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1. INTRODUCAO

O relatorio que se segue foi elaborado no &mbito da unidade curricular de
Estagio Profissional I, inserida no 2° semestre do 4° ano do plano de estudos do Curso
de Farmécia — 1° Ciclo, realizado no Centro de Investigacdo em Ciéncias da Saude
(CICS), da Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS) da Universidade da Beira Interior
(UBI), o qual pretende descrever de forma clara e sucinta todas as atividades e
experiéncias adquiridas durante o periodo de estagio que decorreu entre 4 de margo de
2013 e 21 de junho de 2013.

O Estagio Profissional 11 é um estagio de integracdo a vida profissional, objeto
de avaliag@o e que visa sobretudo a integragdo e completa autonomia no desempenho
das diferentes funcbes do Técnico de Farméacia (TF).

O estagio € um periodo fundamental para o enriquecimento do estudante, como
futuro profissional, uma vez que lhe permite aprender inserido numa equipa
multidisciplinar e permanecer em contacto direto com a realidade das diferentes areas
especificas de atuacdo do tecnico de farméacia. De uma forma mais especifica e concisa,
podemos assim dizer que, o estudante deve tirar proveitos deste estagio, seguindo os
objetivos inicialmente propostos ™:

e Desenvolver competéncias cientificas e técnicas que lhe permitam a
realizacdo de atividades subjacentes a profissdo do Técnico de Farmécia, no
enquadramento das varias areas de intervencdo profissional;

e Aplicar os principios éticos e deontoldgicos subjacentes a profissao;

e ldentificar, desenvolver e avaliar planos de intervencdo adegquadamente
integrados numa equipa multidisciplinar;

e Responder aos desafios profissionais com inovacdo, criatividade e
flexibilidade.

Para que fosse possivel responder e tirar partido dos objetivos acima referidos e

a fim de ser possivel perceber a complexidade das experiéncias realizadas num
laboratério direccionado para a vertente da investigacdo, varias foram as atividades
planeadas para o estagio:

e Agquisicdo de conhecimentos basicos sobre cromatografia gasosa;

e Desenvolvimento de metodologias recorrendo a espectrometria de massas;

e Aquisicdo de conhecimentos basicos e avangados de Microextracdo em
Seringa Empacotada (MEPS);
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e Desenvolvimento e validagdo de uma metodologia bioanalitica para

determinacéo de antipsicoticos em matrizes aquosas.

Com este relatério pretende-se descrever as atividades executadas durante o
Estégio Profissional Il, a fim de reportar todas as experiéncias vividas pelo estudante, de
modo a puder ser igualmente considerado como uma ferramenta fidedigna para a
avaliacdo do mesmo.

Ao longo do relatorio serd possivel a retificagdo dos objetivos que foram
inicialmente planeados e propostos para a realizacdo de um bom estdgio, onde sera
perceptivel a forma como os mesmos foram estudados. Deste modo, no desenrolar do
relatorio irei realcar o perfil do Técnico de Farmacia enquanto profissional de saude que
abrange varias areas; descrever e focar, de forma muito sucinta, os pontos mais
importantes e relevantes sobre o CICS, a fim de ser possivel visualizar o ambiente em
que o estagio foi enquadrado; descrever alguns conhecimentos bésicos e avangados
sobre cromatografia gasosa e alguns conceitos acoplados; explicar o conceito de MEPS
e de que forma esta se revela uma técnica importante neste ramo e irei descrever como
se desenvolve e valida uma metodologia bioanalitica.

A metodologia aplicada para a elaboragdo deste relatorio baseou-se na consulta
de artigos, de teses de mestrado e ainda outras fontes de caracter fidedigno, todas elas

referentes ao ramo da investigacao.
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2. PERFIL DO TECNICO DE FARMACIA

O TF tem que ser um profissional dotado de conhecimentos técnico-cientificos,
inserido numa equipa de saude onde desenvolve um conjunto de atividades relacionadas
com a prevencao, aconselhamento, terapia e reabilitacdo.

A carreira de TF € regulamentada e regida segundo o Estatuto Legal da Carreira
de Técnicos de Diagnostico e Terapéutica, onde se encontram abrangidos todos os
profissionais das areas de Tecnologias da Salde. E no Decreto-Lei n°564/99, de 21 de
Dezembro que esta estabelecido o Estatuto Legal da Carreira dos Técnicos de
Diagnostico e Terapéutica, sendo que este faz referéncia as competéncias dos TF
enquanto membros de uma equipa profissional, sendo de salientar as seguintes
competéncias

e Desenvolvimento de atividades no circuito do medicamento, tais como

analises e ensaios farmacologicos;

e Interpretacdo da prescricdo terapéutica e de férmulas terapéuticas, bem como

a sua preparacdo, identificacdo e distribuicao;

e Controlo dos prazos de validade;

e Distribuicéo;

e Gestdo de stocks de medicamentos e outros produtos farmacéuticos;

e Informacédo e aconselhamento sobre o uso do medicamento.

