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Resumo

O uso de amostras bioldgicas alternativas ao sangue e a urina para analises clinicas e
toxicoldgicas tem ganho um enorme interesse nas tltimas décadas, uma vez que podem
ser obtidas de maneira mais facil e rapida. Entre estas, encontra-se o fluido oral,
vantajoso devido a sua facil recolha, armazenamento e transporte, para além de que €
considerado uma amostra ndo invasiva que pode ser recolhida sob observacio do
examinador, estando assim menos sujeita a adulteragdo ou substitui¢do. Através desta
amostra biologica é possivel detetar a presenca de algumas patologias, bem como

detetar a presenca de farmacos e outras substancias.

Os antipsicoticos sdao farmacos usados principalmente para o tratamento da
esquizofrenia, no entanto também podem ser usados para o tratamento de outros
problemas psiquiatricos com sintomas psicoticos. O seu objetivo principal é a

diminuicao da intensidade das alucinacGes, agitacao e delirios das psicoses.

Por vezes, a analise de uma amostra, assim que chega ao laboratério, nao é possivel e
mediante as diferentes condicbes em que estas amostras podem ser armazenadas, os
analitos podem degradar-se, alterando assim a sua concentracdo na amostra. Neste
sentido, os resultados posteriormente obtidos, no momento da anélise da amostra, nao
vao refletir os valores do momento da colheita. De modo a contornar o problema
inerente a instabilidade dos analitos, no presente trabalho estudaram-se diferentes
conservantes e condi¢oes de armazenamento de amostras de fluido oral contendo
farmacos antipsicoticos. Os farmacos incluidos no estudo foram a clorpromazina,
levomepromazina, ciamemazina, clozapina, haloperidol e quetiapina, os quais foram
testados na presenca de diferentes conservantes para se encontrar a melhor condicao
que lhes proporciona uma maior estabilidade. Para esta avaliacdo, recorreu-se aos
Dried Saliva Spots (DSS) como técnica de preparacdo, pré-tratamento e
armazenamento das amostras, uma vez que é reconhecida por conferir uma boa
estabilidade aos analitos para além de outras vantagens relacionadas com a rotina

laboratorial.

Devido ao ntimero elevado de experiéncias que seriam necessarias realizar para testar a
totalidade das diferentes condicbes de armazenamento, recorreu-se a um desenho
experimental que, de forma multivariada, permitiu uma avaliacdo mais facil, rapida e
econémica. As diferentes condi¢coes estudadas foram a presenca de alta ou baixa

concentracdo de conservante, presenca ou auséncia de luz, a temperatura e tempo de
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armazenamento das amostras. Apos realizacdo e anédlise dos resultados obtidos, foi
possivel concluir que os analitos permanecem mais estaveis nas amostras de fluido
oral, quando armazenadas a 4°C, na auséncia de luz e na presenca de 300 ng/mL de

4cido ascorbico.

Com o armazenamento nestas condi¢oes, chegou-se a conclusao que a clorpromazina e
a quetiapina apresentavam-se estaveis durante 14 dias, a levomepromazina durante 44
dias, o haloperidol e a clozapina eram estaveis durante 28 dias e a ciamemazina

apresentava uma estabilidade de 146 dias.

Palavras-chave

Estabilidade; fluido oral; antipsicoticos; Dried Saliva Spots; desenho experimental
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Abstract

The use of alternative biological samples, to blood and urine, for clinical and
toxicological analyses has gained huge interest in the last decades, since they can be
obtained more easily and rapidly. Among these, there is oral fluid, advantageous due to
its easy collection, storage, and transport. In addition, the sample collection is non-
invasive with possibility of supervision by the examiner, decreasing the risk of
adulteration or replacement. Through the analysis of this biological sample it is
possible to detect the presence of some pathologies, as well as the presence of drugs

and other substances.

Antipsychotic drugs are mainly used for the treatment of schizophrenia, however they
can also be used to treat other psychiatric disorders with psychotic symptoms. The
main purpose of these drugs is the reduction of the intensity of hallucinations,

agitation, and delirium.

Sometimes it is impossible to analyse a biological sample as soon as it arrives at the
laboratory and depending on the different conditions in which samples can be stored,
the analytes present in the sample may degrade, resulting in concentration changes.
Therefore, the results subsequently obtained, in the moment of analysis, will not
correspond to those in the moment of collection. In order to avoid the problem of
analyte instability, in the present work different storage conditions of the antipsychotic
drugs were tested. The antipsychotic drugs included in this study were chlorpromazine,
levomepromazine, cyamemazine, clozapine, haloperidol and quetiapine, and they were
tested in oral fluid in the presence of different preservatives in order to find the best
conditions that would improve their stability. The Dried Saliva Spots (DSS) technique
was used for sample preparation and storage since it is recognized to provide good

stability to the analytes amongst other laboratorial advantages.

Due to the high number of experiments needed to be carried out to test all different
preservatives and different storage conditions, an experimental design was adopted to
evaluate the outcomes in an easier, faster, and more economical way. The different
conditions evaluated were the presence of high or low concentration of preservative,
presence or absence of light, temperature, and storage time of the samples. After
analysis and interpretation of the obtained results, it was possible to conclude that
greater stability would be achieved if the oral fluid samples were stored at 4°C, in the

absence of light and in the presence of 300 ng/mL of ascorbic acid.
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With storage in these conditions, we observed that chlorpromazine and quetiapine were
stable for 14 days, levomepromazine for 44 days, haloperidol and clozapine were stable

for 28 days and cyamemazine presented a stability of 146 days.

Keywords

Oral fluid; stability; antipsychotics; dried saliva spots; design of experiments



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

-
Indice
DEAICATOTIA. ...eeeueieiieeiieeieetee ettt ettt e et e st e st e e st e et e e sat e s be e s seeesbe e st e e beeeabeeanes iii
AGTadeCIIMENTOS ..veiuvieeeiiieeeieeccieee et eecteeeetteeetee e e seee e e teeesteeessseeessseeessaeesssaeesssaeessssesnsseeas v
RESUIMIO ... s Vil
ADSITACE . ..eeetieeieeete ettt et s st e s e e st e st e e s b e e s st e e e raeeeaaeenaraes ix
LiSta d€ FigUTIAS....ueiiiiieieiieiiieeiiteeitececteeeite st e st essae e s sbe e s s te e s sateessseesssaessssseenssaeens xiii
LiSta de TADELAS ....cccevuieieirieiiiiiiieieteercte st se st esste e s sate e s sateesbaeessaeesaaeesssaeenssaesnns XV
LiSta de GraAfiCOS ...vveeeuriiiciieecieeccee ettt et et e et e e ae e e seae e e tae e e aae e e ba e e aaeennreean xvii
LiSta de ACTONIINOS ...uveeeueiiiieeieieieeitenteesiteste et esteesteesbeesatesbeessaesseesstesssessssesseenseens xix
Capitulo 1-INTrOAUCAOD .. ccccuieeeiieeeiieeectte e ctteeetee et e eete e e s te e e aeeeseaeeeesaeeesseessseessseessssananns 1
1. FIUIAO OTAL ..ttt ettt et st s st e s st et e s aaens 1
1.1.  Producio, composicio, recolha e armazenamento do fluido oral.................... 2

1.2. O fluido oral como ferramenta de diagnostico e de monitorizacao de farmacos

........................................................................................................................... 4

2. Estabilidade das amOSITas .......ccceeevuieiriiieieiiieiriiecrieccrte e e e e e e e e s see e e saees 8
2.1.  Métodos para identificacdo e quantificacio de antipsicOticos ........cccceeueen..e. 11

3. Dried Saliva SPOLS....ccccuiiiiieiiieeeeciteeecee et e e s e e s s aae e e e raaeas 12
4. PSICOTATINIACOS ....uvvveeeeerreeeeeeiteeeeeciteeeeeeteeeeeeetreeeeeeseeeeeeessaeeeeessseeeeesssseeeeessseeesensneees 16
/0% DRV 1 1§ 0 15) (0] (610 1= SO PR PPRRRPSP 17
4.1.1.  Efeitos adversos dos antipSiCOtICOS ......ccueeeeureeerieeeceeeeiieeeireeeeeeeevee e 18
4.1.2  Monitorizacao terapEULiCA ........ceevueerueeriierreierieeieeete ettt 19
Capitulo 2-Justificacdo do tema € ObJetiVOS .....cccuervueerrieerieniireeeeee e 21
Capitulo 3-Procedimento experimental ..........ccccceevieriieiiienieniienieeeeseee e 23
1. MateriaiS € METOAOS. ...cccccuiieeeeiieeeccree et e eecte e e eeereeeeeerreeeeeeaaeeesesaaeeeeennaaeens 23
1.1 ReAZENTES...cuiiiiiiiiiiiiiiiiittt e 23
1.2 Condic¢oes cromatograficas € eSpetrometricas .......cceeeeeeceveeeeeeieeeeeeecveeeeeennnn 23
1.3 F2N 0010 1 2 S 24
1.3.1  Preparacdo das aIMOSITAS ......cccuervuerrieriieerienieeniersreeseesssesssessseesseessssennes 24

1.4 Desenho experimental..........cococuiiiiiiiiiiiiiciicccceeeecee e 25

2.  Resultados € diSCUSSAO ....ccuvveeeeeiiieieeiieeeccceee et e ceitee e e eeare e e e e eara e e e e anaae e e nnneas 27
2.1 Otimizacao das condigOes eSpetromeétricas.........cceeeeeveeereerseerneerseeeneeneeenne 27
2.2 Resultados obtidos do DOE..........ccceceiieeieciiieeeecieee et evee e e anaee e 33
2,21 ACIAO ASCOTDICO ..eveveveeeeeeeeeeee ettt e et e et e e enenns 35
2.2.2  FlUOTE0 de SOAI0 ..cceeeunrrrrereieiieecciiieeeeee e e e eeeerrrerereeeeesennreneeens 42
2.2.3  AZIdA de SOAI0.cciiiiiieeciieiieeeee ettt e ee e e e e e e s nraraeees 49

xi



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

2.2.4 DoE sem adic30 de CONSErvantes .......ccoccceeevueereieeerniieenniieensiieenseeessneeennees 51

2.3  Condigoes finais para o estudo da estabilidade a longo prazo..........c...c........ 52
2.4 Estudo da estabilidade a 10ng0 Prazo.........ccceevueeeeieernieeniieeerieeerieeeieeeneens 54

3. Conclusoes e consideracoes finais........cccceeeerieeeeiiieeiiieeeciieccie e eesre e eae e 62
| 3310) 11073 2 5 F- LTSRS 63

xii



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Lista de Figuras

Figura 1: Estrutura das glandulas salivares .........c.ccccceevveeriieiniieeniieeniieenieecnieeesieeene 3
Figura 2: Transporte de biomoléculas do sangue para a saliva .........ccccceeveerieeneennennee. 6
Figura 3: Dried Matrix Spots sem amostra e sem corante (A), com amostra mas sem

corante (B), com corante mas sem amostra (C) e com amostra biolégica e corante (D).

......................................................................................................................................... 13
Figura 4: Papel de filtro usado para os Dried Saliva Spots. ..........cccceeveeecuerseeenceensuennne 15
Figura 5: Representacao esquematica do procedimento de DSS.........cccceecvveeerreennnenn. 24

Figura 6: Espetro de massa obtido no modo de scan da CPZ a uma concentracio de 10
LE/TNL. ettt ettt e et s e a e st e e bt e et e e s e e e b e e e st e e st e neesareeeneens 28
Figura 7: Espetro de massa obtido no modo de scan da LVP a uma concentracao de 10
E /TN 1eiiieiiiieeie ettt ete et e et e e st e s st e e s st e e e st e e e ae e e abe e e ab e e e bt e e e raeenaaeenraeenaraeanns 29
Figura 8: Espetro de massa com os ides originados pela fragmentacao do ido 317,1 da
CPZ a uma concentracao de 5 Ug/ML. ....ccceiriiiriiiiiiiiieeniieeeieessreesseeesreeesreeeseeeesaveees 30
Figura 9: Espetro de massa com os ioes originados pela fragmentacao do ido 227,7 da
LVP a uma concentracao de 5 Ug/ML......cccccuiieiieiiuiieiieiieeeecreeesecieeeessveee e e eeaeeesevaeeas 31
Figura 10: Cromatograma relativo aos analitos em estudo a concentracdo de 200
ng/mL para a CPZ, LVP, CLZ, QTP e CYA e 40 ng/mL para o HAL. .........ccccecuveerennneen. 33
Figura 11: Graficos de Pareto obtidos com demonstracdo da influéncia de cada fator e
interacao de fatores para cada composto individualmente com acido ascorbico. A-CPZ,
B-LVP, C-CYA, D-CLZ, E-HAL, F-QTP «..eoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseesseseeseeseesseeseeseaseene 36
Figura 12: Paretos obtidos com demonstracdo da influéncia de cada fator e interagao
de fatores para cada composto individualmente com fluoreto de sédio. A-CPZ, B-LVP,
C-CYA, D-CLZ, E-HAL, F-QTP ...ttt esre st esae s seesae s eaees 43
Figura 13: Cromatogramas no primeiro (superior) e sétimo (inferior) dia de extracao
para a CLZ (200 ng/mL) com azida de SOdio (0,1%)...c.ccccuueiieeiiieieeiiieeeeeciieeeeecieeeeeans 50
Figura 14: Cromatogramas no primeiro (superior) e sétimo (inferior) dia de extracao

para a QTP (200 ng/mL) com azida de S6dio (0,1%). ...ccevveerrreierieeerieeerireenieeeeveeennes 50

xiii



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Xiv



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Lista de Tabelas

Tabela 1: Vantagens e desvantagens do uso do fluido oral como técnica de

£20 00 1013 i £ ) 0 0 N 2
Tabela 2: Diagndsticos realizados recorrendo ao fluido oral como amostra. ................ 8
Tabela 3: Estudos realizados com a técnica de amostragem por DMS............cccoceu.eee. 14

Tabela 4: Modo de acdo e prontuério terapéutico de cada tipo de psicofarmacos no

sistema neuronal e respetivo tempo de a¢ao N0 OrganiSmo. ........cceceveeeeveercveesereessunenn. 16
Tabela 5: Efeitos adversos provocados pelos firmacos antipsicoticos. ........cccveenneen.. 19
Tabela 6: Matriz com as variaveis para a realizacdo do DoE. ........cccccceeeuveeecrieecveennnen. 26

Tabela 7: Parametros do modo MRM no GC-MS/MS para detecdo dos analitos em
LTS 01 La (o TR USRS RRRR 32
Tabela 8: Resultados obtidos através do calculo do racio entre os sinais dos analitos e
o sinal do padrao interno para o conservante acido ascOrbico........ccccceevueeveerreerseeennens 35
Tabela 9: Resultados obtidos através do calculo do racio entre os sinais dos analitos e
o sinal do padrao interno para o conservante fluoreto de s6dio. ........cccccveeeerreeereennnnenn. 42
Tabela 10: Resultados obtidos através do calculo do racio entre os sinais dos analitos e
o sinal do padrao interno para o conservante azida de sOdio........cccccueeeevveeecreeeereeennnenn. 49
Tabela 11: Resultados obtidos para as amostras armazenadas a diferentes condicoes
sem adiCA0 de CONSEIVANLE. .......eeruiiriirrieriieeiteeteerte et te et et e s b et e e st e aeesseeesaeeeseenne 51
Tabela 12: Resultados obtidos através do calculo das médias dos resultados obtidos
entre o primeiro e o sétimo dia das amostras sem adicao de conservante...................... 51
Tabela 13: Resposta dos analitos com e sem conservante ao fim do armazenamento
durante 1 e 7 dias a 4°C na auséncia de TUzZ. .......cocveeeeeeiuvieeeciieeeececreeeeecree e 53
Tabela 14: Resultados da estabilidade ao longo de 146 dias para os farmacos CPZ,
LVP, CYA, CLZ, HAL € QTP (1=3). ceeeeeteerterieiniienieeseesieesstessessssessseesssesssessssesssassseenns 55



