétrico de 1000 mL foram pesados 200 mg de KH,PO,, 200
mg de KCI, 8 g de NaCl e 1,15 g de K,HPO,, que foi aferido com agua Milli-Q. O

pH desta solucao foi de aproximadamente 7.

AciDo CLORIDRICO 0,1 M

Para um baldao de 250 mL foram medidos 2,1 mL de HCI 36,5% e aferiu-se com

agua Mili-Q.

1.6. Condi¢cbes cromatograficas

As condi¢des cromatograficas foram optimizadas previamente, e as condi¢cdes

finais sdo as que a seguir se apresentam. Para fase movel foi efectuada uma
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mistura com 59,5 partes de acetonitrilo, 40 de agua Milli-Q e 0,5 de Acido

Acético, que correu em modo isocréatico e a um fluxo constante de 0,5 mL/min.

O tempo total de cada corrida foi de 10 minutos. A deteccdo dos analitos foi
efectuada a um comprimento de onda de 211 nm, excepto a carbamazepina,
cujo méximo de absor¢éo ocorre a 289 nm. Foram injectados 20 pL.

1.7. Procedimento de extraccao

O procedimento de extraccdo foi optimizado previamente, descrevendo-se de
seguida as condicdes finais.

A 200 pL de plasma adicionaram-se 3 mL de tampdo PBS e homogeneizou-se
por movimentos de inversdo/rotacdo durante 15 minutos. As amostras foram
entdo adicionadas as colunas de extraccdo Oasis® HLB previamente
acondicionadas com 2 mL de metanol e 2 mL de agua. ApGs passagem da
totalidade de amostra por gravidade através das colunas, a lavagem foi
efectuada com 2 mL de uma solucdo aquosa de metanol a 5%. As colunas foram
entdo secas sob vacuo total durante 15 minutos e os analitos eluidos com 2 mL
de acetonitrilo. Os extractos foram evaporados a secura a 30 °C sob uma
corrente de azoto, dissolvidos em 100 pL de fase movel e uma aliquota de 20 pL

foi injectada no sistema cromatogréafico.
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2. Resultados e Discussao

2.1. Optimizagdo da Fase Movel

Como referido anteriormente, foi necessario optimizar a composicdo da fase
movel com o objectivo de se melhorar a separacdo cromatografica dos varios
analitos estudados. Deste modo, foram estudadas varias composicfes de fase

movel sempre em modo isocratico e a um fluxo constante de 0,5 mL/minuto.

Numa primeira fase, as substancias em estudo foram injectadas isoladamente a
uma concentragdo de 5 pg/mL, de forma a conhecer o seu espectro de absorgéo
no ultravioleta (UV). Nesta fase, o conhecimento dos tempos de retencéo dos
analitos ndo era uma prioridade, ja que com a variacdo da composicéo das fases

moveis testadas eles iriam variar.

Inicialmente foi testada uma fase mével composta de acetonitrilo e fosfato de
sédio (40:60) a um pH de 3,20. Usando esta fase mével, néo foi possivel separar
a carbamazepina do fenobarbital, sendo os seus tempos de retencdo de 8,14
minutos. O tempo de retengdo da primidona foi de 5,99 e o da fenitoina de
10,21. Nesta fase do estudo nao foi estudado o metabolito da carbamazepina

(Figura 16).

0,040

0,030

5,986
8,141
10,214

5 0,020
e |
0,010
0,000

5,00 10,00 15,00
Minutes

Figura 16. Cromatograma dos antiepilépticos de estudo utilizando uma fase movel de

acetonitrilo: fosfato de sodio (40:60; v:v)
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Em seguida, tentou-se utilizar uma combinagdo de &gua, acetonitrilo e acido
acético (66,5:33,9:0,1; v:viv), que se mostrou ineficaz, uma vez que nao foi

possivel separar adequadamente, como documentado na Figura 17.

0,030 |

Figura 17. Cromatograma dos antiepilépticos de estudo utilizando uma fase mével agua:

acetonitrilo: acido acético (66,5:33,9:0,1; v:v:v)

Esta separacdo foi conseguida usando uma fase movel constituida por agua,
acetonitrilo e acido acético (59,5:40:0,5, v:v:v) com um pH de 3,34. No seguinte
cromatograma (Figura 18), podem observar-se 0s picos da primidona, que sai aos
6,37 minutos, o fenobarbital aos 9,70 minutos, a carbamazepina aos 12,61

minutos e a fenitoina aos 13,82 minutos.

6,371
9,700
12,605
13,822

0,05

0,00

AU

-0,05

T T 1T T T 1T T T T
6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes

Figura 18. Cromatograma dos antiepilépticos (15 pg/mL) de estudo utilizando uma fase

movel agua: acetonitrilo: acido acético (59,5:40:0,5; v:v:v)
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2.2. ldentificacdo das substéancias

Uma vez optimizada a fase movel, as substancias foram identificadas com base
no seu tempo de retencdo e espectro de absor¢do no UV. O seguinte
cromatograma (Figura 19) foi obtido por injeccéo de 20 pL de uma mistura padréao

de todos os analitos a uma concentracao de 5 pg/mL.