Deste modo, podemos afirmar que o TF €, como todos 0s outros profissionais de
salde, um profissional competente, pois € detentor de uma formacao especializada de
nivel superior, sendo ele um profissional ativo em todas as fases que estdo diretamente
ligados ao circuito do medicamento e responsavel nas fungbes que exerce com
autonomia para tal. Os TF sdo habilitados para um vasto leque de atividades ao nivel da
satide, podendo exercer funcdes em &:

e Farmécia Hospitalar;

e Farmécia Comunitéria;

e Responsaveis Técnicos dos locais de venda de Medicamentos Néo Sujeitos a

Receita Médica (MNSRM);

e Indlstria farmacéutica, em diversas vertentes, nomeadamente producdo e

controlo de qualidade dos medicamentos;

e Centros de ensino e de investigacao;
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e Inddstria Alimentar;

e Industria Quimica.

A utilizacdo de medicamentos nas sociedades modernas € um bem indiscutivel
que permite dar resposta as necessidades e exigéncias das populac¢des, contribuindo para
uma melhoria significativa da sua qualidade de vida. Deste modo, a participacdo dos TF
nas equipas de satde contribui de forma decisiva para um sistema de salde mais eficaz
e de qualidade, de forma a promover uma utilizacao racional e segura do medicamento.
Como profissionais que sdo devem sempre fazer jus do sigilo profissional a que estdo
sujeitos e nunca perder a ética e os principios morais que lhes foram incutidos durante
toda a sua formagao profissional.

A Associacdo Portuguesa de Licenciados em Farmacia (APLF) realca o Perfil
Profissional do TF onde denota que o TF tem a capacidade de conceber, planear,
organizar, aplicar e avaliar todas as fases do circuito do medicamento e produtos de
salde, tendo sempre em conta a sua qualidade, através de um espaco de intervencao
proprio e auténomo . A APLF realca as capacidades e aptiddes para as quais os TF
estdo capacitados, baseando-se no Estatuto Legal da Carreira dos Técnicos de
Diagnostico e Terapéutica.

A nossa sociedade esta a atravessar um periodo pouco favoravel em termos
socioecondmicos, o que vai levar a que o TF tenha de se preparar melhor para enfrentar
todas as barreiras que aparecam no seu encalce e deve sobretudo alargar os seus
horizontes e apostar em outras areas para o qual estd apto a exercer as suas funcdes,
como por exemplo na area da investigacdo em salde, embora este seja um ramo que
pode requerer algumas verbas extra.

Qualquer TF que exerca a sua atividade profissional ao nivel da investigacdo em
salde, pode considerar-se como um privilegiado, visto que tem a oportunidade de ser
uma pecga fundamental para o desenvolvimento de novos medicamentos, ou ainda na
descoberta de moléculas, até a data desconhecidas, que podem ser fundamentais no
diagnostico ou tratamento de certas doencas, sendo que tal vai enaltecer a sua carreira
profissional e a sua autoestima, pois acaba por se sentir Util na sociedade, revelando ser
um profissional competente para o sucesso ao nivel da saide. No entanto, ao nivel da
investigagdo em salde vérias sd0 as areas de investigagdo como a

toxicologia/ecotoxicologia e a area de saude publica.
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3. CENTRO DE INVESTIGACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
(CICS)

3.1 LOCALIZACAO GEOGRAFICA DO CICS

O CICS da UBI encontra-se sediado na Avenida Infante D. Henrique, 6201-506
Covilha, concelho da Covilha e distrito de Castelo Branco. Na figura 1 apresento uma

vista aérea da FCS onde se encontra inserido o CICS.

S daiSalde B

:\;?\s.- <57

Figura 1 - Vista aérea do CICS da FCS [Fonte: Google Earth]

O CICS encontra-se situado na FCS da UBI. Embora todos os alunos tenham
acesso a faculdade, nem todos conseguem ter acesso ao CICS, visto que para tal é
necessario o uso de cartdes para a abertura das portas e s6 os profissionais autorizados é
que tém acesso a estes. Desta forma, o CICS é um local que esta seguro e € vigiado, a
fim de evitar 0 acesso de pessoas estranhas.

3.2 APRESENTACAO DO CICS

O CICS é uma estrutura de investigacdo que se encontra integrada na FCS —
UBI. A missdo do CICS é promover a pesquisa cientifica de alta qualidade ao nivel de
diversas areas, a fim de contribuir para a educacdo para a salde da populacdo local. As
areas que tém impacto ao nivel da investigacdo em satde, sdo ™'
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e Biotecnologia;

e Biomedica;

e Clinica;

e Epidemioldgica.

No CICS existem dois grupos distintos de investigadores, que direccionam 0s
seus interesses de pesquisa nas areas de «Hormonas e Inflamacéo» e «Biotecnologia e
Ciéncias Biomoleculares».

O CICS nédo é apenas um centro de investigacdo, nele também sdo realizados
trabalhos de mestrado e de doutoramento, visto que ele se encontra em estreita
colaboracdo com as faculdades e os departamentos da UBI, de modo que sdo realizados
0s seguintes programas de Mestrado e Doutoramento, respetivamente ©!:

e Programas de Mestrado:

o Medicing;
o Ciéncias Farmacéuticas;
o Ciéncias Biomédicas;
o Bioquimica.
e Programas de Doutoramento:
o Medicing;
o Biomedicina;
o Bioquimica;
o Ciéncias Farmacéuticas.