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Lista de graficos

Grafico 1: Evolucao do consumo de psicofarmacos em Portugal continental entre
2000 € 2012, .euveruierreeiereesreretestessesstesseessestesseessesssesseessesstesseessessessesssesstessesssesssessesssesnes 17

Grafico 2: Evolucdo do consumo de psicofarmacos em Portugal continental entre

P2l o B2l 2T 0 € < TSRSt 17
Grafico 3: Efeitos principais na CPZ com acido ascOrbico.........cceevuveereuverrcueerneeennnneen. 37
Grafico 4: Efeitos principais na LVP com acido ascOrbico. ........coeeveervvieercueernveennnneen. 37
Grafico 5: Efeitos principais na CYA com acido ascOrbico. .......ceeeveeecreeeccveeeecveenenneen. 37
Grafico 6: Efeitos principais na CLZ com acido ascOrbico. ........ccecveeeerveeecreeecveeeennnn. 38
Grafico 7: Efeitos principais no HAL com acido ascOrbico.........ceeeveeecvveeccveeeccveeeennenn. 38
Grafico 8: Efeitos principais na QTP com 4cido ascOrbico. ......cceevveeecrveercrreeccveeeennnn. 38
Grafico 9: Interacoes de varios fatores para a CPZ com acido ascorbico. ................... 39
Grafico 10: Interacdes de varios fatores para a LVP com 4acido ascorbico. ................. 39
Grafico 11: Interacoes de varios fatores para a CYA com 4cido ascorbico................... 40
Grafico 12: Interagoes de varios fatores para a CLZ com 4cido ascorbico. ................. 40
Grafico 13: Interagoes de varios fatores para o HAL com &cido ascorbico. ................ 40
Grafico 14: Interacoes de varios fatores para a QTP com acido ascorbico. .................. 41
Grafico 15: Efeitos principais para a CPZ com fluoreto de so6dio. ........cccceevvercueennnnns 44
Grafico 16: Efeitos principais para a LVP com fluoreto de sodio. ........cccccevvvercueennnns 44
Grafico 17: Efeitos principais para a CYA com fluoreto de s6dio. .......ccceeeevveeeureeennnen. 44
Grafico 18: Efeitos principais para a CLZ com fluoreto de s6dio. ........cccceeeeerveeeneens 45
Grafico 19: Efeitos principais para o HAL com fluoreto de sodio. ........ccccceeuervueenneens 45
Grafico 20: Efeitos principais para a QTP com fluoreto de s6dio. .......ceceeeeeeeeeenneens 45
Grafico 21: Interagoes de varios fatores para a CPZ com fluoreto de sodio. ............... 46
Grafico 22: Interacodes de varios fatores para a LVP com fluoreto de sédio................ 46
Grafico 23: Interacoes de varios fatores para a CYA com fluoreto de sodio. .............. 47
Grafico 24: Interacoes de varios fatores para a CLZ com fluoreto de sodio................ 47
Grafico 25: Interacoes de varios fatores para o HAL com fluoreto de sodio................ 47
Grafico 26: Interacoes de varios fatores para a QTP com fluoreto de sodio. .............. 48

Grafico 27:
dias......cceeu.u.
Grafico 28:
dias.......cee....
Grafico 29:

dias...ceeeeeeeens

Estabilidade da CPZ em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146

.................................................................................................................... 56
Estabilidade da LVP em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146

.................................................................................................................... 57

Estabilidade da CYA em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146

.................................................................................................................... 58

xvii



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Grafico 30: Estabilidade da CLZ em fluido oral armazenadas em DSS ao longo de 146
QEAS. ervrrrrreeeiieeieireree e eeererare e e e et eeeesabarer et e e e eeee b bt arareeeeeeeasrbaaaaaaeeeeeeaarrbararaeeeeeenannranes 59
Grafico 31: Estabilidade do HAL em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146
(4 1T TR USRI 60
Grafico 32: Estabilidade da QTP em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146
QIAS. rreeeiieeiiie ettt et e e e e e ete e et e e et e e st e e et e e e taeee b e e e e bae e e tee et e eeabeeenabaeenraeeeraeeenraeennras 61

xviil



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Lista de Acréonimos

ASG
CCNI
CLZ
CPZ
Ccv
CYA
DBS
DMS
DoE
DPS
DSS
DTT
DUS
EGFR
ELISA
FGF19
FRS2
GC
GC-NPD
GC-MS
GC-MS/MS
GREB1
HAL

HPLC-DAD

LC
LC-MS
LC-MS/MS
LC-DAD
MRM
TOF/MS
TCEP

Antipsicoticos de primeira geracao

Antipsicoticos de segunda geracao

Ciclina I

Clozapina

Clorpromazina

Coeficiente de variacao

Ciamemazina

Dried Blood Spots

Dried Matrix Spots

Desenho experimental

Dried Plasma Spots

Dried Saliva Spots

Ditiotreitol

Dried Urine Spots

Recetor do fator de crescimento epidérmico

Ensaio de imunoabsorc¢ao enzimatica

Fator de crescimento de fibroblastos 19

Substrato 2 do recetor do fator de crescimento de fibroblastos
Cromatografia gasosa

Cromatografia gasosa com detetor de azoto e fosforo
Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa
Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem
Gene regulado pelo estrogénio no cancro da mama
Haloperidol

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de matriz
de diodos

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa
Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem
Cromatografia liquida com um detetor de matriz de diodos
Monitorizacao de multiplas reacoes

Espetrometria de massa com detetores de tempo de voo

Tris(2-carboxietil) fosfina

Xix



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Capitulo 1-Introducao

1. Fluido oral

No campo da toxicologia forense, o sangue e a urina sao as amostras de eleicao para
analises ante e post-mortem. O sangue, apesar de indicar uma exposicao recente a
farmacos ou outras substancias, apresenta um método de recolha invasivo. No que
respeita a urina, esta é uma amostra que facilmente pode ser adulterada, para além de
que nao pode ser aplicada para a detecdo de todas as substancias como é o caso de
substancias altamente lipossoliveis que nao se excretam por esta via[1, 2]. Amostras
como o suor, o cabelo e o fluido oral ou, no caso de exposi¢ao a substancias durante o
periodo fetal, o meconio, o liquido amnidtico e o tecido ou sangue do cordao umbilical,
tém vindo a despertar interesse, especialmente por parte de laboratérios clinicos, no
campo da quimica analitica e toxicologia forense, uma vez que constituem uma
alternativa as amostras convencionais[2—4]. Estas amostras nao convencionais
apresentam muitas vantagens, nomeadamente uma maior sensibilidade (tendo em
conta a baixa quantidade de amostra disponivel) e uma recolha por métodos faceis e
nao invasivos, que pode ser realizada sob supervisao, de modo a minimizar as possiveis
adulteracoes[3]. O fluido oral foi usado pela primeira vez como amostra alternativa na
década de 70 para determinacdo de fenobarbital, fenitoina, primidona, etossuximida,
antipirina e cafeina, e desde entdo a sua aplicacdo em contextos clinicos e forenses tem

sido bastante explorada[5].

O aumento da utilizacdo desta matriz bioldgica deve-se ao facto de possuir inimeras
vantagens, comparativamente as amostras convencionais de sangue e urina. Porém, o
fluido oral também apresenta algumas desvantagens quando comparado com essas
mesmas amostras[4, 6—8]. Na tabela 1 encontram-se descritas as vantagens e

desvantagens desta matriz biolbgica.
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Tabela 1: Vantagens e desvantagens do uso do fluido oral como técnica de amostragem [4, 6—8].

Vantagens Desvantagens

Recolha facil, rapida e ndo invasiva Técnica de amostragem nao estéril

Recolha realizada sob observacio do o .
] Amostras sujeitas a degradacio bacteriana e
examinador, sendo menos propensa a L . .
5 o contaminacdo com interferentes da matriz
adulteracao/substituiciao

. Almofadas de recolha podem contribuir com
Facil transporte . . o . .
interferentes ou impedir a liberta¢ao do analito

Menor liga¢do do fArmaco a proteinas Volume de amostra reduzido
Droga mae presente em maiores concentracoes Fluido viscoso
Baixo risco de contaminacao Reduzida concentracdo de analitos
Nao coagula Procedimento de recolha nao uniformizado

E ainda de realcar que substancias administradas oralmente, bem como aquelas que
podem ser fumadas, podem encontrar-se em elevadas concentragoes ap6s consumo
recente. Isto deve-se ao facto de poder ocorrer acumulagao de residuos na cavidade
oral, podendo comprometer a precisao dos resultados (as concentracoes determinadas

podem nao refletir a concentracao real do medicamento no sangue)[4].

1.1. Producao, composicao, recolha e armazenamento do fluido
oral
Os termos fluido oral e saliva sdo muitas vezes usados para designar a mesma amostra
biolégical9], no entanto, a saliva € o fluido recolhido apenas de uma glandula especifica
e é livre de outros componentes[10], por outro lado, o fluido oral (saliva mista) provém
principalmente de trés grandes glandulas salivares: parotida (cerca de 20%),
submandibular (cerca de 65%) e sublingual (entre 7 a 8%). Também algumas glandulas
menores (cerca de 10%) estdo envolvidas na producao desta amostra biologica[11]. As
glandulas salivares (figura 1) sdo compostas por células epiteliais especializadas, por
unidades secretoras basicas, que consistem em aglomerados de células designados por
acinos, e por um sistema de ductos[12]. Inicialmente, as células mioepiteliais
contraem-se como resposta aos estimulos nervosos e induzem as células acinares a
produzirem e secretarem fluido. A medida que vai passando pelos ductos, este fluido
vai alterando a sua composicao quimica para ser libertado na cavidade oral sob a forma
de um fluido hipoténico. Estas células acinares podem ser classificadas como células
serosas, que estao localizadas nas glandulas parotidas, e células mucosas, localizadas
nas glandulas sublinguais. As glandulas submandibulares sdo compostas por uma
mistura dos dois tipos de células[13]. Se por um lado, as células serosas, secretam um

liquido aquoso essencialmente desprovido de mucinas, por outro lado, as mucosas,
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produzem uma secrecao muito rica em mucinas. Portanto, as células acinares secretam
um fluido composto por agua (cerca de 99%), eletrolitos (céalcio, magnésio, sbédio,
potassio, cloreto, bicarbonato, fosfato), muco e enzimas, que fluem dos acinos para os
ductos coletores[9, 13, 14]. Assim, podem ser observadas diferencas na concentracao de
sais, i0es e proteinas totais existentes entre os fluidos produzidos por cada tipo de

glandula[11].

Células acinares Ductos celulares

Células Mioepiteliais

Duto Duto Duto
intercalado estriado excretor

Figura 1: Estrutura das glandulas salivares- Adaptado de Proctor and Shaalan[15]

O fluido oral é, assim, considerado uma mistura da saliva segregada pelas glandulas e
de constituintes que nao se originam nas glandulas salivares, como o fluido gengival
crevicular, o soro transudato da mucosa, residuos alimentares, compostos sanguineos
(provenientes em caso de inflamacdo oral ou lesdo da mucosa), células epiteliais e
imunolodgicas e microrganismos[14, 16]. Esta amostra biologica apresenta pH entre 6 e
7 e possui um papel protetor ativo na manutencdo da higiene, com véarias funcdes ao
nivel da saidde e homeostase oral, protecio da mucosa contra danos mecanicos,
formacao do bolo alimentar e digestao prévia dos alimentos, devido a presenca da a-

amilase e outras enzimas[11, 16].

Um adulto saudavel pode produzir entre 1 L e 1,5 L de fluido oral por dia, sendo os
fluxos tipicos de aproximadamente 0,05 mL/min durante o sono, 0,5 mL/min quando
cospe e de 1 mL/min a 3 mL/min com a mastigacao de uma pastilha[9, 11]. A producao
e composicao salivar dependem da atividade do sistema nervoso auténomo (estimulos
a-p adrenérgicos e colinérgicos) e de diversos fatores fisioldgicos e patologicos, como a
idade, fatores hereditarios, estado emocional do individuo, alteracées hormonais, uso
de farmacos, atividade fisica, ritmo circadiano, bem como o facto da secrecao salivar ser
basal ou estimulada[7, 16, 17]. Em média, a taxa de fluxo do fluido ndo estimulado
numa pessoa saudavel é de 0,3 mL/min, e pode ser recolhido pelo método de drooling
(o fluido oral é deixado cair diretamente no frasco de recolha), spitting (cuspir

diretamente no frasco de recolha), sendo que este é 14 vezes mais propenso a possuir



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

bactérias que o método de recolha por drooling[16], com uma “almofada” absorvente
ou por succao. Para além destas técnicas, encontram-se comercializados dispositivos
para proceder a recolha[14]. Existe ainda a possibilidade de recolha de saliva de apenas
uma glandula especifica, no entanto, este tipo de recolha é realizado por canulacao, o
que é considerado um método de recolha invasivo, demorado e que necessita de um
profissional especializado para a sua realizacao[14, 18]. O fluido oral estimulado é
recolhido recorrendo a acdo da mastigacdo, utilizando para tal uma pastilha ou
parafina, ou recorrendo a estimulacdo gustatoéria, através da aplicacao de 1 gota de
acido citrico na lingua. Aquando da estimulacao da producao de fluido oral, a taxa de
fluxo aumenta, sendo, em média, de 7 mL/min[11, 14]. O fluido oral estimulado
permite uma melhor detecao de marcadores cancerigenos[19], no entanto, pode induzir
a uma incorreta quantificacdo da presenca de fArmacos ou outras substancias devido a
alteracao do pH e da quantidade de fluido, bem como a alteracdo da concentracdo de

algumas moléculas presentes no fluido[14, 17, 19].

O método de recolha do fluido oral varia consoante o fim a que se destina a anélise.
Como tal devem ser fornecidas informacgoes detalhadas sobre o protocolo de recolha de
modo a adotar procedimentos corretos, tais como evitar a ingestdao de alimentos,
liquidos e a escovagem dos dentes pelo menos 30 minutos antes da recolha[16]. Alguns
fatores tais como o procedimento de armazenamento e o tempo apo6s a recolha podem
afetar a anélise uma vez que algumas variaveis bioquimicas podem ser afetadas pela
temperatura ou pelo crescimento bacteriano[16]. As amostras de fluido oral devem ser
congeladas o mais rapido possivel apds a recolha (temperatura <-20°C), de modo a
manter a integridade da amostra, no entanto, se nao for possivel, devem ser
armazenadas a 4°C (no maximo até 6h) para evitar o crescimento microbiano e a
degradacdo de alguns compostos[20]. Estas amostras podem ainda ser congeladas a -
80°C durante anos e mesmo assim manter a sua integridade inicial. Outro modo para
processamento e armazenamento das amostras, é o congelamento rapido em azoto

liquido com o uso de inibidores enzimaticos[20].

1.2. O fluido oral como ferramenta de diagnéstico e de
monitorizacao de farmacos

Alguns dos analitos, tanto enddégenos como exdgenos, passam para o fluido oral a partir

do plasma sanguineo uma vez que as glandulas salivares estao cercadas por capilares

sanguineos e sdao altamente permeéaveis, favorecendo assim a permuta de substancias

entre o sangue e as células acinares[7, 8, 14]. Constituintes como DNA, RNA,

hormonas, enzimas, metabolitos e anticorpos, ao estarem presentes na corrente

sanguinea conseguem passar para o fluido oral, alterando a sua composicao
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bioquimica[8, 21]. Ao serem corretamente identificadas, as biomoléculas presentes
nesta matriz podem eventualmente funcionar como biomarcadores para a detecdo
precoce de doencas orais e sistémicas[21, 22], enquanto que a presenca de farmacos ou
dos seus metabolitos refletem melhor os seus efeitos farmacologicos ou toxicos no

organismo[23].