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Minutes

Figura 19. Cromatograma de uma mistura padrdo dos antiepilépticos de estudo

a 15 pg/mL.

Na tabela seguinte (Tabela 2) sd0 apresentados os tempos de retencdo, o
espectro de absorcdo no UV e o comprimento de onda maximo para cada um

dos antiepilépticos estudados.
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Tabela 3. Antiepilépticos em estudo e respectivos tempos de retencédo

comprimento de onda méaximo.

TEMPO DE
RETENGAO (min)

ANTIEPILEPTICO

Primidona 3,83

10,11-epoxi-carbamazepina 5,06
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1 I| I
- S
Y i L
Ar Ar

MM %0

Fenobarbital 5,62

Carbamazepina 7,47

ESPECTRO DE ABSORGAO NO UV
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Fenitoina 8,00

() 22000 240,00 260,00 280,00 300.00 32000 340,00 360,00 38000

)\méx: 211 nm

2.3. Padronizacao externa

Na determinagéo de substancias em amostras biolégicas € comum recorrer-se a
adicdo de uma substéncia conhecida a uma concentracdo constante — padrdo
interno — a amostra, com o objectivo de minimizar as perdas de analito durante o
processo extractivo. Esta substancia deverd ter caracteristicas fisico-quimicas o
mais proximas possivel dos analitos que sem pretendem analisar, para que o
seu comportamento durante todo o processo seja semelhante. Deste modo, e
sabendo de antemdo a quantidade de padrdo interno adicionada, pode ter-se
uma ideia acerca da recuperacdo do metodo. Por outro lado, na construgéo de
curvas de calibragdo € comum usar-se como resposta a razdo de areas
cromatogréficas entre o(s) analito(s) e o padrao interno, minimizando assim o

efeito de eventuais perdas de analito na precisdo e exactiddo do método.

Durante o desenvolvimento do método analitico descrito neste estudo foram
testados alguns compostos como possiveis padrbes internos, para assim
controlar o processo de analise. Para tal, foram testados compostos que, pelas
suas caracteristicas terapéuticas, ndo fossem susceptiveis de ser utilizados pela

populacdo, ou em alternativa que ndo fossem comercializados no nosso pais.

Na Tabela 4, encontram-se 0s compostos estudados, bem como a justificacdo da

sua nao inclusao no estudo.
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Tabela 4. Compostos testados, tempo de retencdo e Améax e justificagdo da sua néo

utilizacdo neste trabalho.

TEMPO DE RETENGAO (MIN)/ A JUSTIFICAGAO DA NAO UTILIZAGAO
CoMPOSTO -
MAX (nm) COMO PADRAO INTERNO
- Tempo de retencéo muito
Protriptilina 5,88/ 289 P &

préximo do fenobarbital

Sai entre a carbamazepina e a
10,11-dihidro-carbamazepina 7,58/ 211 fenitoina, ndo permitindo a
correcta resolucéo de picos

Cloranfenicol 5,72/ 274 Co-elui com o fenobarbital
Promazina 1,85/ 252 Co-elui com interferente
Narceina 4,38/ 274 Co-elui com a primidona

Tempo de retengdo muito

Papaverina 7,55/ 254 L .
préximo do da carbamazepina

Sai antes da frente de
Estricnina 0,88/ 254 solvente, ndo tendo afinidade
para a coluna utilizada

Como se pode verificar, nenhum dos compostos estudados foi considerado
adequado para utilizacdo como padréo interno. Deste modo, e para que o tema
desta dissertacdo ndo passasse a ser a busca de um padrao interno adequado,
foi decidido trabalhar com padronizacdo externa, apesar de menos utilizada
neste tipo de analise. Tal facto ndo significa que ndo possam ser obtidos
resultados quantitativos perfeitamente validos, precisos e exactos; pelo contrario,
existem inclusivamente métodos publicados na literatura cientifica para a
determinagdo de estimulantes que utilizam este tipo de calibracdo (Concheiro
2005).

De facto, e como se vera mais adiante, foram obtidos excelentes resultados para

a precisdo, exactiddo e recuperacao do método desenvolvido, como pode ser
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observado pelos coeficientes de variagcdo e valores de bias. Por outro lado, a
perda de analitos durante o processo extractivo ndo é significativa — foram
obtidos consistentemente valores de recuperacdo absoluta superiores a 90%
para todos os compostos estudados — demonstrando que a escolha deste tipo

de padronizacao foi uma opc¢ao acertada.

No entanto, foi decidido estabelecer premissas para analise de amostras reais,
para minimizar a possibilidade de erros ndo controlados afectarem a sua
correcta andlise e enviusarem a adequada interpretacdo dos resultados. Assim,
a andlise de amostras sera sempre feita em duplicado, através de uma curva de
calibragdo e amostras controlo preparadas e analisadas contemporaneamente.
Além disso, e no mesmo dia da andlise, sera igualmente avaliada a recuperagéo

do método as mesmas concentra¢des das amostras controlo.