A Beira Interior, atualmente, é bastante conhecida gracas ao CICS, devido ao
renome que este centro de investigacdo ja enverga. Na verdade, o CICS tem
demonstrado que é um centro de investigacdo com capacidade para dar resposta aos
mistérios que a ciéncia vai despoletando.

No dia 30 de abril de 2013, foi inaugurada a maior estrutura cientifica da Beira
Interior, a UBIMEDICAL. A UBIMEDICAL é um centro de competéncia e exceléncia
que se encontra vocacionado para a qualidade de vida e salde. Este projeto assenta em
duas vertentes, investigacdo cientifica e desenvolvimento tecnoldgico e incubacdo de
projetos empresariais com transferéncia de tecnologia. No que diz respeito a area de
investigacdo, podemos encontrar laboratérios equipados com os mais avangados

equipamentos cientificos que existem nas areas da satide .
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3.3 INSTALACOES

As instalacdes do CICS cobrem uma area de 1830 m? onde se incluem o0s
laboratérios comuns e as instalacbes especificas que possuem uma organizacao
funcional ). De entre as instalacées especificas, podemos salientar algumas que sdo
usadas para a execucado de tarefas gerais, tais como:

e Sala fria e os congeladores - sala destinada ao armazenamento de amostras

e reagentes;

e Sala de Solugdes - destina-se a preparacdo de solucBes e ao armazenamento

de reagentes;

e Sala de lavagem e esterilizagdo - equipada com autoclaves, sistema de

purificacdo de agua e maquina de lavar;

e Sala de centrifugacdo - equipada com varias centrifugas e um sistema de

liofilizacéo;

e Sala destinada ao processamento de amostras de tecido, bem como amostras

de culturas de células.

Estas instalagdes, séo aquelas que todos os investigadores utilizam, ou seja, séo
instalagcbes comuns a todos os profissionais que exercem func¢des no CICS. Deste modo,
seguidamente, vou fazer uma breve descricdo de cada uma das instalacbes que sdo

especificas para determinada area [".
3.3.1 InstalacGes destinadas aos animais

As instalacfes que estdo destinadas apenas aos animais, também designadas de
Biotério, local onde se criam ou recolhem animais vivos usados em experiéncias
cientificas '®, foram licenciadas pela Direcdo Geral de Veterinaria (DGV) em julho de
2009.

As instalages possuem de area 340 m? onde se podem encontrar as seguintes
salas: sala de reproducdo, sala de experiéncias e sala de cirurgia. Os animais que & se
encontram s&o ratos e hamsters, visto serem estes 0s animais mais usados para as
experiéncias cientificas. Todos os animais possuem gaiolas bem ventiladas e as
instalagBes encontram-se ainda equipadas com uma unidade de peroxido de hidrogénio

a fim de se executar a esterilizacdo das salas e de todos os equipamentos ai presentes [,
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3.3.2 Laboratorio de Cultura de Células

O laboratério destinado & cultura de células possui uma area de 35 m? e é dotado
de trés salas distintas: cultura de células primarias, cultura de linhas celulares de origem
humana e cultura de linhas celulares de origem ndo humana. Estas salas encontram-se
devidamente equipadas com todo o equipamento que é necessario para a cultura de

celulas, possuem armérios de fluxo laminar, incubadoras, frigorificos e centrifugas.

3.3.3 Laboratdrio de Microscopia de Fluorescéncia

O laboratério de microscopia de fluorescéncia, atualmente, encontra-se equipado
com um microscépio invertido Zeiss AxioObserver que esta preparado para a realizacdo
de imagens ao vivo e possui também um microscopio confocal AxioObserver LSM 710.
Estes equipamentos encontram-se aptos para realizar analises de Transferéncia de

Energia de Ressonancia por Fluorescéncia (FRET) e imagens de célcio.
3.3.4 Laboratorio de Reacéo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)

O laboratério de PCR possui dimensdes pequenas e esta unicamente reservado
para a execucdo do método PCR. Este laboratério estd equipado com termocicladores
normais e um equipamento de PCR em tempo real, a fim de possibilitar a amplificacdo

de segmentos de DNA através do processo de PCR.
3.3.5 Laboratorio destinado a Eletroforese de Acidos Nucleicos

Este laboratdrio € usado para se efetuar a analise da expressdo genética e para a
avaliacdo de amostras de acidos nucleicos. Este encontra-se equipado com dispositivos
de imagiologia quantitativa, sistemas para a realizacdo da eletroforese em gel, bem

COmMO outros pequenos equipamentos.
3.3.6 Laboratdrio de Eletroforese Proteica e Western Blotting

Este laborat6rio, como o proprio nome o indica, é unicamente utilizado para a
analise da expressdo das proteinas. Encontra-se equipado com todos os equipamentos

que sdo necessarios para a realizacdo do processo de analise.
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3.3.7 Laboratério de Radioatividade

A area deste laboratério é de 33 m? e encontra-se equipado com um contador
beta e alguns equipamentos de dimensGes menores para analisar a proliferacdo das
celulas humanas e analisar ainda as transcri¢es por Northern blot.