Considera-se que as permutas dos constituintes presentes no plasma sanguineo com o
fluido oral se dao através de 3 grandes vias intra e extracelulares, sendo elas a difusao
passiva, o transporte ativo e a ultrafiltracdo (figura 2)[14]. A difusao passiva €
considerada a via intracelular mais comum de transporte de moléculas, como é o caso
de hormonas esteroides[14] e farmacos[23]. Para estas se difundirem do sangue para o
fluido oral tém de atravessar as paredes capilares sanguineas, o espaco intersticial entre
os capilares e as glandulas salivares, e posteriormente a membrana basal, o citoplasma
e a membrana luminal das glandulas salivares. Assim, variaveis como o pH do plasma e
do fluido oral, o pKa, a lipossolubilidade, a carga, o peso molecular, a estereoquimica,
o grau de ligacao a proteinas plasmaticas e a clearance das moléculas, as enzimas
salivares existentes e a taxa de fluxo salivar podem afetar a difusdo destas do plasma
para o fluido oral[7, 24, 25]. Portanto, para os farmacos atravessarem facilmente a
membrana existente entre as duas matrizes devem estar na sua forma livre (ndo ligada
a proteinas plasmaticas), nao ionizada e com peso molecular inferior a 500Da[7]. Deste
modo, a concentracdo de farmacos presente no fluido oral representa a fracao livre e

nao ionizada do farmaco existente no plasma sanguineo[25].

Segundo a equagdo de Handerson-Hasselbalch, no equilibrio, o pKa do firmaco e a
diferenca de pH existente entre as duas matrizes é que determinam a quantidade de
farmaco presente no fluido oral[7, 25]. Normalmente, os farmacos basicos concentram-
se mais nesta matriz, uma vez que ao chegarem a um meio mais acidico facilmente se
ionizam e ficam retidos. Por outro lado, os farmacos mais acidicos concentram-se mais
no plasma[7]. Logo, por norma, a concentracao de farmacos bésicos existentes no
fluido oral é mais elevada que no plasma enquanto que a concentracao de farmacos
acidos é mais elevada no plasma que no fluido oral[26]. Porém, existem farmacos
instaveis na matriz biologica alternativa, os quais muitas vezes nao podem ser usados
para monitorizacao terapéutica a menos que se usem outras estratégias para estabilizar

os analitos[23].

O transporte ativo, também uma via intracelular de transporte de moléculas, é
realizado contra o gradiente de concentracdo através das células secretoras das

glandulas e é responsavel pelo transporte dos constituintes i6nicos e de IgA secretora
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do plasma sanguineo para o fluido oral[14, 27]. A ultrafiltracdo é uma via de transporte
extracelular e consiste na filtracao de moléculas através dos espacos existentes entre os
acinos e as células dos ductos. Este tipo de transporte pode ainda ocorrer através das
gap junctions das células. A ultrafiltracdo permite apenas a passagem de moléculas
com um peso molecular inferior a 1900 Da, como a &4gua, os esteroides, as
catecolaminas e os i0es, sendo a sua concentracdo no fluido oral 300 a 3000 vezes

inferior aquela encontrada no plasma sanguineo[7, 14].

Por sua vez, a transudacao, outro tipo de transporte de biomoléculas do sangue para o
fluido oral, consiste na passagem dos componentes plasmaticos através da mucosa oral

ou do fluido gengival crevicular. Este transporte é responsavel pela presenca de

albumina no fluido oral[17, 18].

Relativamente a existéncia de biomarcadores no fluido oral, segundo Yoshizawa et
al.[8] apesar destes mecanismos explicarem a sua presenca nesta matriz, muitos
estudos ainda sdo necessarios para provar estas hipoteses. Se tal se comprovar, é entao
possivel afirmar que o fluido oral tem a capacidade de comunicar o estado de satide de

um individuo e refletir o estado fisiologico do organismo[8, 21].

Células das glandulas salivares
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Figura 2: Transporte de biomoléculas do sangue para a saliva- Adaptado de Pfaffe et al. [14]

A investigacao na area da metabolomica salivar é recente, sendo que nos ultimos 10
anos tem havido um aumento acentuado neste campo[28]. Apesar dos diversos estudos
existentes nesta area, os mais realizados sdo acerca de possiveis biomarcadores

presentes no fluido oral que identifiquem a presenca de doencas[28].
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Num estudo recente realizado por Meleti et al.[29], no qual foram analisados 79 artigos
sobre o uso de biomarcadores salivares para a detecao de doencas sistémicas e tumores
malignos, 87% dos estudos analisados apresentaram uma boa correlagdo entre 1 ou
mais biomarcadores detetados no fluido oral e a patologia associada a presenca desses
biomarcadores. No entanto apenas 19 destes estudos foram concordantes com a
maioria dos critérios definidos pelo Instituto Nacional de Satde (NIH) dos Estados
Unidos[29]. Teoricamente, a concentracao de analitos presente no fluido oral é mais
baixa que a concentracdo dos mesmos no plasma, porém devido & maior sensibilidade
dos novos instrumentos analiticos, com os quais a maioria dos laboratorios ja se
encontra equipado, é possivel detetar a presenca de concentracoes reduzidas [6, 30].
Segundo Gardner et al[28] o potencial dos metabolitos salivares, enquanto
biomarcadores para diagnostico de doencas, é promissor[28], no entanto, mais
investigacao é necessaria no sentido de melhorar os sistemas de identificacdo molecular
salivar e padronizar os protocolos analiticos [22]. O desenvolvimento de tecnologias
(semelhantes as que ja existem para a detecao de HIV, os OraQuick®) que permitam a
detecdo fiavel de biomarcadores para o diagnodstico e acompanhamento de doencas
sistémicas/tumores malignos, através da avaliacao do fluido oral, é um possivel alvo da

medicina moderna[29].

Tendo como base de pesquisa o PubMed, com palavras-chave como “diagnostic” e
“oral fluid”, foram poucos os estudos de diagnoéstico de doencas com base em fluido
oral que foram realizados nos ultimos 2 anos. Na tabela 2 apresentam-se estes estudos

bem como outros realizados para o diagnostico de outras doencas.
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Tabela 2: Diagnosticos realizados recorrendo ao fluido oral como amostra.

Diagnéstico Marcador(es) Referéncia
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) Anticorpos do HIV [31]
) . DNA do HBV; Antigénios,
Virus da Hepatite B (HBV) ] [3215[331]
anticorpos e DNA do HBV
Sifilis Anticorpo treponémico [34]
Parvovirus B19g (B1gV) Anticorpos IgM e IgG do B1gV [35]
Periodontite Metaloproteinase-8 da matriz [36]
) Acetilcolinesterase e
Alzheimer . [37]
pseudocolinesterase
Doenca de Parkinson Heme oxigenase-1 [38]
) Catepsina D, a-enolase e 3-2-
Sindrome de Sjogren’s . . [39]
microglobulina

Problemas gastricos, doenca . . .
Bactéria helicobacter pylori

gengivoperiodontal; Doencas gastroesofagicas [40]; [41]
Sindrome de Cushing Cortisol [42]
Cancro da mama c-erbB-2 [43]
Cancro do pulmao CCNI, EGFR, FGF19, FRS2, GREB1 [44]
Doencas cardiovasculares Proteina C reativa e homocisteina; [45]

CCNI-Ciclina I; EGFR- Recetor do fator de crescimento epidérmico; FGF19-Fator de crescimento de
fibroblastos 19; FRS2- substrato 2 do recetor do fator de crescimento de fibroblastos; GREB1-Gene

regulado pelo estrogénio no cancro da mama

2. Estabilidade das amostras

Devido a possiveis questdes burocraticas ou ao volume de trabalho laboratorial, nem
sempre € possivel analisar de imediato as amostras que chegam aos laboratorios,
podendo haver, assim, um atraso de semanas, meses ou até mesmo anos desde o
momento de recolha/chegada das amostras até ao momento da sua anélise e
quantificacdo das substancias nelas presentes[46]. Assim, conhecer e avaliar a
estabilidade dos analitos em diversas matrizes biol6gicas apdés o seu manuseio e
armazenamento sob diferentes condicOes, é essencial para os toxicologistas analiticos

de modo a conseguir interpretar os resultados obtidos[47].

A degradacao do analito pode dever-se a sua ligacdo a proteinas da matriz, as suas
propriedades fisico-quimicas, ao dispositivo de recolha, as condicoes de
armazenamento, ou a reacao do analito com outros componentes, como enzimas. Com
base nestas premissas, deve-se ter em conta o modo de preparacdo, processamento
(condicoes de armazenamento) e analise das amostras, para que a concentracao de

analito, desde a recolha da amostra, nao seja afetada por possiveis degradacoes. Nestas
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situacoes, a adicdo de conservantes ou preservantes as amostras antes do seu

armazenamento podem auxiliar na minimizacao da degradacao de analitos[46, 47].

Devem ser preparadas solucoes desse analito na matriz biolégica em estudo e analisar
aliquotas inicialmente, apds a aplicacdo das amostras e ap6s as condicoes de
armazenamento que irdo ser avaliadas. Posteriormente, apés a analise, a estabilidade
das solucoes armazenadas a diferentes condicoes deve ser testada através da

comparacgao da sua resposta com solugoes preparadas no imediato[48, 49].

A maioria dos estudos existentes sobre a estabilidade dos farmacos em diversas
matrizes visam o desenvolvimento de métodos bioanaliticos, sendo normalmente
estudadas a estabilidade a curto prazo, longo prazo e apoés ciclos de congelamento-
descongelamento[50]. Contudo, na maioria das vezes, os resultados obtidos acerca da
estabilidade das amostras a longo prazo e apos certas condi¢des de armazenamento

nestes estudos sao insuficientes ou mesmo inexistentes[50].

Segundo a literatura [50—-52], a estabilidade de antipsicoticos foi estudada em
diferentes matrizes, com diferentes condicbes de armazenamento e com a adicdo de
conservantes. Fisher et al.[52] usaram acido ascoOrbico, tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP) e ditiotreitol (DTT) como conservantes para tentar melhorar a estabilidade da
Olanzapina em fluido oral e sangue total hemolisado e heparinizado, tendo concluido

que o acido ascérbico era o conservante mais eficiente.

Moretti et al.[51] desenvolveram um método analitico utilizando um equipamento de
cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem (LC-MS/MS)
para identificar e quantificar antidepressivos e antipsicoticos em Dried Blood Spots
(DBS). Das amostras post-mortem recolhidas, conseguiram identificar 17 analitos, para
os quais desenvolveram o método analitico, destes, 7 eram antipsicoticos. A
estabilidade destes 7 antipsicoticos foi estudada, sem adicdo de nenhum conservante,
num periodo de 3 meses em DBS (armazenados a temperatura ambiente, no escuro) e
em amostras de sangue (armazenadas a -20°C). Em ambos os métodos de
armazenamento, as amostras foi adicionado tampao fosfato e extraidas com recurso a
extracao em fase so6lida. Nos DBS armazenados a temperatura ambiente, a clotiapina
demonstrou ser instavel apos 2 semanas de armazenamento e apresentou perdas
superiores a 70% apoés os 3 meses de armazenamento, a dixirazina, o haloperidol e a
amisulprida mantiveram-se estaveis durante o tempo de estudo, a paliperidona
manteve-se estavel durante as 3 primeiras semanas, degradando-se em mais de 50%

apos os 3 meses de armazenamento, tal como a pimozida. A quetiapina numa das
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amostras dos DBS demonstrou ser instavel logo apdés a primeira semana de
armazenamento, enquanto que nas outras duas amostras se manteve estavel. No
sangue armazenado a -209C a clotiapina, a amisulprida, a dixirazina, o haloperidol, a
quetiapina e a paliperidona mantiveram-se estaveis durante os 3 meses de estudo,
enquanto que a pimozida nesta matriz demonstrou ser instavel. E importante salientar
que neste estudo em concreto, os autores utilizaram os DBS unicamente como técnica

de recolha e armazenamento da amostra e nao como técnica de pré-tratamento.

Num outro estudo realizado por Saar et al.[50] foi avaliada a estabilidade de 30
antipsicdticos, a alta e baixa concentracdo, presentes numa amostra de sangue, durante
10 semanas a 4 temperaturas diferentes (200C, 49C, -200C e -609C). As amostras de
sangue, livres de farmacos, foram colocadas em tubos de polipropileno de 10 mL que
continham 30 mg de oxalato de potassio e 200 mg de fluoreto de sodio, e
posteriormente foram fortificadas. Apenas 8 antipsicoticos demonstraram ser instaveis
ou pouco estaveis em algumas condicoes (a maioria a elevadas concentracoes de
analitos na amostra, independentemente da temperatura de armazenamento). Assim,
para estes farmacos o estudo foi prolongado por mais 10 semanas, usando apenas
amostras com elevadas concentracoes de antipsicoticos e variando apenas as
temperaturas de armazenamento (20°C, 4°C, -20°C e -60°C). Observou-se, no geral,
que a maioria dos antipsicoticos, durante as 20 semanas apresentaram menos perdas
com o armazenamento a -200C e -600C, exceto a clorpromazina que apresentou uma
maior instabilidade quando armazenada a -20°C, comparativamente ao
armazenamento a 20°C. Apesar disto, verificou-se uma grande instabilidade (com
perdas superiores a 15%) dos analitos. Neste estudo avaliou-se a estabilidade dos

analitos na matriz bioldgica, sem recurso a nenhum tipo de dispositivos de recolha.

Também Fisher et al.[52] estudaram a estabilidade de 10 antipsicéticos de segunda
geracao em plasma, sangue total hemolisado, fluido oral e soro humano e de bovino.
Observaram que no plasma humano (com EDTA como anticoagulante), todos os
analitos demonstraram ser estaveis durante pelo menos 1 ano a -20°C, 2 semanas com
armazenamento entre 20C a 80C, 3 dias armazenados a temperatura ambiente e apo6s
sofrerem 3 ciclos de congelamento/descongelamento. Os antipsicoticos
dihidroaripiprazol, olanzapina e a quetiapina foram os tinicos que demonstraram ser
instaveis nesta matriz biologica ap6s armazenamento durante 2 anos a -20°C. No soro
humano e de bovino, a estabilidade dos farmacos foi reduzida, especialmente para o
dihidroaripiprazol, a norclozapina, a olanzapina e a quetiapina. Apenas a -20°C é que a
maioria dos farmacos apresentou uma boa estabilidade no soro de bovino[52]. Em

sangue total hemolisado, os analitos também demonstraram ser todos estaveis durante
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2 dias a temperatura ambiente e 1 semana armazenado entre 20C e 80C. A -200C, nesta
matriz biolégica, todos os analitos se apresentaram estaveis durante 2 meses, exceto a
clozapina, a norclozapina e a olanzapina. O sangue hemolisado, ao ser tratado com
acido ascorbico, apresentou menos perdas de olanzapina apds 23 dias a -20°C e
durante ciclos de congelamento/descongelamento, enquanto que o seu tratamento com
os outros conservantes (DTT e TCEP) apresentou resultados semelhantes aos do
sangue hemolisado nao tratado. No fluido oral todos os analitos foram estaveis por 2
dias a temperatura ambiente, 1 semana entre 2 e 8°C e dois meses a -20°C, exceto a
olanzapina. Para tentar melhorar a estabilidade deste fArmaco, o fluido oral foi tratado
com acido ascorbico e TCEP, verificando-se uma melhoria na sua estabilidade a -
20°C[52]. Do mesmo modo que no estudo anterior foi avaliada a estabilidade dos

compostos na matriz biologica sem recurso a dispositivos de recolha.