2.4. Optimizacao do procedimento de extracgao

Neste estudo optou-se pela SPE devido as vantagens que possui em relacao a
LLE, nomeadamente o menor gasto de solventes organicos, facil automatizacéo
e melhor reprodutibilidade. Para isso, e devido as caracteristicas dos analitos em
estudo, foram testados dois tipos de coluna, Oasis® HLB e Oasis® MCX. As
variagbes ao método foram feitas na parte da preparacdo da amostra,
acondicionamento da coluna e no solvente de eluicdo. Todas as experiéncias de
optimizagdo foram efectuadas em triplicado, e a eficiéncias dos varios

procedimentos foram comparadas através da comparacao das areas obtidas.

Com vista a melhor compreenséo de todo o processo de optimizagcdo, comecar-

se-4 pela explicacdo do processo com as colunas HLB.
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2.4.1. Colunas HLB

Para uma melhor compreensdo da optimizacdo, e para facilitar a leitura desta
dissertacdo, optou-se por esquematizar todos 0s passos do processo de
optimizagao.

O primeiro parametro optimizado foi a diluicho da amostra (para facilitar a
passagem pelas colunas e assegurar a sua melhor homogeneizacdo) e o
acondicionamento das colunas (Figura 20). Deste modo, foram testados trés
solventes de diluicdo (dgua, tampéo PBS e tampdo fosfato).

As amostras de plasma, foram fortificadas com uma mistura padrdo contendo
primidona, fenobarbital e carbamazepina a uma concentracdo de 100 pg/mL.
Para facilitar esta optimizagdo, o metabolito da carbamazepina e a fenitoina
foram excluidos, pois apresentam tempos de retencdo muito préximos do
fenobarbital e carbamazepina, respectivamente. Para avaliar a presenca de
interferentes da matriz foram também analisadas amostras as quais nao foi

adicionado qualquer dos analitos estudados.
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200 pL de plasma ’ Preparacéo da
20 yL de mix de padrbes J amostra
3 mL de H,O 3 mL de PBS 3 mL de Tampéo Fosfato

Figura 20. Representacdo esquematica da preparagdo da amostra.

O protocolo de extracgdo utilizado encontra-se esquematizado na Figura 21. O
acondicionamento da coluna foi efectuado com metanol e com 0 mesmo

solvente usado na diluico.
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Para a eliminac&o de interferentes da matriz, as colunas foram lavadas com uma
solucdo a 5% de metanol, tendo sido os analitos eluidos com diferentes

solventes: metanol, acetonitrilo, acetato de etilo, etanol e isopropanol (Figura 21).

2 mL de Metanol 2 mL de Metanol 2 mL de Metanol _
+ o s Acondicionamento
2 mL de H.O 2 mL de PBS 2 mL de Tampd&o Fosfato 3 coluna
Introducéao

da amostra

2 mL de Metanol 5% Lavagem
15 minutos sob vacuo Secagem
2mL de Acetonitrilo 2 mL de Metanol Eluicao
2mL de Acetato de Etilo 2mL de Etanol 2mL de Isopropanol

Figura 21. Esquematizacao dos procedimentos SPE de acondicionamento da coluna, lavagem,

secagem e eluicéo.

104



[l. PARTE EXPERIMENTAL

Os cromatogramas obtidos foram comparados para verificar a eficiéncia da
remocdo dos interferentes, e foi calculada a taxa de recuperagdo por

comparacdo de areas de pico para cada uma das condi¢des testadas.

Diluicio e acondicionamento Diluicdo e acondicionamento Diluicdo e acondicionamento da

da coluna com H;O da coluna com PBS coluna com Tampéao Fosfato
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Figura 22. Cromatogramas obtidos a partir de amostras de plasma branco e
guantidade de analito extraida para cada uma das diferentes condi¢cdes testadas

efectuando a eluicdo com metanol.
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Diluigcéo/acondicionamento Diluicdo/acondicionamento  Diluigdo/acondicionamento

com H,O com PBS com Tampao Fosfato
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Figura 23. Cromatogramas obtidos a partir de amostras de plasma branco e
guantidade de analito extraida para cada uma das diferentes condi¢Oes testadas

efectuando a eluicdo com acetonitrilo.
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Diluicao/acondicionamento Diluicdo/acondicionamento Diluicao/acondicionamento

com H-O com PBS Tambao Fosfato

Eluicdo com Acetato de Etilo
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Figura 24. Cromatogramas obtidos a partir de amostras de plasma branco e quantidade de
analito extraida para cada uma das diferentes condi¢des testadas efectuando a eluigcao

com acetato de etilo.