3.3.8 Laboratdério de Citometria de Fluxo

O laboratorio destinado a citometria de fluxo, encontra-se equipado com um
citdbmetro de fluxo, que é capaz de detetar até quatro sinais fluorescentes e que pode
medir até nove cores. Este equipamento permite contar, examinar e classificar particulas
microscopicas que se encontram suspensas num meio liquido em fluxo. A citometria de

fluxo permite a quantificagdo de um conjunto de parametros.
3.3.9 Laboratdrio de Fisiologia

Este laboratorio, como o nome indica, é destinado a investigacdo em fisiologia,
possui uma area de 37 m? e encontra-se equipado com equipamentos de Gltima geracéo,
usados para a analise da atividade dos canais vasculares e das células do coracéo,
analise da contractilidade do miocardio e ainda equipamentos utilizados para medir a

contracdo, migracédo e proliferacdo celular.
3.3.10 Laboratorio de Microbiologia

O laboratério de microbiologia possui uma area de 57 m? este por sua vez
encontra-se equipado com 3 incubadores orbitais e um biorreator Bioflo3000. Estes
equipamentos sdo usados para optimizar as condi¢des funcionais para o crescimento de
células bacterianas e para maximizar os rendimentos das proteinas terapéuticas e dos
acidos nucleicos, quer ao nivel da fermentacdo quer ao nivel da cultura de células,
através do método desenvolvido. O laboratério encontra-se ainda equipado de outros
pequenos dispositivos essenciais num laboratério de microbiologia, sendo de salientar
que este possui um sistema automatizado para gerar atmosferas de anaerobiose e de

microaerofilia.
3.3.11 Laboratério de Protedmica

Este laboratorio encontra-se equipado com equipamentos de elevada
sensibilidade e precisdo. Possui um 4800 Plus MALDI TOF/TOF™, sendo este um
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equipamento de analise que oferece um elevado nivel de sensibilidade para
identificacdo e quantificacdo de proteinas de baixa abundancia em misturas complexas.
Incorporado neste laboratorio, estd ainda um sistema de Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massa de Triplo Quadrupolo — LC/MS/MS 4000Q
TRAP™  permitindo o desenvolvimento de novas aplicacdes de trabalho em

protedmica, como sendo a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.
3.3.12 Laboratério de Microcalorimetria

O laboratdrio de Microcalorimetria estd equipado com um microcalorimetro de
fluxo, que pode funcionar por fluxo continuo ou em condigdes estaticas. Em condicdes
de fluxo continuo o microcalorimetro fornece uma visdo valiosa em processos de
adsorcéo de biomoléculas. Por outro lado, em condicGes estaticas € possivel o estudo de
diferentes tipos de ligaces, as interacdes DNA-farmaco, a cinética enzimatica e ainda a

atividade do anticorpo.
3.3.13 Laboratorios de Cromatografia

Existem dois laboratérios de cromatografia, estes possuem 57 e 60 m?
respetivamente. Os laboratérios de cromatografia permitem um amplo desenvolvimento
ao nivel do isolamento e purificacdo molecular, bem como o desenvolvimento e
validacdo de diferentes métodos para detecdo de farmacos, drogas de abuso ou outros
analitos, tendo por base amostras bioldgicas.

As experiéncias analiticas cromatogréaficas sdo realizadas em sistemas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e num sistema de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa de Triplo Quadrupolo (GC/MS/MS),
também designado por modo tandem. Outros equipamentos de detecdo estdo
disponiveis no laboratdrio, tais como: detetores de matriz, indice de refracéo,
fluorescéncia e detetores eletroquimicos.

O meu estagio decorreu no laboratério de cromatografia onde se encontrava o
GC/MS/MS, visto que, o meu projeto de investigacdo foi desenvolvido com aplicacao
do sistema de cromatografia gasosa. No decorrer do relatorio, irei fazer referéncia a este

tipo de sistema de detecédo e quantificacéo.
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3.4 AREAS DE INVESTIGACAO E MISSAO DO CICS

A investigacdo em Ciéncias da Saude na UBI é promovida pelo CICS, que nédo €
mais que uma unidade de pesquisa onde se retnem diversos departamentos da
universidade.

A missdo do CICS é o desenvolvimento de pesquisa integrada e multidisciplinar
voltada para o estudo dos mecanismos fisiologicos e patoldgicos ao nivel molecular
para 0 organismo Vivo.

No que diz respeito aos recursos humanos do CICS, estes abrangem um amplo
leque de profissionais multidisciplinares. No CICS existem atualmente, cerca de 160
investigadores, nos quais se incluem alunos de mestrado e de doutoramento, bem como
alunos de pos-doutoramento. A formacdo multidisciplinar dos investigadores acarreta
mais-valias no desenvolvimento de projetos integrados no campo da biomedicina, visto
que existem investigadores com formacdo em medicina, farmacéuticos, bioquimicos e
biomédicos ).

Como forma de garantir o desenvolvimento de projetos que tragam beneficios
para a salde publica e para a vida, foram estabelecidas duas grandes areas de
investigacdo que estdo em colaboragdo constante: ‘Hormonas ¢ Inflamag¢ao em Saude e
na Doenca’ e ‘Biotecnologia e Ciéncias Biomoleculares’ [9], mencionadas

anteriormente.