2.1. Meétodos para identificacao e quantificacao de antipsicoticos

A andlise de substancias presentes em fluido oral, em ambiente laboratorial, pode ser
realizada por métodos imunoquimicos e métodos cromatograficos. Os métodos
imunoquimicos siao frequentemente usados, no entanto, devido a sua reduzida
especificidade, possibilidade de reatividade cruzada e presenca de interferentes, por
vezes resultam em falsos negativos e falsos positivos.[53]. Assim, para confirmar os
resultados obtidos nestes testes, muitas vezes recorrem-se a técnicas cromatograficas
acopladas a espetrometria de massa, uma vez que tém maior especificidade,
seletividade e sensibilidade e permitem efetuar uma analise quantitativa[53]. Dentro
das técnicas cromatogréaficas, a cromatografia gasosa (GC) acoplada a espetrometria de
massa (MS) ou espetrometria de massa em tandem (MS/MS) e a cromatografia liquida
(LC) acoplada a MS/MS ou a MS com detetores de alta resolucado, nomeadamente
tempo de voo (TOF/MS) s3o as técnicas mais usadas para a determinacdo de
antipsicoticos[54]. A cromatografia acoplada a espetrometria de massa em tandem
permite obter uma maior sensibilidade, especificidade, precisao e reprodutibilidade[55,
561.

A LC-MS e a LC-MS/MS sao técnicas analiticas que permitem a analise e quantificacao
de compostos mais polares, nao volateis, termolabeis e de elevado peso molecular[9,
57]. No entanto, estas técnicas apresentam limitacGes tais como a obtencao de espetros
com fragmentacoes diferentes entre os equipamentos de varios laboratorios. Portanto,
para estes equipamentos nao existem bibliotecas de espetros como as que existem para
GC-MS, estando apenas disponiveis bibliotecas internas, uma vez que a
reprodutibilidade dos espetros gerados por electrospray, entre os equipamentos de

diferentes laboratorios, é fraca, dificultando a compilacdo de bibliotecas de espetros
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comuns[9, 56, 57]. Outra limitacao destas técnicas é a possibilidade da formacao de
aductos devido a presenca de solvente na camara de ionizacao. O solvente introduz sais
de Na+, K*, NH4* que ao serem combinados com os analitos vao produzir ides com uma
razdo massa/carga 23, 40 ou 18 vezes superior a expectavel, dificultando a
interpretacdo dos espectros de massal9, 56]. Em LC-MS/MS pode ainda ocorrer a co-
eluicdo de moléculas durante a ionizacdo dos analitos, resultando em supressiao ou

aumento dos sinais i6nicos[58].

Uma vez que a maioria dos antipsicoticos nao sao volateis, o método mais usado para a
sua separacao, detecao e quantificacao é a LC-MS/MS [55, 59], no entanto Rosado et
al.[59] validaram um método por GC-MS/MS que permitiu determinar antipsicoticos

em fluido oral.

A GC-MS é considerada a técnica de eleicao para confirmacao dos testes de screening
positivos, em toxicologia clinica e forense, devido a sua elevada reprodutibilidade. E
uma tecnologia que se encontra presente na maioria dos laboratérios e permite a
obtencdo do mesmo espetro de massas para as mesmas amostras entre diferentes
laboratorios, desde que as condicoes de ionizagao sejam as mesmas (70 €V). Permite a
analise de analitos de baixo peso molecular, volateis e estaveis a altas temperaturas,
possuindo ainda uma enorme variedade de bibliotecas de espetros que permite uma
melhor identificacdo dos analitos[9, 57, 60]. A grande desvantagem desta técnica
prende-se com o facto de na maioria das vezes ser necessario um passo de derivatizacao
quimica, de modo a possibilitar a identificacdo de analitos polares, termolabeis e nao
volateis[61]. A derivatizacdo quimica consiste entdo na conversdo de um analito numa
estrutura diferente da original, conferindo-lhe assim propriedades mais compativeis
com as condi¢Oes cromatograficas[62]. Existem varias desvantagens apontadas a este
passo, nomeadamente o tempo necessario para a derivatizacdo, uma vez que a rapidez
da analise toxicologica é fundamental[60], e a possivel complicacao da interpretacao
dos dados analiticos obtidos, visto que o derivatizante pode introduzir impurezas nas
amostras e a quantidade adicionada pode por um lado gerar um grande sinal e ocultar
os sinais dos outros compostos, ou entdo por outro lado se a quantidade de
derivatizante nao for suficiente os analitos podem nao ser transformados

corretamente[61, 62].

3. Dried Saliva Spots

A técnica de Dried Matrix Spot (DMS) é uma técnica inovadora que consiste na recolha

de um fluido biologico que é colocado num spot de um papel especifico e deixado a
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secar. ApOs a secagem da amostra, o spot é cortado e o seu contetido é extraido e

analisado[63].

Esta técnica tem atraido uma consideravel atencdo, nomeadamente no campo da
toxicologia analitica e forense. O reduzido volume de amostra necessario, a melhor
estabilidade que os analitos apresentam, o facil transporte e armazenamento das
amostras, bem como o baixo risco de contaminacao e os baixos custos associados, sao
as vantagens que esta técnica apresenta[64]. Relativamente a recolha, esta pode ser
realizada com condicoes favoraveis ao paciente uma vez que pode ser feita em casa,
favorecendo pessoas com doengas crdnicas ou com reduzida mobilidade. Também
apresenta vantagens para os profissionais de satide, uma vez que poupam tempo na
recolha das amostras aos varios pacientes. O envio das amostras é posteriormente feito

através do correio[ 65].

Com a técnica de DMS existe, ainda, a possibilidade de uma maior adesdo da populacao
para alguns estudos, uma vez que a recolha é feita de forma facil, rapida e pode ser
realizada no conforto de casa. Quanto ao armazenamento das amostras em papel de
filtro, a degradacao dos analitos presentes nas matrizes é menor[65] e a sua extracao é
mais facil devido a maior retencao dos componentes da matriz no papel[64]. De um
modo geral, se a anélise for realizada no periodo maximo de um més apos a recolha, os
DMS podem ser guardados a temperatura ambiente, no entanto, se a anéalise for
realizada muito tempo depois da recolha, é recomendado que o armazenamento dos
spots seja feito sob refrigeracdo com controlo do grau de humidade[65]. Nos DMS, por
vezes, € usado um corante indicador (figura 3) para fluidos que apresentem pouca ou
nenhuma coloracdo, como a urina, fluido oral, plasma, soro, lagrimas, liquido
cefalorraquidiano, entre outros, de modo a serem mais facilmente identificados. Apesar
disto, o uso de corantes pode nao ser aconselhado para todos os fluidos ou analitos
porque a elevada concentracao de corante presente nos spots pode afetar a seletividade

do método para os analitos de interesse[66].

(€] ® : (CO (D)O
Figura 3: Dried Matrix Spots sem amostra e sem corante (A), com amostra mas sem corante (B), com

corante mas sem amostra (C) e com amostra bioldgica e corante (D). Adaptado de Zimmer et al.[66]

Na tabela 3 encontram-se compilados alguns estudos realizados nos tltimos 2 anos, em

toxicologia, com base na amostragem por DMS. Estes foram obtidos na base de dados
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PubMed com “Dried Spots”, “Dried Matrix Spots”, “Dried Urine Spots” e “Dried

Plasma Spots” como palavras chave para a pesquisa.

Tabela 3: Estudos realizados com a técnica de amostragem por DMS.

Técnica . .
Amostra Analitos Referéncia
usada

Levetiracetam, Lacosamida, Topiramato, Etossuximida,
Lamotrigina, Rufinamida, Zonisamida, Primidona e
DPS LC-MS/MS ) o [67]
Oxcarbazepina e o seu metabolito ativo 10-OH-mono-

hidroxicarbazepina

Diazindo, Clorpirifos,
DBS GC-MS/MS . ] ] ) [68]
Etil Paratido, Clorfenvinfos e Quinalfos

DBS

DUS LC-MS/MS Oxicodona, Noroxicodona, Oximorfona [69]
DPS

ELISA/GC-
DUS Morfina [70]
NPD
DBS , '
DPS LC-DAD Enantiémeros da Asenapina [71]

DBS: Dried Blood Spots; DUS: Dried Urine Spots; DPS: Dried Plasma Spots; GC-NPD: Cromatografia
gasosa com detetor de azoto e fosforo; LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
massa em tandem; GC-MS/MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem; LC-
DAD: Cromatografia liquida com um detetor de matriz de diodos: ELISA: Ensaio de imunoabsorcio

enzimatica.

Apesar dos DBS serem a abordagem de DMS mais usada em monitorizagao terapéutica,
bem como na anélise de drogas de abuso e seus metabolitos, esta técnica pode tornar-se
complicada devido a necessidade de técnicos especializados na recolha de sangue e de
dispositivos especificos. Devido a estas desvantagens, houve a necessidade de se
comecar a usar matrizes alternativas mais simples e menos invasivas, especialmente

em criancas, recém-nascidos, idosos ou pacientes com doencas graves[63].

Atualmente, existem alguns estudos que visam avaliar a aplicacio de DMS a outras
matrizes biologicas, nomeadamente o fluido oral, onde estes dispositivos de recolha se
designam por Dried Saliva Spots (DSS). Os DSS apresentam um modo de utilizacao
baseado nos DMS, assim, inicialmente deposita-se um volume de amostra entre 50 e
100 puL num papel de filtro (figura 4) e o mesmo ¢é deixado a secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, uma pequena quantidade de solventes organicos
apropriados sao adicionados, os analitos alvo presentes na amostra sao extraidos e

subsequentemente analisados. As vantagens dos DSS, tal como os DMS, prendem-se
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com o facto de ser uma técnica simples, precisa e ndo invasiva que confere boa
estabilidade ao analito, tem baixos custos associados e um baixo risco de contaminacao.

Permite ainda um facil transporte e armazenamento das amostras[72].

Figura 4: Papel de filtro usado para os Dried Saliva Spots. Adaptado de [73]

No ambito da toxicologia analitica e forense, tém sido desenvolvidos estudos utilizando
DSS[54, 63, 64, 72, 74—78]. De acordo com a base de dados PubMed, e recorrendo a
“Dried Saliva Spots” e “Dried Oral Fluid Spots” como palavras chave para a pesquisa,
foram poucos os estudos encontrados com a aplicacdo desta técnica. Abdel-Rehim et
al.[74] foram os primeiros a demonstrar esta técnica para o fluido oral, recorrendo aos
DSS e a LC-MS/MS para triagem e determinacdo da lidocaina em amostras de saliva.
Mais tarde, Carvalho et al.[75] aplicaram e validaram um método para a determinacdo
de antiepiléticos em fluido oral recorrendo também aos DSS como técnica para
preparacdo de amostras e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
detetor de matriz de diodos (HPLC-DAD). Mais recentemente, Caramelo et al.[54]
realizaram a validacdo de um método analitico para a determinacao de clorpromazina,
levomepromazina, ciamemazina, clozapina, haloperidol e quetiapina, e Ribeiro et
al.[72] desenvolveram e validaram um método para determinar a presenca de
metadona e o seu principal metabolito, o 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina
(EDDP). Ambos os trabalhos foram realizados em amostras de fluido oral usando a
abordagem de DSS com anéalise por GC-MS/MS. Também Jacques et al.[64]
desenvolveram e validaram um método que permite a quantificacdo de cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno, anfetamina e ecstasy (MDMA) com recurso aos DSS
como método de extracdo mas analisando por LC-MS. No que respeita a area das
ciéncias moleculares, quimica analitica e bioquimica clinica também foram utilizados
DSS para estudos de detecao de Streptococcus pneumoniae[76], diagnoéstico de
diabetes mellitus[77], quantificacito de BMS-927711 para tratamento de
enxaquecas[63] e medicao da atividade enzimatica da dihidropirimidina desidrogenase
(DPD)[78].
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4. Psicofarmacos

Os psicofarmacos sdo substancias que atuam no processo de comunicagdo quimica
entre neuronios, tendo assim um efeito na alteracdo do estado psicologico[79].
Dividem-se em 4 subgrupos (antidepressivos, antipsicéticos, ansioliticos/sedativos e
hipnéticos e o litio) e todos eles tém um papel fundamental em tratar doencas do foro
psiquiatrico com sintomas psicoticos, como a esquizofrenia, doencas bipolares, a
ansiedade e a depressao. Cada psicofarmaco induz alteracoes lentas nos mecanismos de
comunicacdo e circuitos neuronais, sendo assim o efeito terapéutico variavel entre os
diferentes psicofarmacos. Apesar disto, ndo existem farmacos especificos para um
determinado diagnostico, isto é, o uso de antidepressivos tanto é eficaz no tratamento
de depressdes como no tratamento de distirbios obsessivos compulsivos, ansiedade e
ataques de panico. Na tabela 4 encontram-se resumidos os efeitos de cada
psicofarmaco a nivel neuronal e o seu tempo de a¢do[79], bem como o prontuério

terapéutico de cada um[80].

Tabela 4: Modo de acio e prontuario terapéutico de cada tipo de psicofarmacos no sistema neuronal e

respetivo tempo de acdo no organismo. Adaptado de Cowen[79] e Caramona et al.[80]

Grupo farmaco- 5 . . Tempo
. Modo de acao Prontuéario terapéutico N
terapeutico de acao
Aumentam a acao da Recomendado para o controlo sintomético das
. . noradrenalina e da perturbagoes depressivas do humor; provocam 2-4
Antidepressivos . . . . N .
serotonina, inibindo a hipotensio ortostatica, sedacao e efeitos semanas
sua recaptacao anticolinérgicos

Eficazes no controlo dos sintomas das psicoses;

. recomendados em caso de alteracoes de
o Bloqueiam os recetores i » 2-6
Antipsicoticos L. comportamento, tétano, porfiria, solugos
dopaminérgicos . . . . . semanas
intrataveis, dor neuropética, alergia e prurido;

Efeitos adversos resumidos na tabela 5

Recomendado maioritariamente para tratamento

Ansioliticos, sedativos e Aumentam a agdo do B . . - .
o . . . da sindrome de ansiedade e/ou inducdo ou Efeito
hipnoéticos 4cido y-aminobutirico B o B . .
. . manutencdo do sono; Possibilidade de depressio  imediato
(benzodiazepinas) (GABA)
grave do SNC, coma e morte
Recomendado para o tratamento e profilaxia da
Diminui a atividade de mania, da doenca bipolar, depressao recorrente, -
Litio sistemas enzimaticos comportamento agressivo ou automutilante;
~ . . . semanas
acoplados a recetores Alteragdes gastrointestinais, tremor, politria,

polidipsia, aumento de peso e edema

O consumo de psicofarmacos é uma realidade relacionada com a doenca mental grave,
e em Portugal os padroes de prescri¢cao e consumo destes farmacos tem revelado uma
tendéncia de aumento[81]. De acordo com um estudo realizado pela Autoridade
Nacional do Medicamento e Produtos de Satde, I.P. (INFARMED)[82], entre o ano de
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2000 e 2012 verificou-se um aumento da utilizacdo de psicofarmacos de todos os
subgrupos (grafico 1), sendo mais evidente o consumo de antidepressivos e

antipsicoticos.

120 4
Ansioliticos/sedativos e

1 W T Hipnéticos

80 4
—=— Antipsicéticos

60 4

—a— Antidepressivos
a0 |

DDD 1000 Hab Dia

20 _ _ - - —~— Litio

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 a0 J012

Grafico 1: Evolucao do consumo de psicofarmacos em Portugal continental entre 2000 e 2012. Adaptado
de [82]

Ao nivel dos ansioliticos, sedativos e hipnéticos, observou-se um aumento de 6% e ao
nivel dos antidepressivos verificou-se uma taxa de crescimento de 240% no mesmo
intervalo de tempo. Relativamente aos antipsicoticos, estes apresentaram uma taxa de
crescimento acentuada de 171%. Segundo o relatorio “Sem mais tempo a perder - Satde
mental em Portugal: um desafio para a proxima década”[81], entre 2012 e 2018 o

consumo de psicofarmacos continuou a aumentar (grafico 2).