Analisando a recuperacao de cada um dos analitos para os dois Ultimos métodos
acima descritos tem-se que a recuperacdo da primidona ndo varia muito de
método para método, mas € ligeiramente superior com diluicdo em tampéao

fosfato e eluicdo com acetonitrilo. A recuperacdo do fenobarbital € maior com
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PBS quando a eluicdo é efectuada com acetato de etilo. Quanto a
carbamazepina, e fazendo o mesmo tipo de andlise, o melhor método é aquele

gue emprega tampao fosfato e eluicdo com acetonitrilo.

A andlise dos cromatogramas obtidos por andlise de amostras de plasma néo
fortificadas com nenhum dos analitos (brancos) revelou que eram obtidos menos
interferentes diluindo com PBS e fazendo a eluicAo com acetato de etilo ou
acetonitrilo, originando mesmo cromatogramas mais limpos que os obtidos com

metanol.

Por outro lado, quando foram utilizados o etanol e o isopropanol como solventes
de eluicdo, a quantidade de interferentes nos cromatogramas era muito elevada
(Figura 25), pelo que estas duas Ultimas hipéteses ndo foram consideradas.

008 f 20

006

0@

(110 0 [ ————

200 400 60 8M 1000 1200 1400 160 180 DA
Mres

Eluicdo com etanol Eluicdo com isopropanol

Figura 25. Cromatogramas obtidos apds andlise de amostras brancas (diluicdo com PBS)

A partir dos resultados obtidos com os dois tipos de eluicdo — com acetonitrilo e
acetato de etilo — e pela andlise atenta dos cromatogramas que dizem respeito
aos brancos e dos gréficos representativos das médias das areas dos picos dos
trés antiepilépticos submetidos aos testes, chegou-se a conclusdo que, apesar
de os resultados obtidos serem muito semelhantes, observava-se uma grande
variabilidade nas areas relativas ao pico do fenobarbital com acetato de etilo,

pelo que se optou por fazer a eluicdo de todos os analitos com acetonitrilo.
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2.4.2. Colunas MCX

Foram ainda testadas outras colunas de extrac¢cdo, com mecanismo misto de
retencdo. O esquema que se segue (Figura 26) mostra o procedimento de
preparagdo da amostra.

200 pL de plasma J Preparacio da

20 L de mix de padroes

amostra

3 mL PBS ‘

| 15 minutos de agitacéo

Figura 26. Representacdo esquemaética da preparacdo da amostra
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2 mL de Metanol
+

2 mL de H,O

2 mL de H,O
2 mL de HCI 0,1 M
2mL de MeOH 5%

15 minutos sob vacuo

2 mL de Isopropanol:diclorometano:aménia

2 mL de Etanol
i 20:78:2

Figura 27. Esquematizagdo dos procedimentos SPE de acondicionamento da coluna, lavagem,

secagem e eluicdo utilizando colunas Oasis® MCX.

Os resultados obtidos utilizando deste tipo de lavagem e eluigcdo apresentam-se

na Figura 28.
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Figura 28. Cromatogramas obtidos apds andlise de amostras brancas.

Experimentou-se ainda um outro tipo de lavagem da coluna, em que se efectuou
uma lavagem adicional com n-hexano apés o acido cloridrico. Neste caso foram
obtidos o0s seguintes cromatogramas (Figura 29) ap6s andlise de amostras

brancas.
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000 s ) e bRt

200 400 800 80D 1000 1200 14,00 20 400 B0 B 100 1200 WO
Mnutes Mrtes

Eluicdo com Etanol Eluicdo com isopropanol:

diclorometano:aménia (20:78:2)

Figura 29. Cromatogramas obtidos apds analise de amostras brancas (lavagem com n-

hexano) .
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Tendo em conta os resultados obtidos, podemos afirmar que nenhum dos
métodos testados melhorou a qualidade da extracgcéo relativamente as colunas

HLB, pelo que, as colunas MCX foram excluidas do estudo.

2.5. Validacdo do método

A validacdo de um método é o processo sistematico de demonstracdo que 0s

processos analiticos se adequam ao fim a que se destinam.

Sendo assim, para garantir a fiabilidade dos resultados por aplicacdo do método
desenvolvido, este foi completamente validado em termos de selectividade,
linearidade, precisdo, exactiddo, limites de deteccdo e quantificacdo e
recuperacdo. Para tal, foram seguidas as normas aceites internacionalmente
para a validagcdo de métodos bioanaliticos, concretamente da Food and Drug
Administration (FDA) (FDA 2001) e da International Conference on
Harmonization (ICH 2005).

2.5.1. Selectividade

A selectividade consiste na capacidade de um método distinguir o(s) analito(s)
de forma inequivoca numa matriz complexa e na presenca de outras

componentes da amostra (FDA 2001).

Para avaliar este parametro foram analisadas amostras de plasma branco
(amostras as quais nao foi adicionado nenhum dos compostos em estudo) de
cinco origens diferentes, e foram pesquisados interferentes nas quais foram
procurados interferentes nos tempos de retencédo de cada uma das substancias

em estudo (Figura 30).
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Figura 30. Cromatograma de um plasma branco.