3.5 HORARIO DE FUNCIONAMENTO

O periodo normal de funcionamento do CICS ¢ basicamente igual ao periodo de
funcionamento da FCS, isto €, das 08.00h as 20.00h durante os cinco dias Uteis da
semana. No entanto, os profissionais qualificados para tal, podem fazer horério extra, ou
seja, podem ir trabalhar durante a noite ou pela madrugada, desde que para isso
possuam chaves de acesso e estejam devidamente habilitados para tal. Além das horas
extra, podem também optar por trabalhar no fim de semana, sendo que desta forma pode

dizer-se que o CICS esta em funcionamento 24 horas sob 24 horas.
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4. TRABALHOS DESENVOLVIDOS NO CICS

Todos os trabalhos que sdo desenvolvidos no CICS encontram-se, de uma forma
ou de outra, ligados a investigacdo, isto é, o mote do CICS € a investigacdo em ciéncias
da saude. Logo, 0 meu trabalho no CICS também andou em volta da investigacao, mais
concretamente, no desenvolvimento de um método cromatografico para detecdo de
antipsicéticos em agua.

No entanto, ndo comecei logo a fazer investigacdo, pura e dura, primeiro realizei
alguns trabalhos propostos pelos meus co-supervisores, pesquisa bibliografica para
sustentar o0 meu projeto, bem como a aprendizagem de alguns conceitos que ndo me
eram de todo familiares. No que diz respeito aos trabalhos iniciais, esses serviram para
me familiarizar com o tipo de calculos necessarios para a analise posterior e para obter a
destreza desejada na utilizacdo dos mesmos. Por outro lado, 0s meus co-supervisores
deram-me alguns conceitos chave que tinha de saber, minimamente, para perceber qual
a importéncia deles e de que modo, estes poderiam ser fundamentais em todo o meu
projeto. Como tal, tive necessidade de pesquisar mais sobre estes conceitos, a fim de
tentar perceber a sua aplicacdo no mundo da investigacdo, sendo que no seguimento
deste relatdrio irei fazer referéncia aos conceitos que se revelaram fulcrais para o

desenvolver de todo 0 meu projeto de investigagéo.

4.1 RETA DE CALIBRACAO DA CAFEINA

Um dos primeiros trabalhos que realizei foi o da cafeina, sendo que os objetivos
deste trabalho eram: preparacao de solucdes, familiarizacdo com os célculos a efetuar e
tracar uma reta de calibracdo para a cafeina.

Para efetuar este trabalho parti de uma solucdo mée de cafeina, cuja
concentracdo era de 50ug/mL = 50ppm, isto €, tinha 5000ug de cafeina para um volume
final de 100mL de metanol. As minhas solugdes de trabalho foram preparadas para um
volume final de 2mL de &gua, pelo que foi necessario realizar alguns calculos, os quais
se prenderam com a utilizagdo da equagéo: Ci X Vi = Cr X V. De forma a ndo tornar a
descricdo do trabalho extensa, apresento seguidamente uma tabela (tabela 1) que resume

a preparacéo das solucdes de trabalho.
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Tabela 1 — Preparacéo das solucdes de trabalho

Solucdes de trabalho Volume de agua (uL) Volume de solugdo mae (pL)

0 ppm 2000 0

5 ppm 1800 200
10 ppm 1600 400
15 ppm 1400 600
20 ppm 1200 800
25 ppm 1000 1000

Seguidamente, apoés ter efetuado a correta preparacdo das solugdes de trabalho,
com recurso a um espectrofotometro de absorcdo no visivel/ultravioleta, medi a
absorvancia para cada uma das solugdes de trabalho por trés vezes a um comprimento
de onda de 272 nm. Além disso, medi também a absorvancia de uma solucdo incognita
que me foi dada com concentracdo desconhecida, com o objetivo de calcular a sua
concentragdo com base na absorvancia obtida e na reta de calibragdo que iria tragar com
as solucdes de trabalho. A tabela 2 refere os resultados obtidos de absorvancia para cada

uma das soluc@es de trabalho, bem como a absorvancia da solucgéo incognita.

Tabela 2 — Registo das absorvancias

Absorvancia A_ A_ o
Absorvancia 1 Absorvancia 2 Absorvancia 3
Concentracao

0 ppm 0,000 0,000 0,000
5 ppm 0,232 0,241 0,248
10 ppm 0,495 0,490 0,488
15 ppm 0,713 0,727 0,737
20 ppm 0,971 0,979 0,975
25 ppm 1,179 1,222 1,209
Solucgéo incognita 0,408 0,398 0,410

Depois de efetuar a leitura das absorvancias, o proximo passo foi o de tragar uma

reta de calibracdo, como se pode visualizar no grafico 1.
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Gréfico 1 — Reta de calibracdo da cafeina
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y=0,0483x+0,0019
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Por sua vez, a tabela 3 contém os dados referentes as concentracdes e respetivas
absorvancias, mas ainda, apresenta os calculos da media, desvio-padréo, coeficiente de

variacdo, quantificacdo e bias.