Ansioliticos, sedativos e Antidepressores  Antipsicéticos Metilfenidato
hipnéticos

120

a0

Dose Diaria Definidas (DDD) por 1.000 habitantes por dia

14,0

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Grafico 2: Evolugio do consumo de psicofarmacos em Portugal continental entre 2012 e 2018. Adaptado
de [81]

4.1. Antipsicoticos
Os antipsicoticos sao usados principalmente para o tratamento da esquizofrenia, mas

também s3o usados no tratamento de outras doencas psiquidtricas com sintomas
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psicdticos, como a depressao, disturbios de ansiedade, disturbios bipolares, entre
outros. Tém como objetivo diminuir a intensidade das alucinacoes, delirios e a agitacao
psicomotora destas psicoses, podendo ainda ser usados profilaticamente para prevenir
recaidas do tratamento da esquizofrenia[79, 83]. Estes farmacos podem ser
classificados em antipsicoticos de primeira geracao (APG), ou tipicos, convencionais,
classicos ou neurolépticos, e antipsicoticos de segunda geracao (ASG), ou atipicos[84].
A principal diferenca entre estas duas classes prende-se, maioritariamente, com a
afinidade do farmaco para certos recetores e os efeitos adversos indesejados por eles
produzidos[83]. O seu mecanismo de acdo varia consoante o tipo de perturbacao a ser
tratada. Assim, enquanto que os antipsicéticos tipicos atuam sobretudo no bloqueio
dos recetores D2, os antipsicoticos atipicos atuam maioritariamente no bloqueio dos
recetores serotoninérgicos 5-HT2A. Apesar disto, ambos tém a capacidade de bloquear

os dois tipos de recetores[83, 85].

Segundo os relatérios da INFARMED[82] e “Sem mais tempo a perder - Satide mental
em Portugal: um desafio para a proxima década”[81] entre 2000 e 2018 verificou-se
um aumento no consumo dos antipsicoticos (graficos 1 e 2), apesar destes
psicofarmacos apresentarem um baixo nivel de consumo comparativamente com os

outros grupos.

4.1.1. Efeitos adversos dos antipsicoéticos

Os doentes com psicoses que necessitem de medicacao antipsicotica sofrem de varios
problemas adicionais devido ao estilo de vida que possuem, bem como a negligéncia
relativamente aos cuidados pessoais, tratamento de doencas fisicas e aos efeitos
adversos da medicacao[86]. Todos os antipsicoticos estdo associados a efeitos
secundarios, no entanto a especificidade de cada farmaco e o seu impacto clinico varia

entre individuos e consoante os farmacos[84].

De um modo geral, os APG causam frequentemente efeitos extrapiramidais e danificam
mais a capacidade cognitiva, por isso, introduziram-se nos anos 90 os ASG, na
esperanca de que estes fArmacos tivessem um menor impacto na aprendizagem. Os
ASG tém uma menor capacidade de causar efeitos extrapiramidais e conseguem
melhorar a capacidade cognitiva em pacientes com esquizofrenia, no entanto tém
maior capacidade para causar efeitos metabolicos adversos[87, 88]. Como ja referido,
os antipsicoticos atipicos atuam principalmente nos recetores serotoninérgicos 5-
HT2A, sendo que os mesmos tém a capacidade de inibir a libertacdo de dopamina,
quando estimulados, pelo que o seu bloqueio conduz ao aumento dos niveis de

dopamina. O aumento de dopamina atua na via mesocortical e induz uma melhoria nos
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sintomas negativos da esquizofrenia, o que representa uma enorme vantagem destes

farmacos relativamente aos antipsicéticos de primeira geracao[85].

Tanto os APG como os ASG tém a capacidade de bloquear outros recetores,
nomeadamente os muscarinicos, os a-adrenérgicos e os histaminicos, originando assim

outros efeitos adversos secundarios, que se encontram resumidos na tabela 5[85].

Tabela 5: Efeitos adversos provocados pelos farmacos antipsicoticos [85, 89, 90].

Extrapiramidais (Mais associados aos APG)

Acatisia
Distonia aguda
Parkinsonismo

Discenésia tardia

Metabolicos (Mais associados aos ASG)

Aumento do apetite
Aumento de peso
Dislipidémia
Resisténcia a insulina

Elevado risco de desenvolver sindrome metabdlica

Outros

Hiperprolactinemia (causando amenorreia, galactorreia e disfuncao sexual)

Cardiovasculares (Acidente Vascular Cerebral (AVC), miocardite, cardiomiopatia, hipotensao
ortostéatica, taquicardia, eletrocardiograma (ECG) com prolongamento do intervalo QT)
Sedagio

Convulsées

Tonturas

Efeitos anticolinérgicos (visdo turva, xerostomia, aumento da pressao intraocular, xeroftalmia,
obstipacao e retenc¢ao urinaria)

Défices cognitivos

Pulmonares (falha respiratoria aguda, pneumonia, apneia do sono)

Agravamento do glaucoma de angulo fechado

Sindrome neuroléptica maligna

Endbcrinos

4.1.2 Monitorizacao terapéutica

As psicoses sao doencas de natureza crénica, que apresentam recaidas e remissoes ao
longo da vida dos individuos[91]. A escolha do farmaco antipsicotico para a
continuacdo do tratamento depende de fatores como o quadro clinico do doente,
antecedentes pessoais, tolerabilidade do individuo, idade, a evidéncia cientifica sobre a

eficacia do fArmaco e o seu potencial para causar efeitos extrapiramidais. Também as
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respostas manifestadas pelo doente a farmacos antipsicoticos usados no passado sao

importantes para a escolha do farmaco[84, 85].

Segundo a norma da Direcdo Geral de Satde[84] a medicacdo antipsicotica apenas
deve ser recomendada para situacOes clinicas em que se verifique a sua eficicia.
Aquando do aparecimento do primeiro surto/episdédio psicético é recomendada a
prescricdo de um antipsicotico por via oral. Este tratamento deve ser iniciado com

doses minimas para lentamente se titularem as doses eficazes[84].

A monitorizagio terapéutica é um dos instrumentos mais valiosos de que se dispoe
atualmente para assegurar a maxima eficicia terapéutica com a minima incidéncia dos
efeitos adversos, em caso de tratamentos prolongados[92]. No caso dos antipsicoticos,
a monitorizacao deve ser feita numa dosagem otimizada durante quatro a seis semanas
e deve ser registada regularmente durante este periodo e durante o tratamento.
Durante o controlo da medicacao, deve dar-se especial atencao a adesao, a terapéutica e
eficicia do tratamento, as alteragdoes de comportamentos e sintomas do doente e ao
aparecimento de efeitos secundarios. Devem-se ainda realizar anélises laboratoriais

regularmente, de modo a avaliar os parametros biologicos do doente.

No caso do tratamento da manutencdo da esquizofrenia e outras perturbacdes
psicoticas, para evitar o agravamento de sintomas e promover a recuperacao do doente,
os sinais e sintomas manifestados por este devem ser monitorizados por um periodo
de, pelo menos, dois anos, devendo ainda ser informado que durante este periodo
existe um elevado risco de ocorréncia de recaidas apds a paragem do tratamento. No
caso de haver a suspensao definitiva do tratamento com antipsicoticos, os sinais e

sintomas de exacerbacdo deverao continuar a ser controlados.

No caso de doentes que nao respondam ao tratamento antipsicotico, deve ser
reavaliado o seu diagnoéstico através da verificacdo da adesdo a terapéutica,
confirmacao da dose e o periodo de tempo adequados e verificacdo do uso de outras
substancias ou medicacao simultaneamente com a medicacao antipsicotica bem como a

existéncia de outras comorbilidades[84].
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Capitulo 2-Justificacao do tema e objetivos

Segundo os dados obtidos pela Direcdo Geral da Sadde, o consumo de farmacos
antipsicoticos em Portugal tem aumentado nas ultimas duas décadas. Este grupo de
psicofarmacos é maioritariamente usado para o tratamento da esquizofrenia, no
entanto sdo também usados para o tratamento de outras doencas psiquiatricas com

sintomas psicoticos.

Em contexto analitico clinico ou forense, conhecer a estabilidade dos farmacos em
amostras biologicas é de extrema importancia, pois, por vezes, estas demoram varios
dias a chegar aos laboratérios para analise, como é o caso daquelas amostras que sao
enviadas por correio, ou quando por questées burocraticas ou mesmo de volume de
trabalho no laboratério nao é possivel analisar as amostras no momento. Assim,
aquando da quantificacio das substancias presentes nas amostras, estas podem

apresentar desvios da sua concentracao inicial, o que pode gerar interpretacoes erradas.

O estudo da estabilidade de fArmacos em amostras biologicas tem o objetivo de avaliar
o seu comportamento em diferentes matrizes, que posteriormente sio armazenadas a
diversas condicoes, de modo a tentar definir as melhores condi¢des de armazenamento

que permitam uma menor degradacao dos analitos.

Segundo a literatura, existem poucos trabalhos onde a estabilidade de antipsicoticos é
estudada, sendo que, na matriz de fluido oral, que € uma matriz que apresenta imensas

vantagens, ndo existem estudos de estabilidade a longo prazo.

Portanto, como os DSS sdo considerados uma boa forma de armazenamento de
amostras e que melhora a estabilidade dos analitos, no presente trabalho é proposto
avaliar a estabilidade a longo prazo dos farmacos antipsicoticos clorpromazina,
levomepromazina, ciamemazina, clozapina, quetiapina e haloperidol. Para tal, serao
adicionados conservantes ao fluido oral fortificado com os farmacos, que sera aplicado
em DSS, sendo estes armazenados sob diversas condicoes. Para a analise da

estabilidade dos antipsicéticos recorrer-se-a a GC-MS/MS.

21



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

22



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

Capitulo 3-Procedimento experimental

1. Materiais e métodos

1.1 Reagentes
Padroes analiticos de clorpromazina (CPZ), haloperidol (HAL) e clozapina (CLZ) foram
adquiridos a LGC PRomochem (Barcelona, Espanha) na concentracdo de 1 mg/mL. A
promazina (PRZ), a levomepromazina (LVP) e a ciamemazina (CYA) foram adquiridos
a Sigma Aldrich (Lisboa, Portugal). A Quetiapina (QTP) foi gentilmente oferecida por
AstraZeneca PLC (Londres, Reino Unido). O  N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSTFA) e o trimetilclorosilano (TMCS) foram adquiridos na
Macherey-Nagel (Diiren, Alemanha). Os Whatman™ 9o3 protein saver cards foram
adquiridos a Solitica (Lisboa, Portugal). O acido ascérbico foi adquirido a Fisher
Scientific (UK), o fluoreto de sédio foi adquirido a Sigma Aldrich (Sintra, Portugal) e a
azida de s6dio a Panreac Quimica SA (Barcelona, Espanha). Todos os padroes

analiticos e o padrao interno foram armazenados a -20°C.

Devido aos bons resultados obtidos para a olanzapina no estudo de Fisher et al.[52]
com o acido ascorbico como conservante no fluido oral, este foi um dos conservante
escolhidos para realizar o estudo. Os outros 2 conservantes escolhidos, foram o fluoreto
de sbédio e a azida de so6dio, uma vez que segundo Stoykova et al.[27] o fluido oral
armazenado com estes conservantes, quando comparado ao fluido oral armazenado
sem conservante a 4°C, apresentava menos perdas de creatinina que as outras

amostras armazenadas com outros conservantes.

Foi preparada uma mistura metanolica de todos os analitos em estudo a concentracio
de 10 ug/mL, exceto para o HAL que se encontrava a concentracao de 2 pug/mL. A
concentracdo do padrao interno PRZ foi de 0,5 ug/mL em metanol. Dado que este
farmaco antipsicotico nao esta comercialmente disponivel em Portugal, é pouco
provavel encontra-lo nas amostras reais de pacientes. Adicionalmente, por pertencer a
mesma classe dos compostos em estudo, a PRZ apresenta uma estrutura semelhante
aos mesmos esperando-se como tal um comportamento cromatografico semelhante.

Por estes motivos foi escolhida esta substancia para ser usada como padrao interno.

1.2 Condicoes cromatograficas e espetrométricas
As andlises cromatograficas foram realizadas com um sistema de cromatografia gasosa
HP 7890A equipado com um detetor de espetrometria de massa triplo quadrupolo

(modelo 7000B), ambos da Agilent technologies (Waldbronn, Alemanha), um
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amostrador MPS2 e um injetor PTV da Gerstel (Miilheim na der Ruhr, Alemanha). A
separacao dos antipsicoticos foi feita por uma coluna capilar (30 m x 0,25 mm ID, 0,25
um) com 5% de fenilmetilsiloxano (HP-5MS) fornecido por J & W Scientific (Folsom,
USA). O fluxo de hélio, utilizado como gas de arraste, foi de 0,8 mL/min. A
temperatura inicial do forno foi de 120°C, temperatura que se manteve durante 2 min,
tendo depois aumentado a 20°C/min até alcancar os 300°C. Esta temperatura foi
mantida durante 14 minutos. O tempo total da corrida cromatografica foi de 25 min. A

temperatura do injetor foi de 250°C e as inje¢des decorreram em modo splitless.

Relativamente ao espetrémetro de massa, o fluxo estabelecido para o azoto na célula de
colisdo foi de 2,5 mL/min, com uma corrente de trabalho de 35 pA e uma energia de 70
eV. Os dados foram adquiridos no modo de monitorizagao de rea¢ées multiplas (MRM)
usando o software MassHunter WorkStation rev.B.02.01 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha).

1.3 Amostras
As amostras de fluido oral, livres de farmacos, para a realizacdo do presente trabalho
foram fornecidas pelos membros do laboratoério e armazenadas a 4°C. Procedeu-se a
preparacdo de uma pool com fluido oral de pelo menos 5 individuos diferentes. Antes
da aplicacdo da amostra aos DSS procedeu-se a centrifugacdo a 3500 rpm durante 5

minutos.

1.3.1 Preparacao das amostras

lA aglostra foi l }?s?eno(;‘mente forallg O solvente de extracio

c(:1 0;!_2]! .a num P?P_e afllclona 0S 319 paped © foi transferido para
e filtro e este foi lltro um solvente de um novo frasco e
deixado a secar. extracao e respetivos

evaporado sob
corrente de azoto até
secura.

padrdes internos. Esta
mistura foi agitada
durante algum tempo, de
forma a garantir a
extracio dos analitos a
partir dos DSS.

Figura 5: Representagio esquematica do procedimento de DSS.
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Fortificaram-se, em separado, varias amostras de fluido oral com uma concentracao de
200 ng/mL de CPZ, LVP, CLZ, QTP e CYA e 40 ng/mL de HAL e com as seguintes
concentracoes de conservantes: 300 ng/mL e 600 ng/mL de acido ascorbico, 1% e 2%
de fluoreto de sédio e 0,1% e 0,2% de azida de s6dio. Retiraram-se 50uL. de cada uma
destas misturas e aplicaram-se aos Whatman™ 903 protein saver cards (cartoes
usados para os DSS) que foram deixados a secar a diferentes condicbes de
armazenamento, isto €, com ou sem luz, a 4°C ou 25°C e durante 1 ou 7 dias. Apos este
tempo, recortaram-se os DSS e foram colocados em diferentes tubos de vidro com 2 mL
do solvente de extracao (metanol acidificado, pH=5 [54]) e 25 pL do padrao interno
PRZ. Para proceder a extracdo das amostras dos DSS, colocaram-se os tubos durante 5
minutos num agitador de rolos a 70 rpm e posteriormente as amostras foram
centrifugadas durante 15 minutos a 3500 rpm. A solucio sobrenadante foi evaporada
sob corrente de azoto até secura e, posteriormente, foram adicionados 50 uL da mistura
MSTFA com 5% de TMCS tendo-se procedido a derivatizacao por micro-ondas (800 W)

durante 2 minutos.