Como se pode observar neste cromatograma, 0s constituintes da matriz néo
interferem significativamente com os analitos de interesse, podendo ent&o

afirmar-se que o método descrito é selectivo.

2.5.2. Especificidade

Foi avaliada também a possivel interferéncia de outros compostos susceptiveis
de ser utilizados concomitantemente em terapia antiepiléptica. Para tal,
procedeu-se a analise cromatografica de varias substancias, e 0s respectivos
tempos de retengcdo com as condicdes do método (e comprimentos de onda

maximos de absor¢éo) desenvolvido sdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Tempo de retencdo e comprimento de onda maximo para alguns
compostos mais comummente usados e que podem ser usados com uma terapia

com antiepilépticos.

TEMPO DE
ComPOSTO RETENGAO A MAX
(min)

atropina 2,82 212
piracetam 3,52 211
Cetoprofeno 19,56 211
promazina 3,84 252
medazepam 3,56 253
trazodona 2,74 211
amitriptilina 4,40 238
clomipramina 4.40 224
dotiepina - -
fluoxetina 4,65 221
nortriptilina 3,91 241
venlafaxina 3,00 224
trimipramina 8,75 254
mirtazapina 3,23 211
maprotitilina - -
mianserina 3,93 211
olanzapina 2,72 260
ciamemazina - -
sertralina 4,58 211
cafeina 4,58 272

(-) - ndo detectado

2.5.3. Curva de calibracéo e linearidade

A curva de calibragdo foi estabelecida utilizando amostras de plasma fortificadas
com concentracdes crescentes de cada um dos antiepilépticos em estudo, que

foram extraidas e analisadas de acordo com a metodologia descrita
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anteriormente. Para a 10,11-epoxicarbamazepina, fenobarbital e fenitoina foram
preparados oito calibradores distribuidos de forma equidistante entre 0,5 e 25
pg/mL. Por outro lado, para a primidona foram usados sete calibradores
distribuidos de forma equidistante entre 1 e 25 pg/mL, enquanto para a
carbamazepina foram preparados nove pontos, para uma gama de trabalho a
entre 0,25 e 25 pg/mL. A concentracdo de cada calibrador foi calculada a partir
da curva de calibracdo obtida para cada um dos antiepilépticos em estudo.
Simultaneamente com cada curva de -calibracdo foram preparados dois
controlos, um na gama média (7,5 pg/mL) e outro na gama alta (17,5 ug/mL). Os
valores obtidos para cada um dos analitos em estudo e a respectiva curva de

calibragéo apresentam-se de seguida (Tabelas 6-10; Figuras 31-35).

Tabela 6. Dados de linearidade para a primidona.

CONCENTRAGAO ¢ CONCENTRAGAO 1
(ng/mL) AREA DE PICO CALCULADA Bias
(ug/mL)

1 105088 0,99 -0,81
2,5 404672 2,70 7,94

5 777141 4,82 -3,59
10 1628574 9,67 -3,29
15 2597272 15,19 1,26
20 3379697 19,65 -1,77
25 4374104 25,31 1,24
7,5 1267320 7,61 1,50
17,5 2718747 15,88 -9,25

' BIAS = [(Concentragéo calculada — Concentragéo tedrica)/Concentracéo tedrica] x 100
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Figura 31. Curva de calibracéo da primidona.

Tabela 7. Dados de linearidade para a 10,11 epoxi-carbamazepina.

CONCENTRAGAO < CONCENTRAGAO
(ug/mL) AREA DE PICO CALCULADA Bias
(Hg/mL)

0,5 796172 0,47 -5,02
1 995202 0,85 -14,62
2,5 1728140 2,25 -10,03

5 3124536 4,91 -1,85

10 5695530 9,80 -1,98
15 9107804 16,30 8,66
20 11219940 20,32 1,60
25 13202783 24,09 -3,62
7,5 4280897 7,11 -5,21
17,5 9880944 17,77 1,54
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Figura 32. Curva de calibracdo da 10,11 epoxi-carbamazepina.

Tabela 8. Dados de linearidade para o fenobarbital.

CONCENTRAGAO < CONCENTRAGAO
(ug/mL) AREA DE PICO CALCULADA Bias
(Hg/mL)
0,5 166970 0,43 -14,98
1 271899 0,85 -15,04
2,5 694776 2,56 2,41
5 1330298 5,13 2,63
10 2432156 9,59 -4,11
15 4035718 16,08 7,17
20 4851039 19,37 -3,13
25 6240394 24,99 -0,02
7,5 1713480 6,68 -10,91
17,5 4275202 17,04 -2,60
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Figura 33. Curva de calibragcéo do fenobarbital.

Tabela 9. Dados de linearidade da carbamazepina.