Tabela 3 — Resultados das absorvancias e calculos Uteis

Concentracédo (ppm)

0 5 10 15 20 25
1 0,000 0,232 0,495 0,713 0,971 1,179
Ensaios 2 0,000 0,241 0,490 0,727 0,979 1,222

2 0,000 0,248 0,488 0,737 0,975 1,209

Meédia (Abs) 0,000 0,240 0491 0,726 0,975 1,203
Coeficiente de variacdo 0 3,33737 0,73433 1,66129 0,41026 1,83266
Quantificagdo -0,0393 4,93651 10,1263 14,9848 20,147 24,8744

A média e o desvio-padrdo devem ser os primeiros calculos a efetuar, uma vez
que estes vao ser o ponto de partida para a realizacdo de todos os calculos seguintes. O
calculo do coeficiente de variacdo (Equacdo 1) é Gtil, na medida em que este permite

estimar a precisdo com a qual a experiéncia foi efetuada.

Coeficiente d L. Desvio padrao < 100
oeficiente de variacao = —————
4 ‘ Média

Equacdo 1 — Formula para calcular o coeficiente de variagéo
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A quantificacdo (Equacdo 2) é calculada como forma de verificar se a
concentracédo tedrica é efectivamente a concentracdo presente na solucdo, dai que para
se efetuar o seu calculo se tenha de usar a equacao da reta.

média da absorvancia — b

uantificacao =
Q ficag —

Equacédo 2 — Férmula para calcular a quantificacio

Por ultimo, calcula-se o bias (Equacdo 3). O bias diz respeito ao erro relativo
médio que pode ocorrer na experiéncia, mediante a reta de calibracdo, sendo que este
ndo deve ultrapassar os 15%, como definido pela Food and Drug Administration
(FDA).

Bi valor da quantificacdo — valor da concentragao nominal 100
ias = — - X
valor da concentracao nominal

Equacado 3 — Férmula para calcular o bias

Depois de ter efetuado todos estes calculos, procedi a determinacdo da
concentracdo da solucdo incognita, sendo para tal recorri a equagdo da reta tracada

anteriormente e & formula que se segue (Equagéo 4).

Absorvancia — b

Concentracao =
m

Equacéo 4 — Formula para calcular uma concentracao desconhecida através da equacéo da reta de

calibracéo (y=mx+b)

Posto isto, os resultados obtidos foram os que se encontram na tabela abaixo
representada (tabela 4). Concluiu-se assim que a solugdo incognita teria uma

concentragdo aproximada de 8,35ppm.

Tabela 4 — Resultados da concentracéo para a solugdo incégnita

Absorvancia da solucéo incognita | Concentracéo (ppm) Meédia (ppm)
8,40787
8,20083 8,35266
8,44928
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4.2 PROGRAMAS UTILIZADOS NO PROCESSO DE CROMATOGRAFIA
GASOSA (GC)

O funcionamento do GC ¢ todo ele comandado atraveés de programas
informaticos, programas esses que fornecem a informagdo necesséaria ao GC para que
ele desempenhe as suas fungdes. Para tal, trabalha-se basicamente com trés principais
programas, 0 QQQ1 — MassHunter, o Gerstel Maestro e o Agilent MassHunter
Qualitative Analysis.

O QQQ1 — MassHunter é responsavel pelo controlo de toda a parte ligada ao
cromatdgrafo e ao detetor. Neste programa, os comandos de uso mais relevante sdo: a
sequéncia, 0os métodos e os instrumentos. No comando “Sequéncia” utilizam-se as
funcBes que permitem editar a sequéncia (criar a sequéncia gque se pretende) e correr a
sequéncia. O comando “Métodos” permite criar novos métodos ou entdo editar métodos
ja existentes. Por sua vez, o comando “Instrumentos” permite o ajuste de algumas
condicdes ao nivel da espectrometria de massa, das rampas de temperatura e do injetor.

O programa Gerstel Maestro comanda toda a parte da injecdo, ou seja, ele vai
controlar todos os passos que devem ser dados pelo injetor. Deste modo, é responsavel
por selecionar o vial a ser utilizado, o volume a injetar e como injetar esse mesmo
volume, tudo isto com base nos tempos de corrida descritos no método que foi criado no
programa anterior.

Por dltimo, temos o programa Agilent MassHunter Qualitative Analysis que
serve para analisar os resultados obtidos pelo detetor de espectrometria de massa. Este
programa é muito facil de manusear, sendo que para se analisar os resultados, basta
selecionar os cromatogramas pretendidos, mediante 0 nome que lhe foi atribuido no
programa QQQ1 — MassHunter.

Para um correto funcionamento do GC primeiro deve fazer-se correr a sequéncia
do programa QQQ1 — MassHunter e esperar que no GC fique ready, posto isso, faz-se
correr a sequéncia do programa Gerstel Maestro, dando-se assim inicio a fase de

injecao.
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5. CONCEITO DE CROMATOGRAFIA

O termo cromatografia foi usado pela primeira vez por um botanico russo, que
em 1906 descreveu as suas experiéncias na separacao dos componentes de extratos de
plantas, experiéncia onde se verificou que os componentes eram separados por meio de
faixas coloridas. Em suma, este deve ser o motivo pelo qual a técnica é conhecida como
cromatografia (chrom — cor e graphie — escrita) %,

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico de separacdo, que se fundamenta
na migracgéo diferencial dos componentes de uma mistura, sendo que esta ocorre devido
a diferentes interacdes que se ddo entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estaciondria. Esta técnica € extremamente versatil e de grande aplicacdo, devido a
grande variedade de combinacBGes que se podem criar entre a fase mével e a fase
estacionaria. Deste modo, a cromatografia pode ser utilizada para %;

e Identificacdo de compostos - Comparagdo com padrdes previamente

existentes;

e Purificacdo de compostos > Separacdo das substancias indesejaveis;

e Separagdo dos componentes de uma mistura.