1.4 Desenho experimental
O desenho experimental (DoE do inglés Design of Experiments) é uma ferramenta
estatistica, que permite delinear um procedimento experimental com véarios fatores, de
modo a identificar o efeito de cada um e a interacao entre dois ou mais fatores nas
amostras em estudo[93]. Com esta abordagem multivariada é possivel eliminar fatores
com pouca ou nenhuma influéncia significativa nos resultados, de modo a minimizar o
numero de experiéncias realizadas, economizando tempo e dinheiro. Com uma
abordagem univariada (estudo dos varios fatores isoladamente) este processo nao seria
possivel[94]. Posto isto, é possivel otimizar as condi¢oes em estudo e obter os melhores
resultados[93, 94]. No presente trabalho foi aplicada a ferramenta de DoE para gerar
varias hipoteses de diferentes condi¢oes de armazenamento e assim otimizar o processo
de avaliacao da estabilidade dos analitos a longo prazo, recorrendo a técnica de DSS

para preparacao, pré-tratamento e armazenamento das amostras.

Na tabela 6 encontra-se a matriz do DoE com as condi¢des a que as amostras foram
sujeitas, sendo que os fatores em estudo foram a temperatura de armazenamento (25°C
ou 4°C), a presenca ou auséncia de luz, a concentracao de conservante usada em cada
amostra (alta ou baixa) e o tempo de armazenamento das amostras (1 ou 7 dias). Esta
matriz foi realizada através do software MINITAB®, versao 17. Foi realizado um

planeamento fatorial de 24 fatores.
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Tabela 6: Matriz com as variaveis para a realizacao do DoE.

Ordem da Temperatura de Luz Concentracio de Tempo de
experiéncia armazenamento conservante armazenamento
1 4°C Presenca Baixa 1 Dia
2 4°C Presenca Baixa 7 Dias
3 4°C Presenca Alta 7 Dias
4 4°C Auséncia Baixa 1 Dia
5 25°C Presenca Alta 7 Dias
6 25°C Auséncia Baixa 7 Dias
7 25°C Auséncia Alta 7 Dias
8 25°C Auséncia Baixa 1 Dia
9 4°C Auséncia Alta 7 Dias
10 25°C Auséncia Alta 1 Dia
11 25°C Presenca Baixa 7 Dias
12 4°C Auséncia Baixa 7 Dias
13 25°C Presenca Alta 1 Dia
14 4°C Presenca Alta 1 Dia
15 25°C Presenca Baixa 1 Dia
16 4°C Auséncia Alta 1 Dia

Cada linha da matriz representa uma execugdo experimental.
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2. Resultados e discussao

2.1 Otimizacao das condicoes espetrométricas
Para ser possivel a visualizacdo dos analitos em estudo apds as condigoes
cromatograficas estarem definidas, foram injetados os padroes puros dos analitos no
modo de scan (m/z 50-550) identificando assim os i0es que caracterizavam cada
composto. Posteriormente, no modo de Product Ion (PI) os ides escolhidos (“ides pai”)
foram sujeitos a fragmentacao sob diferentes energias de colisao (5, 10, 15 e 20 €V),
originando os “i6es filho”. Para uma melhor detecao, os compostos foram analisados
em MRM, ou seja, foram usadas as transicoes de i0es pai para ioes filho, as quais
permitem identificar inequivocamente os sinais cromatograficos dos compostos a
analisar. Foram usadas duas transi¢oes: uma quantificadora, que permite quantificar
os analitos, e uma qualificadora, que permite verificar se o sinal cromatografico obtido

corresponde ao analito em estudo.

Com a andlise por MRM existem menos interferéncias durante a eluicdo dos

compostos, sendo a sua identificacao mais fiavel e com maior sensibilidade[55].

A titulo de exemplo, na figura 6 e 7 encontram-se os espetros de massa obtidos no
modo de scan da LVP e da CPZ, na figura 8 e 9 encontram-se os espetros com os ioes

originados da fragmentacao.
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Figura 6: Espetro de massa obtido no modo de scan da CPZ a uma concentracdo de 10 pug/mL.
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Figura 8: Espetro de massa com os ides originados pela fragmentacgio do ido 317,1 da CPZ a uma

concentracdo de 5 ug/mL.
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Figura 9: Espetro de massa com os ides originados pela fragmentacdo do ido 227,7 da LVP a uma

concentracao de 5 ug/mlL.
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Conforme as condic¢bes anteriormente descritas, na tabela 7 encontram-se as condi¢des
usadas em modo de MRM para detecao dos analitos de interesse, isto é, as transicoes,
os tempos de retencao, as energias de colisao e o dwell time (tempo de aquisicao do
analito com uma determinada massa/carga). Na figura 10 encontra-se um
cromatograma obtido desses mesmos analitos a concentracdo de 200 ng/mL para a
CPZ, LVP, CLZ, CYA e QTP e 40 ng/mL para o HAL.

Tabela 77: Parametros do modo MRM no GC-MS/MS para detecado dos analitos em estudo.

Tempo de Energia de Dwell
Analitos Transi¢bes (m/z)
retengdo Colisao Time
PRZ* 11.12 283.1->238.2 15 50
317.1->233.1 15 50
CPz 11.90
317.1->272.1 20 50
227.7 ->185.1 20 50
LVP 11.97
184.5->141.1 15 50
321.9->278.4 10 50
CYA 12.36
321.9 ->100,0 10 50
325.6 ->243.0 10 50
CLz 14.24
325.6->270.3 20 50
297.9 ->297.3 5 50
HAL 14.91
297.9->73.3 20 50
209.3 ->139.0 20 50
QTP 18.90
209.3->183.3 15 50

(*padrio interno; a negrito encontram-se as transicoes quantitativas)

x10 1 |+EIMRM CID@15.0 (283.1 -> 238.2) MIX APS 2 PURCS.D

PRZ

+EI MRM CID@"** (317.1-> 233.1) MIX APS 2 PUROS D

W CPZ

I

+EIMRM CID@" (317.1-> 272.1) MIX APS 2 PUROS D
€ g7

2 CPZ

0 -

x10 1 [+EIMRM CID@20.0(227.7 -> 185.1) MIX APS 2 PURCS.D
4

\ LVP
: \

+EIMRM CID@15.0 (184.5 -> 141.1) MIX APS 2 PURCS.D
1 2 ‘e

i | LVP

o L
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Figura 10: Cromatograma relativo aos analitos em estudo a concentragéo de 200 ng/mL para a CPZ, LVP,
CLZ, QTP e CYA e 40 ng/mL para o HAL.

2.2 Resultados obtidos do DoE
Através do calculo da razao entre a area absoluta de cada analito e do padrao interno,
obtiveram-se os valores presentes nas tabelas 8, 9 e 10 que posteriormente, ao serem
inseridos no MINITAB®, originaram os graficos de pareto, os graficos dos efeitos
principais e os graficos das interacoes entre fatores de cada analito para cada

conservante.
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Nos graficos de pareto encontram-se representados por ordem decrescente os fatores
que afetam os resultados obtidos, e apenas aqueles que ultrapassam a linha do nivel de
significancia de 5% sao considerados estatisticamente significativos, isto é, que
influenciam a resposta final obtida. Os graficos dos efeitos principais demonstram a
condicdo que mais influencia a resposta final obtida, dentro de cada fator. Nestes
graficos, se as linhas que interligam as 2 condicoes (do mesmo fator) forem paralelas ao
eixo das abcissas, significa que nao existe uma condicao predominante, no entanto se
as linhas apresentarem declive, significa que uma das condi¢oes predomina sobre a
outra. Isto leva a que a condicdo predominante afete maioritariamente a resposta do
analito. Nestes graficos cada ponto representa a média dos valores obtidos na tabela
para aquela condicgdo. Os graficos das interacoes entre fatores sdo importantes para a
interpretacao de interacoes significativas que possam existir entre dois fatores. Assim, é
possivel determinar as condi¢oes que geram melhor resposta conjugando os dois
fatores em analise, sendo que apenas afetam a resposta final se as variaveis forem
significativas, pois por vezes existem interagdes entre fatores, mas estes ndo sao
significativos. Adicionalmente, se as linhas que representam os dois fatores em analise
forem paralelas, significa que nao existe nenhuma interacao entre os fatores. Posto isto,
estes graficos ndo devem ser analisados isoladamente, pois por vezes apresentam uma

aparéncia que pode induzir em erro.

Estes trés tipos de gréficos, originados pelo MINITAB®, ao serem simultaneamente

analisados permitem verificar as condicoes ideais para o estudo.
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2.2.1 Acido ascérbico

O 4cido ascérbico foi o primeiro conservante usado para fazer o estudo. Na tabela 8

encontram-se os resultados obtidos para o 4cido ascérbico perante as varias condi¢oes

de armazenamento.

Tabela 8: Resultados obtidos através do célculo do racio entre os sinais dos analitos e o sinal do padrao

interno para o conservante acido ascorbico.

Ordem Condic¢oes Analitos

daexp. Temp. Conc. Tempo CPZ LVP CYA CLZ HAL QTP
(°0) (ng/mL)  (Dias)

1 4 P 300 1 0,078 1,372 0,060 0,065 0,097 0,210
2 4 P 300 7 0,064 1,082 0,068 0,103 0,128 0,470
3 4 P 600 7 0,045 0,668 0,054 0,075 0,205 0,281
4 4 A 300 1 0,096 1,772 0,096 0,131 0,140 0,522
5 25 P 600 7 0,011 0,368 0,040 0,024 0,582 0,196
6 25 A 300 7 0,103 1,785 0,100 0,176 0,219 0,776
7 25 A 600 7 0,077 1,053 0,079 0,035 0,508 0,459
8 25 A 300 1 0,080 1,684 0,083 0,085 0,090 0,351
9 4 A 600 7 0,067 1,129 0,059 0,082 0,139 0,283
10 25 A 600 1 0,063 1,038 0,054 0,015 0,047 0,120
11 25 P 300 7 0,024 0,462 0,032 0,026 0,109 0,174
12 4 A 300 7 0,094 1,806 0,103 0,154 0,363 0,699
13 25 P 600 1 0,054 1,045 0,052 0,071 0,067 0,293
14 4 P 600 1 0,064 1,119 0,057 0,056 0,077 0,157
15 25 P 300 1 0,061 1,061 0,065 0,084 0,110 0,434
16 4 A 600 1 0,061 1,229 0,054 0,054 0,047 0,150

Exp.-Experiéncia; Temp.-Temperatura; P-Presenca; A-Auséncia; Conc.-Concentracao
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Pareto Chart of the Effects
(response is CPZ; a = 0,05)

Pareto Chart of the Effects
(response B LVP; a = 0,05)
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Figura 11: Gréficos de Pareto obtidos com demonstracdo da influéncia de cada fator e interacao de fatores
para cada composto individualmente com acido ascérbico. A-CPZ, B-LVP, C-CYA, D-CLZ, E-HAL, F-QTP

Através da analise dos graficos de pareto é possivel observar que para todos os analitos,
exceto para o HAL, existe sempre pelo menos 1 fator com significancia estatistica. Estes
fatores sao o efeito da luz (para a CPZ, LVP e CYA) e a concentracgdo de acido ascorbico
(para a CPZ, LVP, CLZ e QTP). O HAL é o tnico composto que nao tem nenhuma
variavel estatisticamente significativa, no entanto, como podemos observar na Figura 11
(E) o tempo de secagem das amostras é o parametro que mais se aproxima a linha de

significancia estatistica.

Apesar dos resultados obtidos, apenas com estes graficos nao é possivel retirar uma
conclusao, visto que dentro de cada variavel existem 2 condi¢Ges a serem examinadas.
Com a analise dos graficos dos efeitos principais (graficos 3-8) é possivel reforcar estas
interpretacdes e determinar as melhores condicoes que conferem a cada analito uma

maior resposta.
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Main Effects Plot for CPZ
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Gréafico 3: Efeitos principais na CPZ com 4cido ascérbico.
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Gréafico 4: Efeitos principais na LVP com acido ascoérbico.
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Grafico 5: Efeitos principais na CYA com acido ascérbico.
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Main Effects Plot for CLZ
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Grafico 6: Efeitos principais na CLZ com acido ascorbico.
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Grafico 7: Efeitos principais no HAL com 4cido ascorbico.

Main Effects Plot for QTP
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Grafico 8: Efeitos principais na QTP com &cido ascorbico.

Com a observacao dos graficos dos efeitos principais, é possivel determinar as melhores
condicoes de cada variavel para cada analito. Tendo apenas em conta estes graficos,
observa-se que para quatro dos seis analitos (CPZ, LVP, CLZ e CYA) a resposta obtida é
melhor quando estes sdo armazenados a 4°C, sendo que para a QTP a temperatura de
armazenamento nao ¢ relevante, e o HAL tem melhor resposta quando armazenado a

temperatura ambiente. Todos os analitos tém uma maior resposta quando sdo
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armazenados na auséncia de luz e com baixa concentracdo de 4cido ascorbico. Por
outro lado, apenas o HAL possui maior resposta se for armazenado com elevadas
concentracoes de acido ascorbico. Relativamente ao tempo de armazenamento, apenas
dois dos seis analitos (CPZ e LVP) tém uma maior resposta apos o primeiro dia de

armazenamento.

No geral, verificou-se que os analitos presentes nas amostras de fluido oral, quando
armazenados a 4°C, na auséncia de luz e com baixa concentracao de acido ascorbico
tém melhores respostas, observando-se que a concentracdo de conservante €
significativa para a CPZ, LVP, CLZ e QTP e o efeito da luz € significativo na CPZ, LVP e
CYA. A temperatura, por sua vez, nao é um parametro significativo para nenhum dos

analitos, pelo que nao influencia as respostas.
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Grafico 9: Interagoes de varios fatores para a CPZ com acido ascorbico.
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Grafico 10: Interacoes de varios fatores para a LVP com acido ascérbico.
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Mean of CYA
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Gréafico 11: Interacdes de varios fatores para a CYA com acido ascérbico.
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Gréafico 12: Interacdes de varios fatores para a CLZ com 4cido ascorbico.
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Grafico 13: Interacoes de varios fatores para o HAL com acido ascorbico.
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Interaction Plot for QTP
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Grafico 14: Interagoes de varios fatores para a QTP com acido ascorbico.

Por observacao dos graficos das interacoes entre fatores podemos reforcar a ideia de
que, como observado nos paretos, nao existem interacoes significativas entre dois dos
fatores em estudo para nenhum dos analitos, apesar de existirem interagoes de fatores
nao significativos com fatores significativos e interacoes entre dois fatores nao

significativos.
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Apo6s o estudo dos 7 dias com o conservante acido ascorbico, fez-se o estudo com o

conservante fluoreto de sédio. Na tabela 9 encontram-se os resultados obtidos para o

fluoreto de sodio as varias condi¢oes de armazenamento.

Tabela 9: Resultados obtidos através do calculo do racio entre os sinais dos analitos e o sinal do padrao

interno para o conservante fluoreto de sédio.