CONCENTRAGAO P CONCENTRAGAO
(ug/mL) AREA DE PICO CALCULADA Bias
(ug/mL)

0.1 6876 0,12 16,67
0,25 32022 0,22 -10,55
0,5 102887 0,53 5,01

1 215186 1,00 0,27
2,5 610670 2,68 7,40

5 1133723 4,91 -1,80
10 2182153 9,37 -6,31
15 3695902 15,81 5,39
20 4603084 19,67 -1,66
25 5864416 25,03 0,13
7,5 1565978 6,75 -10,02
17,5 900284 19,12 9,27

118



7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

[l. PARTE EXPERIMENTAL

y =235094x - 20552
R*=0,998

0 10 20 30

Concentragdo (ug/mL)

Figura 34. Curva de calibracdo da carbamazepina.

Tabela 10. Dados de linearidade para a fenitoina.

CONCENTRACAO
(Hg/mL)

0,5
1
2,5
5
10
15
20
25
7,5

17,5

AREA DE CONCENTRAGAO
PICO CALCULADA Bias
(ug/mL)
36062 0,56 11,28
169894 1,10 9,51
557032 2,65 6,14
1032118 4,57 -8,69
2293178 9,64 -3,58
3756291 15,53 3,54
4805568 19,75 -1,23
6130011 25,09 0,34
1544738 6,63 -11,61
4158015 17,15 -2,01
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Figura 35. Curva de calibracéo da fenitoina.

Da analise destas tabelas e figuras, podemos concluir que o método descrito se
mostrou linear dentro da gama de trabalho adoptada para cada um dos analitos
estudados, ja que se obteve um valor de R? superior a 0,99 e os valores de bias
para todos os calibradores se situaram num intervalo de + 20%, como estipulado

nas normas de validacdo que seguimos neste trabalho.

2.5.4. Limites de deteccao e quantificacéo

O limite de detecgdo (LOD) foi definido como a mais baixa concentragdo de
analito testada, claramente distinguivel do branco, que pode ser detectada, mas
nao necessariamente quantificada. Por outro lado, o limite de quantificacdo foi
definido como a mais baixa concentracdo de analito que pode ser medida com
precisao e exactiddo adequadas, isto €, com um coeficiente de variacao inferior
a 20% e bias num intervalo de + 20% da concentragdo nominal (FDA 2001), (ICH
2005).
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Para a determinacdo do LOD, e tendo em consideracdo o comportamento
cromatogréfico de cada um dos analitos, foram analisadas cinco réplicas para as
concentracbes de 0,25 e 0,10 pg/mL, verificando-se para qual destas

concentracdes a identificacdo dos analitos era ainda possivel.

Quanto aos LOQ, estes foram considerados a concentragdo mais baixa da curva
de calibragédo, de acordo com os critérios anteriormente referidos. No caso da
primidona néo foi possivel identificar a substancia para concentragdes inferiores

ao respectivo LOQ, pelo que este foi também o seu LOD.

Os valores de LOD e LOQ obtidos para cada um dos analitos sédo indicados na
tabela 10.

Tabela 11. Valores de LOD e LOQ (ug/mL) para os antiepilépticos em estudo.

INTERVALO DE

ANTIEPILEPTICO CALIBRAGAO LOD (ug/mL) (ul_g(/)n?L)
(Hg/mL)

Primidona 1-25 1 1

10,11-epOX|-_ 05-25 01 05

carbamazepina

fenobarbital 0,5-25 0,1 0,5

carbamazepina 0,1-25 0,05 0,1

fenitoina 0,5-25 0,25 0,5

Estes valores de limites de deteccdo sdo aceitaveis, tendo em consideragéo que
se utilizou um detector de fotodiodos (menos sensivel que a espectrometria de
massa). Por outro lado, esta sensibilidade é perfeitamente adequada as
concentracdes terapéuticas destes compostos, ainda para mais tendo em conta

o reduzido volume de amostra utilizado (200 pL).
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2.5.5. Precisao e Exactidao

Em mudltiplas aliquotas de uma amostra biolégica, a precisdo representa a
variabilidade das medidas efectuadas em varias ocasides, sendo normalmente

expressa em termos de coeficiente de variagao (CV) (FDA 2001).

Foram analisadas amostras de plasma fortificadas com todos os analitos alvo de
estudo a duas concentracfes (baixa e alta), e foi avaliada a precisdo das
medidas efectuadas no mesmo dia - precisao intradia - e em dias diferentes —
precisao interdia.

De forma a determinar a precisdo intradia, foram preparadas e analisadas no
mesmo dia cinco réplicas de amostras de plasma fortificadas com concentracdes
de 2,5 e 15 pug/mL. Estas amostras foram analisadas de acordo com o método
descrito, tendo sido calculados os coeficientes de variacdo e os valores de bias
para cada uma delas (Tabelas 12-16).

Tabela 12. Valores obtidos para a precisao intradia e exactiddo do método para a

primidona a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
( /mL)Q CALCULADA C.V. Bias
Hd (g/mL)
2,5 2,69 6,86 7,72
15 15,11 16,33 0,72
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Tabela 13. Valores obtidos para a precisado intradia e exactiddo do método para a
10,11-epoxi-carbamazepina a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO
(ug/mL) CALCULADA C.V. Bias
Ha (g/mL)
2,5 2,21 16,86 -11,74
15 14,31 10,49 -4,57

Tabela 14. Valores obtidos para a precisao intradia e exactiddo do método para o

fenobarbital a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
(Hg/m L)C CALCULADA C.V. Blas
Ha (ng/mL)
2,5 2,52 6,33 0,79
15 14,88 9,73 -0,78

Tabela 15. Valores obtidos para a precisao intradia e exactiddo do método para a

carbamazepina a baixas e altas concentragoes.