Existem diferentes formas de se efetuar a técnica de cromatografia, sendo que
para a sua correta classificacdo € necessario ter em consideracdo alguns critérios.
Existem quatro formas de classificar a cromatografia: classificacdo pela forma fisica do
sistema cromatografico; classificacdo pela fase mével utilizada; classificacdo pela fase
estacionaria utilizada e classificacdo pelo modo de separagéo M.

Dos vérios tipos de cromatografia que sdo conhecidos, é bem notavel que os
mais utilizados ao nivel da industria e mesmo ao nivel da investigacdo sdo: a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e a Cromatografia Gasosa (GC). No
entanto, verifica-se que a GC é das técnicas analiticas mais utilizadas, devido as
vantagens que vai ostentando, alto poder de resolucdo e possibilidade de detecdo a

escala de nano e picogramas.

5.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

A GC ¢é uma técnica que foi desenvolvida a partir dos trabalhos de Prior, Martin
e Synge, onde a amostra € introduzida num injetor que se encontra ligado a coluna

cromatografica. Apds se dar a injecdo da amostra, 0S COmMPOSt0S gasosos S&o
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transportados ao longo da fase estacionaria, por meio de uma fase movel gasosa (gas de

arraste), sendo estes separados com base nos seus pontos de ebulicéo e polaridade ** 2,

A figura 2 ilustra os componentes basicos de um equipamento para

N

(s de arraste H .u_]

Amostra I::> Injector —@Qﬁ@& Detector |::> Sistema de dados

Figura 2 — Diagrama de um processo de cromatografia gasosa (Adaptado da referéncia [13])

cromatografia gasosa.

Os gases mais usados como fase mdvel sdo: o hidrogénio, o hélio e o azoto.
Estes devem possuir algumas caracteristicas fundamentais, devem ser puros e
quimicamente inertes. A sua escolha esta diretamente relacionada com as vantagens e
inconvenientes associados a cada um deles, nomeadamente, custos, rapidez de analise e
seguranca, sendo que o hélio é o gas mais habitualmente utilizado 4,

O processo de injecado é algo célere e efetua-se com recurso a micro-seringas que
injectam as misturas huma camara de vaporizacdo. A mistura, ja vaporizada, passa por
um liner inerte de vidro sinalizado e, em seguida, da-se a entrada dos compostos na
coluna cromatogréfica, onde vai ocorrer a sua separacdo ™ ¥ Ha diversos tipos de
sistemas de injecdo, sendo que a sua escolha deve ser feita mediante as vantagens e 0s
inconvenientes apresentados por eles. Os sistemas de injecdo que usam colunas
capilares, frequentemente, trabalham com reparticdo de fluxo (em split), sem reparticéo
do fluxo (em splitless) ou ainda sob Vaporizacdo com Temperatura Programada (PTV).
Os modos de operacdo mais usados sdo: split e splitless, pois permitem controlar a
quantidade de amostra que é introduzida na coluna, a qual depende da concentracdo dos
compostos na mistura. No modo splitless toda a amostra que € injetada segue para a
coluna, ao passo que no modo split apenas uma fragdo da amostra que foi injetada entra
na coluna, sendo que a restante amostra vai ser eliminada através de uma valvula, a fim
de se evitar a saturacdo da coluna devido as elevadas concentracfes apresentadas pelos

compostos 4 261,
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A fase estacionaria pode ser sélida ou liquida, encontrando-se no interior da
coluna cromatografica, podendo ser empacotada ou capilar. As colunas capilares séo
por hébito as mais utilizadas, visto que apresentam diversas vantagens em relacdo as
colunas empacotadas, como sendo, maior eficiéncia e promocdo de separacdes com
maior resolucdo. A escolha de uma fase estacionaria para GC deve seguir critérios que
se demonstram cruciais para a escolha da fase estacionaria ideal. A fase estacionaria
deve ser pouco volatil, apresentar estabilidade térmica e ser quimicamente inerte 2.

Embora a interacdo com a fase estacionaria possa influenciar a ordem de eluicéo
dos compostos, em GC, esta é habitualmente determinada pelos seus pontos de
ebulicdo. Regra geral, os compostos que tém carater apolar sdo mais facilmente
separados por uma fase apolar, ao passo que para os polares uma fase polar vai dar
origem a uma separacdo mais eficiente. Por outro lado, a espessura da fase estacionaria
também pode ter influéncia ao nivel da eficiéncia da coluna, deste modo, quando se
pretende efetuar a separagdo de compostos com baixa volatilidade recorre-se ao uso de
colunas com espessuras menores, sendo as colunas de espessuras maiores usadas na
separacdo de compostos muito volateis 4 ¢!,

Outro parametro, que é importante na separacao dos compostos, é a temperatura
a que se encontra a coluna, sendo que esta deve ser controlada. Desta forma, perante
uma separacao isotérmica a coluna é mantida a uma temperatura constante, por sua vez
um gradiente de temperaturas permite aumentar a temperatura de forma gradual ou por
patamares, consoante for mais eficiente para 0 método cromatogréfico .