Ordem Condicoes Analitos
daexp. Temp. Cone. . Tempo .\, LVP CYA CLZ HAL QTP
(°0) (%) (Dias)
1 4 P 1 1 0,071 1,369 0,081 0,136 0,176 0,557
2 4 P 1 7 0,061 1,292 0,071 0,097 0,354 0,800
3 4 P 2 7 0,059 1,269 0,074 0,097 0,396 0,873
4 4 A 1 1 0,094 1,858 0,099 0,183 0,262 0,746
5 25 P 2 7 0,016 0,408 0,020 0,010 0,155 0,120
6 25 A 1 7 0,048 1,070 0,057 0,107 0,180 0,499
7 25 A 2 7 0,057 1,387 0,063 0,068 0,093 0,154
8 25 A 1 1 0,077 1,558 0,082 0,249 0,521 0,774
9 4 A 2 7 0,052 1,276 0,057 0,059 0,082 0,125
10 25 A 2 1 0,069 1,435 0,068 0,099 0,122 0,275
11 25 P 1 7 0,026 0,962 0,049 0,037 0,223 0,196
12 4 A 1 7 0,063 1,259 0,058 0,073 0,071 0,116
13 25 P 2 1 0,037 0,924 0,045 0,060 0,081 0,144
14 4 P 2 1 0,064 1,475 0,073 0,091 0,150 0,302
15 25 P 1 1 0,080 1,716 0,095 0,129 0,174 0,349
16 4 A 2 1 0,053 1,250 0,055 0,085 0,064 0,253

Exp.-Experiéncia; Temp.-Temperatura; P-Presenca; A-Auséncia; Conc.-Concentragio
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Figura 12: Paretos obtidos com demonstragdo da influéncia de cada fator e interagdo de fatores para cada
composto individualmente com fluoreto de sédio. A-CPZ, B-LVP, C-CYA, D-CLZ, E-HAL, F-QTP

Pela andlise dos graficos de pareto é possivel concluir que nenhum dos fatores em
estudo tem significancia estatistica nos resultados obtidos com este conservante, pelo
que a resposta dos analitos armazenados com o fluoreto de s6dio nao é influenciada por
nenhum dos fatores. Apesar disto, existem alguns fatores que afetam mais a resposta
do que outros, sendo eles o tempo de armazenamento para a CPZ, LVP, CYA e CLZ, a
combinacgdo do tempo de armazenamento e a influéncia da luz no caso do HAL e a
combinacido da temperatura de armazenamento com a influéncia da luz no caso da
QTP.
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Grafico 15: Efeitos principais para a CPZ com fluoreto de sodio.
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Grafico 16: Efeitos principais para a LVP com fluoreto de sodio.
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Grafico 17: Efeitos principais para a CYA com fluoreto de sédio.
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Main Effects Plot for CLZ
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Grafico 18: Efeitos principais para a CLZ com fluoreto de s6dio.
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Grafico 19: Efeitos principais para o HAL com fluoreto de sédio.
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Grafico 20: Efeitos principais para a QTP com fluoreto de sédio.

Apesar de nao existir fatores com significancia estatistica com o fluoreto de sd6dio como
conservante, cinco dos seis analitos (CPZ, LVP, CLZ, CYA, QTP) tém uma melhor
resposta quando sdo armazenados a 4°C, sendo que para o HAL a temperatura de
armazenamento nao € relevante. Do mesmo modo, para quatro dos seis analitos (CPZ,
LVP, CLZ e CYA) a resposta é melhor quando armazenados na auséncia de luz, sendo

que para a QTP e o HAL esta melhora quando o armazenamento é feito na presenca de
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luz. Para todos os analitos, o armazenamento com baixa concentragdo de fluoreto de

sodio confere melhor resposta.

Relativamente ao tempo de armazenamento, para cinco dos seis analitos (CPZ, LVP,
CLZ, CYA e QTP) a resposta é maior ao primeiro dia, sendo que no HAL o tempo de
armazenamento na presenca de fluoreto de sédio nao influencia a resposta deste
analito. Com base nestas interpretacoes, podemos deduzir que ao fim de 7 dias existem

elevadas perdas de analitos, logo o fluoreto de s6dio pode nao ser um bom conservante.

No geral os analitos, tal como no acido ascorbico, também tém melhores respostas a

4°C, na auséncia de luz e a baixa concentracao de conservante.
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Grafico 21: Interagoes de varios fatores para a CPZ com fluoreto de sodio.
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Grafico 22: Interagoes de varios fatores para a LVP com fluoreto de sbdio.
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Grafico 23: Interagdes de varios fatores para a CYA com fluoreto de sédio.
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Grafico 24: Interacdes de varios fatores para a CLZ com fluoreto de sddio.
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Grafico 25: InteracGes de varios fatores para o HAL com fluoreto de sbdio.
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Interaction Plot for QTP
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Grafico 26: Interagdes de varios fatores para a QTP com fluoreto de sddio.

Apesar de existir, em praticamente todos os analitos, interacoes entre varios fatores,

estas nao sao significativas, pelo que nao afetam os resultados obtidos.

No caso dos analitos HAL e QTP, segundo os graficos de pareto, a resposta era melhor
quando existiam interaces. Para o HAL (grafico 25), a resposta obtida seria melhor
ap0s o armazenamento na presenca de luz ao fim de 7 dias, e para a QTP (grafico 26) a
resposta obtida seria melhor ap6s o armazenamento a 4°C na presenca de luz.
Contudo, uma vez mais estas interacoes nao tém expressao estatisticamente

significativa.
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2.2.3 Azida de sédio
Apods o estudo dos 7 dias com o fluoreto de sodio, prosseguiu-se para o estudo com o
ultimo conservante escolhido de modo a avaliar a estabilidade dos analitos quando as
amostras foram armazenadas com azida de sodio. Na tabela 10 encontram-se os

resultados obtidos para a azida de sodio as varias condi¢oes de armazenamento.

Tabela 10: Resultados obtidos através do calculo do récio entre os sinais dos analitos e o sinal do padrao

interno para o conservante azida de sodio.

Ordem Condicoes Analitos
daexp. Temp. ., =~ Come  Tempo @  LVP CYA CLZ HAL QTP
(°0) (%) (Dias)
1 4 P 0,1 1 0,088 1,743 0,077 0,077 0,103 0,157
2 4 P 0,1 7 0,026 0,481 0,025 0,073 0,518 0,881
3 4 P 0,2 7 0,024 0,647 0,03 0,049 0,396 0,676
4 4 A 0,1 1 0,106 2,211 0,108 0,162 0,289 0,449
5 25 P 0,2 7 0,014 0,443 0,015 0,02 0,146 0,198
6 25 A 0,1 7 0,039 0,98 0,044 0,048 0,342 0,35
” 25 A 0,2 7 0,025 0,974 0,038 0,036 0,189 0,175
8 25 A 0,1 1 0,072 1,632 0,063 0,081 0,098 0,172
9 4 A 0,2 7 0,062 1,341 0,082 0,133 0,593 0,999
10 25 A 0,2 1 0,102 2,289 0,094 0,09 0,133 0,341
11 25 P 0,1 7 0,019 0,303 0,015 0,011 0,081 0,072
12 4 A 0,1 7 0,044 1,098 0,057 0,076 0,42 0,371
13 25 P 0,2 1 0,095 2,064 0,096 0,146 0,244 0,453
14 4 P 0,2 1 0,089 1,999 0,003 0,202 0,312 0,809
15 25 P 0,1 1 0,043 1,075 0,051 0,058 0,05 0,101
16 4 A 0,2 1 0,103 2,254 0,109 0,198 0,361 0,885

Exp.-Experiéncia; Temp.-Temperatura; P-Presenca; A-Auséncia; Conc.-Concentracao

Por observacao dos cromatogramas ao fim dos 7 dias de estudo reparou-se que a
maioria dos analitos apresentou um elevado grau de degradacao quando armazenados
com azida de s6dio. Assim, este conservante foi excluido para a continuacao do estudo
da estabilidade, uma vez que nao conferia estabilidade aceitavel aos analitos. Na figura
13 e 14 encontram-se representados dois exemplos (CLZ e QTP) ao fim do primeiro dia

de armazenamento e ao fim de 7 dias de armazenamento.
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Figura 13: Cromatogramas no primeiro (superior) e sétimo (inferior) dia de extracao para a CLZ (200

ng/mL) com azida de s6dio (0,1%).
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Figura 14: Cromatogramas no primeiro (superior) e sétimo (inferior) dia de extragdo para a QTP (200

ng/mL) com azida de s6dio (0,1%).
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2.2.4 DoE sem adicao de conservantes

Apos o estudo da estabilidade com a adicao de conservantes, realizou-se um DoE sem

adicao de conservantes. Assim prepararam-se amostras apenas com fluido oral

fortificado com os antipsicéticos, e procedeu-se a extracao como indicado na sec¢ao 1.3.1

para ver o comportamento destes na auséncia do conservante apos o primeiro e sétimo

dia de armazenamento a diferentes condicées. O comportamento dos farmacos, tal

como naqueles armazenados com conservantes, foi obtido através do calculo da razao

entre a 4rea do composto e a drea do padrao interno (tabela 11).

Tabela 11: Resultados obtidos para as amostras armazenadas a diferentes condi¢bes sem adicdo de

conservante.

Dias Exp. Condicoes CPZ LVP CYA CLZ HAL QTP
1 A 0,080 1,465 0,049 0,057 0,126 0,141

4 0,100 1,854 0,060 0,074 0,072 0,159

! 8 C 0,092 1,501 0,061 0,035 0,126 0,141
15 D 0,104 1,983 0,091 0,062 0,246 0,233

2 A 0,044 0,675 0,048 0,035 0,153 0,056

12 B 0,111 1,952 0,086 0,055 0,100 0,124

7 6 C 0,075 1,297 0,069 0,082 0,216 0,141
11 D 0,013 0,347 0,018 0,008 0,073 0,033

Exp.-Experiéncia; A-Armazenamento a 4°C na presenga de luz; B-armazenamento a 4°C na auséncia de luz; C-

armazenamento a 25°C na auséncia de luz; D-armazenamento a 25°C na presenca de luz

Posteriormente, calculou-se a resposta dos compostos entre o primeiro e sétimo dia,

isto é, calcularam-se as médias dos valores obtidos entre estes dias. Os resultados

encontram-se na tabela 12.

Tabela 12: Resultados obtidos através do calculo das médias dos resultados obtidos entre o primeiro e o

sétimo dia das amostras sem adicao de conservante.

Condicoes CPZ LVP CYA CLZ HAL QTP
A 0,062 1,070 0,049 0,046 0,140 0,099
B 0,106* 1,903* 0,073* 0,064* 0,086 0,141
C 0,084 1,399 0,065 0,058 0,171%* 0,185*
D 0,059 1,165 0,054 0,035 0,160 0,133

A-Armazenamento a 4°C na presenca de luz; B-armazenamento a 4°C na auséncia de luz; C-armazenamento a 25°C na

auséncia de luz; D-armazenamento a 25°C na presenca de luz; *-melhores respostas para o efeito da luz.

Com estes valores, foi possivel analisar o comportamento dos compostos quando

armazenados a 4°C e a 25°C, bem como na presenca e na auséncia de luz. Os resultados
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obtidos para o efeito da luz e da temperatura sdo na maioria concordantes com os

resultados obtidos no DoE realizado com conservante.

Através da andlise da tabela 12, é possivel concluir que em termos de temperatura, para
a CPZ e a LVP a resposta ¢ mais elevada quando armazenados a 4°C, por outro lado
para os compostos CYA, CLZ e QTP a resposta obtida no armazenamento a 4°C e a
25°C ¢é semelhante, pelo que a temperatura para estes nao é relevante. Relativamente
ao HAL a melhor resposta obtida foi com o armazenamento a 25°C. No caso da
influéncia da luz, para todos os analitos, as melhores respostas foram obtidas na

auséncia desta.

2.3 Condicoes finais para o estudo da estabilidade a longo
prazo

Para apurar as condicoes em que o estudo da estabilidade a longo prazo ira ser

realizado, compararam-se todos os graficos obtidos (graficos dos paretos e dos efeitos

principais para o acido ascorbico e para o fluoreto de s6dio), assim como as tabelas do

DoE realizado sem a adicao de conservante.

Por comparacao dos graficos dos paretos do acido ascérbico (figura 11) e do fluoreto de
sodio (figura 12), observa-se que para o acido ascorbico existe pelo menos 1 fator
significativo que influencia a resposta obtida para todos os analitos, exceto para o HAL.
Por outro lado, no conservante fluoreto de sédio ndo existe nenhum fator que tenha
uma influéncia significativa nas respostas obtidas. No caso dos fatores que afetam os
analitos armazenados com 4acido ascorbico, é possivel observar que os predominantes
sdo a luz (CPZ, LVP e CYA) e a concentracao de acido ascorbico (CPZ, LVP, CLZ e QTP).
Apesar de também se observar que estes fatores sao os maioritarios nas respostas
obtidas com o fluoreto de sédio, estes nao tém significancia estatistica. Por comparacao
dos sinais (racios) apresentados nas tabelas de resultados destes dois compostos
(tabelas 8 e 9) observa-se que, ao fim de 7 dias, existem menores perdas de analitos
quando estes sdo armazenados com acido ascorbico comparativamente aos que sdo
armazenados com fluoreto de sédio. Assim, verifica-se que o acido ascoérbico é um
melhor conservante, tendo sido este o escolhido para o estudo da estabilidade a longo
prazo. Quanto a concentracao deste conservante, os graficos dos efeitos principais
indicam a maioria de analitos com uma maior resposta (CPZ, LVP, CYA, CLZ e QTP) a

reduzidas concentracoes (300 ng/mL).

Relativamente ao efeito da luz, através da observacao da tabela 12, as amostras com
respostas maiores sao a B e C. Assim, é possivel concluir que o fator comum a estas

condicoes de armazenamento € a auséncia de luz, e como demonstrado nos graficos dos
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efeitos principais do 4cido ascérbico, os analitos tém uma maior resposta na auséncia

de luz.

Apesar de nao ser significativo, a maioria dos analitos armazenados com &cido
ascorbico (CPZ, LVP, CLZ e CYA) sdao mais estaveis a 4°C. Este resultado é confirmado
pela observacgao dos resultados do DoE sem conservante (tabela 12), com dois analitos
com maior resposta a 4°C (CPZ e LVP), um analito cuja resposta é maior a temperatura
ambiente (HAL) e trés analitos em que as respostas obtidas nao diferem muito entre si,

pelo que o efeito da temperatura nao é relevante (CYA, CLZ e QTP).

Através desta analise foi entdo possivel decidir quais as condicoes a utilizar no estudo
da estabilidade a longo prazo. Deste modo, o estudo foi realizado com baixas

concentracoes de acido ascorbico, auséncia de luz e armazenamento a 4°C.

Finalmente, mantendo as condicoes de luz e temperatura anteriormente citadas,
quando comparamos os sinais para cada analito com 300 ng/mL de 4cido ascorbico
(tabela 8) e sem conservante (tabela 11), podemos observar maior sinal quando o
conservante foi adicionado para os analitos, CLZ, HAL e QTP ao fim de 1 e 7 dias de
armazenamento (tabela 13). Para os analitos CPZ, LVP e CYA, segundo a tabela 13, os
sinais relativamente a presenca ou auséncia de conservante nao variam durante os 7

dias de estudo.

Tabela 13: Resposta dos analitos com e sem conservante ao fim do armazenamento durante 1 e 7 dias a

4°C na auséncia de luz.

Dias CPZ LVP CYA CLZ HAL QTP

Sem 1 0,100 1,854 0,060 0,074 0,072 0,159
conservante 7 0,111 1,952 0,086 0,055 0,100 0,124
Com 1 0,096 1,772 0,096 0,131 0,140 0,522
conservante 7 0,094 1,108 0,103 0,154 0,363 0,699

53



Dried Saliva Spots: Avaliacao da estabilidade de antipsicéticos em amostras de fluido oral

2.4 Estudo da estabilidade a longo prazo
O estudo para a estabilidade a longo prazo foi realizado durante 146 dias. Durante este
periodo foram realizadas 9 aplicagoes, isto é, foi realizado o estudo para verificar a
estabilidade aos 146, 117, 44, 28, 21, 14, 7, 3 e 1 dias. Em cada dia, foram aplicados spots

em triplicado, entre os quais os valores de variabilidade se encontram dentro dos 20%.