- CONCENTRACAO
CON(EZ';';RSQAO CALCULADA C.V. Bias
(ng/mL)
2,5 2,67 2,76 6,83
15 15,05 10,28 0,33
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Tabela 16. Valores obtidos para a precisao intradia e exactiddo do método para a

fenitoina a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
(ug/mL) CALCULADA C.V. Bias
Ha (g/mL)
2,5 2,65 0,12 5,96
15 15,86 17,5 5,71

Para determinar a precisdo e exactidao interdia foram preparadas e analisadas
em nove dias diferentes amostras de plasma fortificadas a 7,5 e 17,5 pg/mL. As
tabelas seguintes (Tabelas 17-21) mostram os valores obtidos para este parametro

relativamente a cada um dos analitos.

Tabela 17. Valores obtidos para a precisao interdia e exactiddo do método para a

primidona a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
(ug /mL)Q CALCULADA C.V. Bias
(ng/mL)
7,5 7,39 9,51 -1,45
17,5 16,98 16,90 -3,00

Foram obtidos valores de CV ligeiramente superiores aos preconizados nas
normas seguidas. Esta situacdo pode dever-se ao facto de néo ter sido utilizado
padrdo interno, pelo que pequenas variagbes durante o processo extractivo
poderdo ter provocado esta situacdo. Mesmo assim, tal facto ndo constitui um
verdadeiro problema na analise quantitativa, tendo em consideracdo os valores

obtidos para a precisdo intradia. Deste modo, a solu¢do do problema passara
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forcosamente pela preparacdo de uma curva de calibracdo nova de cada vez

que se aplicar a metodologia a amostras reais.

Tabela 18. Valores obtidos para a precisao interdia e exactidao do método para a

carbamazepina a baixas e altas concentracées.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
(ug/m L)Q CALCULADA C.V. Bias
(ng/mL)
7,5 7,32 8,81 -2,4
17,5 18,51 14,65 5,75

Tabela 19. Valores obtidos para a precisao interdia e exactiddo do método para a

10,11-epoxi-carbamazepina a baixas e altas concentracdes.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
(ug/m L)Q CALCULADA C.V. Blas
(Mg/mL)
7,5 7,35 7,23 -2,00
17,5 18,22 14,31 4,09

Tabela 20. Valores obtidos para a precisao interdia e exactiddo do método para a

fenobarbital a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO
( /mL)c CALCULADA C.V. Bias
Ha (Hg/mL)
7,5 7,30 14,10 -2,68
17,5 18,19 11,66 3,95
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Tabela 21. Valores obtidos para a precisdo e exactidao interdia do método para a

fenitoina a baixas e altas concentragdes.

CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
(ug/mL) CALCULADA C.V. Bias
Ha (g/mL)
7,5 7,06 10,83 -5,89
17,5 17,22 14,18 -1,62

2.5.6. Estabilidade

A estabilidade de uma substancia num fluido biolégico varia em funcdo das
condi¢bes de armazenamento, das propriedades da substancia em questdo, da
matriz em que se encontra e do tipo de embalagem. Foi avaliada em ciclos de

congelacéo/descongelacdo e em amostras processadas.

2.5.6.1. Estabilidade a ciclos de congelacédo/descongelacéo
Foi testada a estabilidade dos analitos depois de submetidos a ciclos de
congelagéo/descongelagéo a trés niveis de concentracdo (2,5, 15 e 25 pg/mL).
Para isso, as amostras de plasma fortificadas com os antiepilépticos foram
congeladas por um periodo de 24 h e posteriormente descongeladas e mantidas
a temperatura do laboratério durante 2 h. Este processo foi repetido mais duas
vezes. Depois dos trés ciclos, as amostras foram extraidas e analisadas de
acordo com meétodo anteriormente descrito. Os resultados obtidos foram
comparados com os de amostras preparadas e analisadas no mesmo dia. Os
valores ndo se desviaram acima dos 6%, pelo que se pode afirmar que o0s
analitos ndo sdo afectados negativamente pelos processos de armazenamento
das amostras utilizados no laboratério, sendo estaveis pelo menos durante trés

ciclos de congelacéo/descongelacéo.
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2.5.6.2. Estabilidade de amostras processadas

A estabilidade dos analitos em amostras processadas foi estudada a trés niveis
de concentracdo (2,5, 15 e 25 pg/mL). Os extractos obtidos ap6s aplicacdo do
procedimento de extraccdo descrito foram mantidos a temperatura ambiente.
Apbés 24 horas a esta temperatura foram analisados, e o0s resultados
comparados com os obtidos por andlise de amostras preparadas e analisadas no
mesmo dia. Obteve-se uma variacao inferior a 15% para todos os analitos as
trés concentracdes, pelo que se pode afirmar que os analitos sdo estaveis nas
amostras processadas a temperatura ambiente por um periodo de pelo menos
24 horas.

2.5.7. Recuperacéo

A recuperacado do método foi avaliada por comparacgéo das areas de pico obtidas
apoés extraccdo com as obtidas por andlise de extractos brancos fortificados com
os analitos. A recuperacgdo do analito ndo é um dos parametros mais importantes
na validacdo de métodos bioanaliticos, desde que a sua precisdo e exactiddo
sejam adequadas. A recuperacdo de um método ndo necessita de ser de 100%,
mas sim consistente, precisa e reprodutivel, especialmente no presente caso,
em que nao é utilizado um padrao interno para compensar as perdas durante a

extraccao.

Para calcular a recuperacdo do método, foram fortificadas amostras de plasma a
trés concentracdes com todos os analitos (2,5, 15 e 25 ug/mL) As areas dos
picos referentes aos analitos foram comparadas com as obtidas apés adicao das
substancias aos extractos de amostras de plasma branco (correspondendo a

uma recuperacao de analito de 100%).

127



Resultados e Discussao

Os valores da recuperacio® para os analitos em estudo encontram-se na tabela

gue se segue (Tabela 22).

Tabela 22. Valores de recuperagao para os varios analitos em estudo.

RECUPERAGAO, % (MEDIA £SD)

CONCENTRACOES  PRIMIDONA 10,11-EPOXI- FENOBARBITAL  CARBAMAZEPINA FENITOINA
CARBAMAZEPINA
(uG/ML)

2,5 92,58+ 92,30+6,51 112,01+ 5,10 85,84+7,74 92,05+
2,12 3,48

15 101,8+ 95,84+3,36 90,4445,72 94,60+3,41 94,08+ 4,94
3,10

25 92,20+ 96,41+1,2 91,26+ 6,70 95,70+ 6,21 91,82+ 3,71
7,18

Foram obtidas recuperagdes acima dos 90% para todos os analitos e para as
trés concentracdes, excepto a 2,5 pg/mL para a carbamazepina (86%). Apesar
disso, acredita-se que as recuperagdes sdo excelentes, ndo diferindo de 100%
em alguns casos. Este facto assume extrema importancia, especialmente se
tivermos em consideracdo que néo foi utilizado padréo interno. Por causa disso,
as amostras reais terdo de ser analisadas de acordo com as premissas

anteriormente referidas.

area do pico do analito sujeito a extracgiao 100

2 XA (OR) —
Recuperagéo (%) = - - —————— "
area do pico do analito ndo sujeito a extraccao
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2.6. Aplicagdo do método a amostras reais

Como parte do processo de validagdo, o método foi aplicado a amostras reais,
pertencendo a individuos intoxicados com antiepilépticos (Tabela 23, Figura 36).

Tabela 23. Compostos identificados nas amostras reais e respectiva quantificagéo

CONCENTRACAO OUTROS FARMACOS
AMOSTRA COMPOSTO
(ug/mL) DETECTADOS (GC/MS)
#1 carbamazepina 5,97
#2 carbamazepina 8,75
#3 carbamazepina 1,48
#4 fenobarbital 43,58
0,14
0,12
0,10
0,08
2 ]
< 0,06
0,04
0,02
0,00 T T " T T
2,00 4,00 6,00 8,00
Minutes

Figura 36. Cromatograma de amostra real #2 (concentragéo de

carbamazepina 8,75 pg/mL)
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1. E proposto um método analitico baseado na extraccdo em fase soélida e
andlise por cromatografia liquida acoplada a um detector de fotodiodos para a
determinacdo de quatro farmacos antiepilépticos e um metabolito activo em

amostras de plasma.

2. Este método demonstrou ser selectivo, linear, preciso e exacto, segundo

critérios internacionalmente aceites para a validagdo de métodos bioanaliticos.

3. Utilizando apenas um volume de amostra de 200 pL, a sensibilidade do
método foi adequada para detectar as concentragdes normalmente associadas a
intoxicacdes por este tipo de substancias, bem como valores subterapéuticos em

metabolizadores lentos.

4. Os principais pardmetros que influenciam o processo de extraccao foram
optimizados previamente com o objectivo de maximizar a recuperacdo e obter
baixos limites de detec¢cdo e quantificacdo. Deste modo, obtiveram-se valores
consistentes de recuperagdo superiores a 90% para todos 0s compostos
estudados, e limites de deteccdo e quantificagdo comparaveis aos publicados

por outros autores mas utilizando um menor volume de amostra.

5. Por tudo o exposto anteriormente, a metodologia descrita constitui um
processo adequado para a determinacdo destes compostos no ambito da
Toxicologia Clinica e Forense, tanto na monitorizacdo terapéutica, como em

intoxicagdes mortais.
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