Para o dia 1 foi considerada uma percentagem de 100% para a quantidade de analito
detetada. As quantidades de analito dos dias seguintes foram definidas tendo em conta
a quantidade do primeiro dia. Para este estudo foi escolhida uma concentracao de 200
ng/mL (exceto para o HAL que foi de 40 ng/mL), sendo esta um valor intermédio

dentro das concentracées situadas no intervalo terapéutico.

Apenas foram considerados estaveis os analitos cujos valores de desvio do valor inicial
sdo inferiores ou iguais a 20%. Os resultados encontram-se apresentados a seguir

(tabela 14 e graficos 27-32).
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Tabela 14: Resultados da estabilidade ao longo de 146 dias para os farmacos CPZ, LVP, CYA, CLZ, HAL e
QTP (n=3).

Variaciao
Analitos Dias Média DP CV (%) relativamente ao dia
1 (%)
1 0,075 0,008 10
3 0,076 0,015 20 0
7 0,073 0,005 7 -4
14 0,071 0,010 14 -6
CPZ 21 0,045 0,007 15 -41
28 0,050 0,008 16 -34
44 0,032 0,006 18 -57
117 0,033 0,002 7 -56
146 0,033 0,006 18 -56
1 1,427 0,185 13
3 1,569 0,128 8 10
7 1,490 0,139 9 4
14 1,192 0,143 12 -16
LVP 21 1,147 0,164 14 -20
28 1,187 0,159 13 -17
44 1,150 0,230 20 -19
117 0,902 0,054 6 -37
146 0,944 0,075 8 -34
1 0,059 0,007 11
3 0,061 0,006 10 4
7 0,067 0,005 8 13
14 0,053 0,004 8 -9
CYA 21 0,049 0,003 5 -16
28 0,055 0,010 19 -6
44 0,049 0,008 16 -17
117 0,050 0,004 7 -15
146 0,048 0,005 11 -18
1 0,108 0,004 4
3 0,110 0,011 10 2
7 0,120 0,005 4 11
14 0,095 0,014 15 -12
CLZ 21 0,090 0,015 17 -17
28 0,089 0,015 17 -18
44 0,052 0,009 17 -52
117 0,036 0,006 18 -67
146 0,043 0,004 10 -61
1 0,197 0,022 11
3 0,165 0,029 18 -16
7 0,183 0,023 12 -7
14 0,184 0,010 5 -6
HAL 21 0,159 0,006 4 -19
28 0,157 0,011 7 -20
44 0,122 0,017 14 -38
117 0,136 0,023 17 -31
146 0,102 0,007 7 -48
1 0,312 0,023 8
3 0,295 0,056 19 -6
7 0,289 0,045 16 -7
14 0,257 0,037 14 -18
QTP 21 0,168 0,029 17 -46
28 0,183 0,028 15 -41
44 0,124 0,023 18 -60
117 0,132 0,026 19 -58
146 0,126 0,023 19 -60

DP-Desvio padrao; CV-Coeficiente de variacao
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Grafico 27: Estabilidade da CPZ em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146 dias.

Por observacao da tabela 14 e do grafico 277 conclui-se que o armazenamento da CPZ a
200 ng/mL, em fluido oral com 300 ng/mL de 4cido ascorbico, em DSS a 4°C na
auséncia de luz lhe confere uma estabilidade de 14 dias, apresentando uma perda de

41% de analito ao vigésimo primeiro dia.

Nao existem muitos estudos publicados na literatura onde os DSS sejam utilizados
como técnica de amostragem ou de pré-tratamento das amostras para a determinagao
de antipsicoticos em fluido oral, o tnico estudo encontrado na literatura foi o de
Caramelo et al.[54], pelo que se procedeu a comparar os resultados obtidos com os

publicados neste artigo.

No estudo realizado por Caramelo et al.[54], o armazenamento do mesmo farmaco a
concentracoes de 150 e 350 ng/mL em DSS durante 4 dias a 25°C na presenca de luz e
sem conservante demonstrou desvios de 8,7% e 8,4%, respetivamente. No presente
trabalho, o armazenamento deste farmaco durante 3 dias com acido ascorbico, na
auséncia de luz e a 4°C nao apresentou perdas. Apos 7 dias de armazenamento a estas
condicoes, a CPZ demonstrou um desvio de 4% relativamente ao primeiro dia,
enquanto que no estudo de Caramelo et al.[54] ao 8° dia este farmaco ja nao

apresentava estabilidade.

Comparativamente ao estudo de Caramelo et al. [54], a estabilidade da CPZ melhorou,
uma vez que ao fim de 3 dias ndo apresentou alteracGes na concentragao de analito, e
ao fim de 7 dias ainda se mantinha estavel, apresentando desvios da concentracao
inicial muito baixos. De facto, ao observarmos o grafico 3, reparamos que as condic¢des
usadas favorecem a estabilidade da CPZ, no entanto é a auséncia da luz (condicao

significativa) e a temperatura de armazenamento que conferem mais estabilidade a
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CPZ, pois de acordo com a tabela 13, a presenca de conservante ndo melhora a

estabilidade deste analito.
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Grafico 28: Estabilidade da LVP em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146 dias.

Relativamente ao farmaco LVP, apresentou uma estabilidade de 44 dias, apds o
armazenamento com 300 ng/mL de acido ascorbico, em DSS na auséncia de luz e a

4°C, observando-se uma perda superior a 30% apos os 117 dias de armazenamento.

No estudo realizado por Caramelo et al.[54] este firmaco a concentragoes de 150 e 350
ng/mL armazenado em DSS durante 4 dias a 25°C na presenca de luz demonstrou
desvios de 11,1% e 7,3% respetivamente, enquanto que no presente trabalho, apos 3
dias de armazenamento observaram-se desvios na concentracdo na ordem dos 10%
relativamente ao primeiro dia. Apds 7 dias de armazenamento este analito ainda se
apresentava estavel (4%), enquanto que apos 8 dias, no estudo de Caramelo et al.[54],

este analito ja nao apresentava estabilidade.

Quando comparado com o estudo de Caramelo et al.[54], este farmaco apresenta maior
estabilidade ao fim de 7 dias com o uso de acido ascoérbico, a 4°C e na auséncia de luz.
Segundo o grafico 4, este analito tem melhor resposta a 4°C e na auséncia de luz
(condicao significativa), pelo que, ao ser armazenado nas condicoes definidas para o
estudo, os resultados obtidos seriam expectaveis. De modo similar ao que se verificou
na situacao anterior, a adicao de conservante a este farmaco nao afeta a resposta obtida

(tabela 13).
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Grafico 29: Estabilidade da CYA em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146 dias.

Através da tabela 14 e do grafico 29, verificamos que a CYA apresentou-se estavel
durante os 146 dias de estudo, com 300 ng/mL de acido ascorbico, em DSS a 4°C na

auséncia de luz.

Segundo Caramelo et al.[54] este farmaco a concentracoes de 150 e 350 ng/mL
armazenado em DSS durante 4 dias a 25°C na presenca de luz demonstrou desvios de
10,9% e 4,8%, respetivamente, relativamente a concentracao inicial, sendo que no 8°

dia ja ndo apresentava estabilidade.

Comparativamente ao estudo mencionado, o armazenamento de CYA as condicdes
definidas melhora significativamente a estabilidade deste analito (o que se encontra em
linha com as conclusdes retiradas do grafico 5), visto que possui uma alteragdo na sua
concentracdo inicial em apenas 2% ao fim de 3 dias e que apresenta uma variabilidade
<20% na sua concentracao ao fim de 146 dias, o que permite uma quantificagao fiavel

apos este tempo de armazenamento.

Tal como nos dois analitos anteriores, a presenca de acido ascorbico no
armazenamento da CYA ndo ¢ significativa para a resposta deste analito ao fim de 7
dias, pelo que os parametros que conferem estabilidade a CYA sdao o armazenamento na

auséncia de luz (condic¢ao significativa, segundo o grafico 5) e a 4°C.
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Grafico 30: Estabilidade da CLZ em fluido oral armazenadas em DSS ao longo de 146 dias.

A CLZ, a 200 ng/mL, apresenta uma estabilidade de 28 dias, com perdas superiores a
50% apo0s os 44 dias de armazenamento com 300 ng/mL de acido ascorbico, em DSS

na auséncia de luz e a 4°C.

Na auséncia de conservante, o armazenamento deste farmaco a concentracoes de 150-
350 ng/mL em DSS na presenca de luz e a 25°C ao fim de 4 dias apresenta desvios da
sua concentracao inicial de 0,6% a 1,2% , sendo que a partir do 8° dia nao apresenta

estabilidade (perdas superiores a 50%)[54].

Comparativamente ao estudo de Caramelo et al.[54], este farmaco armazenado com
acido ascorbico a 4°C na auséncia de luz apenas apresenta diferencas significativas na

sua estabilidade ao fim dos 7-8 dias de armazenamento.

No estudo de Fisher et al.[52] a estabilidade da CLZ foi estudada em fluido oral
(recolhido pelo método de drooling e sem ser aplicado em DSS), e verificou-se que este
farmaco permaneceu estavel por 1 semana, a concentracoes de 150, 400 e 1200 ng/mL
se armazenado a temperaturas de 2 a 8°C. Comparativamente ao presente estudo,
verifica-se que o armazenamento em DSS confere uma estabilidade a CLZ por mais
tempo. No estudo de Patteet et al.[95], a CLZ a 240 e 2000 ng/mL, presente em fluido
oral recolhido com o dispositivo Quantisal™ e armazenado num tubo de polipropileno

a 4°C, permaneceu estavel durante 7 dias.
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Grafico 31: Estabilidade do HAL em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146 dias.

O HAL, a 40 ng/ml, demonstrou uma estabilidade de 28 dias apdés o seu
armazenamento com 300 ng/mL de acido ascorbico em DSS na auséncia de luz e a 4°C,

apresentando perdas superiores a 30% ap0s 44 dias de armazenamento.

A concentracoes de 30-70 ng/mL este farmaco, ao fim de 4 dias de armazenamento
sem conservante, a 25°C e na presenca de luz demonstra desvios minimos da sua
concentracdo inicial de 2,2% e 13%, os quais nao se alteraram muito passados os 8 dias
de armazenamento (6,2-7,9%)[54]. De acordo com o presente trabalho, os desvios da
concentracao inicial obtidos para os mesmos dias estao entre 7 e 16 %. Apesar de o HAL
ser considerado estavel a mesma, verifica-se que os desvios, no presente trabalho,
foram ligeiramente maiores que os desvios obtido no trabalho de Caramelo et al.[54].
Tal se pode dever ao facto de o armazenamento deste fArmaco nao ter sido feito a 25°C
(temperatura de armazenamento que confere melhor reposta ao HAL segundo o grafico
7), como no trabalho de Caramelo et al.[54]. Apesar de a concentracao de conservante
usada também nao ter sido a confere melhor resposta a este firmaco (segundo o grafico
7, a presenca de 600 ng/mL de acido ascorbico conferia melhor resposta), segundo a
tabela 13 é possivel verificar que a presenca de 300 ng/mL de acido ascorbico melhora
o sinal do HAL comparativamente a auséncia do conservante. Contudo, este farmaco
apresentou uma boa estabilidade no fluido oral armazenado nas condic¢oes definidas.
Segundo Patteet et al.[95], este farmaco, presente em fluido oral recolhido com o
dispositivo Quantisal™ e armazenado num tubo de polipropileno a 4°C, a

concentracoes de 2,4 e 56 ng/mL permaneceu estavel por 7 dias.
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Grafico 32: Estabilidade da QTP em fluido oral armazenado em DSS ao longo de 146 dias.

Através da tabela 14 e do grafico 32, concluimos que a QTP é estavel por 14 dias,
apresentando perdas superiores a 40% ap0s este tempo de armazenamento em fluido

oral com 300 ng/mL de acido ascorbico e em DSS, na auséncia de luz e a 4°C.

No estudo de Caramelo et al.[54] este farmaco a concentracoes de 150 e 350 ng/mL
armazenado durante 4 dias apresentou desvios da sua concentracao inicial entre 6,1% e
3,2%, respetivamente, enquanto que no armazenamento durante 8 dias, observaram-se
desvios de 5,4% e 12,7%. No presente trabalho ao fim de 3 e 7 dias observaram-se

desvios de concentracao de 6% e 7%, respetivamente.

Comparativamente ao estudo de Caramelo et al.[54], a estabilidade deste farmaco ao
fim de 3/4 dias é semelhante, enquanto que a partir de uma semana existem grandes
melhorias no armazenamento com acido ascorbico na auséncia de luz. A temperatura
de armazenamento, como visto no grafico dos efeitos principais deste composto em
DSS (grafico 8) nao é relevante, no entanto a luz tem alguma influéncia no
armazenamento, apesar de nao ser significativa, e a presenca de acido ascorbico

também melhora a resposta da QTP (tabela 13).

No estudo de Fisher et al[52] a QTP permaneceu estavel durante 1 semana
armazenado a temperaturas de 2-8°C na matriz de fluido oral (sem ser aplicada em
DSS) a concentracoes de 25, 250 € 400 ng/mL. O armazenamento deste farmaco em
DSS, confere-lhe estabilidade por mais uma semana, sensivelmente. No estudo de
Patteet et al.[95] este farmaco em fluido oral recolhido com o dispositivo Quantisal™,

permaneceu estavel por 7 dias a concentracoes de 48 e 2000 ng/mL armazenado a 4°C.
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3. Conclusoes e consideracoes finais

No presente trabalho, a estabilidade de seis fArmacos antipsicéticos em fluido oral na
presenca de diversos conservantes e em diferentes condi¢oes de armazenamento foi
estudada. Para tal, recorreu-se a realizacdo de um desenho experimental através do
sofware MINITAB®,

Foi estudada a adicao de 4cido ascorbico, fluoreto de sédio e ainda azida de sodio a fim
de aumentar a estabilidade destas substancias nas amostras de fluido oral utilizando os

DSS como ferramenta de armazenamento e pré-tratamento da amostra.

Apos analise dos resultados, foi possivel chegar a conclusao de que as melhores
condicoes de armazenamento para os analitos de modo a que apresentassem uma
melhor estabilidade seria com 4cido ascérbico a uma concentracao de 30ong/mL, com
armazenamento a 4°C e na auséncia de luz. Contudo, a presenca de conservante s6 é

significativa para a resposta dos analitos CLZ, HAL e QTP.

Com estas condicoes, concluimos que a CPZ e a QTP se mantém estaveis durante 14
dias, a LVP permanece estavel por 44 dias, a CYA manteve-se estavel durante todo o
periodo de estudo (146 dias) e a CLZ e o HAL demonstraram uma boa estabilidade até
aos 28 dias de armazenamento. Comparativamente com um estudo anterior onde os
compostos perderam estabilidade a partir de 1 semana aproximadamente, é possivel
afirmar que as condi¢Ges anteriormente indicadas aumentam significativamente a

estabilidade dos analitos em estudo.

Assim, no geral, as condigoes definidas para o estudo conferem estabilidade aos
farmacos por 2 semanas ou mais, no entanto para o firmaco HAL poderiam ser
realizados mais estudos, de modo a tentar prolongar a sua estabilidade em fluido oral e
em DSS para além dos 28 dias, visto que a temperatura e a concentracao de acido
ascorbico a que este farmaco foi armazenado ndo sdo as que lhe conferem maior

resposta.

E de salientar que este é o primeiro estudo realizado que permite avaliar a estabilidade
dos farmacos CPZ, LVP, CYA, CLZ, HAL e QTP a longo prazo, nesta matriz biologica.
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