Acoplado a parte cromatogréfica existe um detetor, que como o nome indica, vai
detetar os compostos a fim de estes serem visiveis. Como forma de proporcionar uma
sensibilidade ao nivel do GC, deve ser selecionado um detetor ideal que origine limites
de detecdo baixos, que seja estavel e reprodutivel e origine uma resposta linear numa
vasta gama de concentracdes. Nomeadamente, deve ser de fécil utilizacdo e o seu tempo
de resposta deve ser reduzido e independente do fluxo. Existem detetores universais,
onde a resposta pode ser equivalente para todos 0s compostos e 0s detetores seletivos,
onde a resposta € seletiva para determinados grupos de compostos. Os detetores devem
ser escolhidos em fungdo da aplicagéo pretendida, sendo que 0s mais comummente

utilizados s&o os que se apresentam na tabela 5 217,
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Tabela 5 — Detetores mais utilizados em GC %

Detetor Tipo de detetor Aplicacao
o ) Anélise de compostos com
lonizagédo de chama (FDI) Universal )
cadeias carbonadas
Condutividade térmica ) Anélise de compostos
Universal
(TCD) gasosos
. ) Compostos com elevada
Captura eletronica (ECD) Seletivo o o
afinidade electronica
) ) Compostos contendo azoto
Azoto-fosforo (NPD) Seletivo

e/ou fosforo

No entanto, os componentes separados e quantificados no GC podem ser
detetados por um segundo equipamento que ira produzir dados qualitativos, como é o
caso de espectrometro de massa, que da informacbes sobre o tempo de retencdo do

composto e sobre 0 seu espectro de massa. E desta conjugacio que surge 0 GC/MS/MS.

5.2 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA NO MODO TANDEM (GC/MS/MS)

A GC pode ser combinada com diferentes sistemas de detecéo, sendo por isso
considerada uma das técnicas analiticas mais utilizadas e consequentemente de melhor
desempenho. Ao se acoplar um cromatdgrafo com um espectrometro de massa, esta-se a
combinar as vantagens da cromatografia, a alta seletividade e a eficiéncia de separacéo,
com as vantagens da espectrometria de massa, a informacao estrutural e o aumento ao
nivel da seletividade "®.

A GC/MS/MS é uma metodologia normalmente utilizada como forma de
confirmar a identificagdo dos compostos, sendo que atualmente tem vindo a ser
utilizada também para a quantificacdo dos mesmos em amostras de origem clinica ou
forense. O principal fator limitante do seu uso é o elevado custo e complexidade de
operacdo. O emprego do sistema detetor de triplo quadrupolo (MS/MS) aumenta a
seletividade para as analises %, A figura 3 mostra esquematicamente o modo de

funcionamento deste detetor.
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Injecdo da Todos os I6es selecionados I6es fragmentados a partir Detecdo das transicoes ido
amostra ides da amostra do ido selecicnado precursor = iao produto

Figura 3 — Esquema representativo do funcionamento de um equipamento GC/MS/MS (Adaptado

da referéncia [20])

A espectrometria de massa em tandem ou MS/MS € uma técnica que ao inveés de
utilizar apenas um analisador de massa para separar os ides da mesma razao por carga
(m/z) gerados pela fonte de ionizacéo, recorre ao uso de dois ou mais estagios de analise
de massa, os designados quadrupolos (Q1 e Q2). O primeiro analisador (Q1) funciona
como um filtro de massa, usado para isolar o ido percursor, também denominado por ido
pai. O segundo analisador (Q2) é usado para estabelecer uma relacdo entre o ido
percursor isolado (obtido na fase anterior) e os ides produtos, vulgarmente designados
por ides filhos, que foram gerados a partir de fragmentacéo induzida, com a colaboracao

de um gas inerte . O espectrometro de massa (figura 4) é composto por ?2);

e Fonte de ides - Ocorre a ionizagédo dos analitos;
e Analisador - Separacéo dos ides;

e Detetor > Gera 0s sinais elétricos que sdo mensuraveis.
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Figura 4 — Descricdo basica do espectrometro de massa (Adaptado da referéncia [23])

A grande vantagem de um sistema MS em tandem prende-se com a
possibilidade que este dispde para monitorizar mais que um fragmento originado pelo
ido percursor. Revela-se de extrema importancia para se obter uma maior confirmacéo
analitica, pois perante uma mistura complexa, os ides produtos (ides filhos) fornecem
informacdes inequivocas sobre a presenca de um certo composto.

O espectrometro de massa mede a abundancia de eletrdes que é gerada pelos
i0es, para cada relacdo m/z. O espectro de massa obtido é resultado do registo de todas
as cargas que sdo detectadas durante o varrimento, sendo que este pode ser programado
para a aquisicdo de dados conforme os modos de operagdo: Varrimento Continuo (Full
Scan), Monitorizagdo Seletiva de I6es (SIM) e Monitorizacdo de Multiplas Reagdes
(MRM). No modo Scan, o espectrometro de massa € programado de forma a analisar
todas as massas do seu espectro de operacdo dentro de uma faixa determinada m/z. Em
modo SIM, ap0s a ionizacdo ocorre a separacdo de apenas um ido especifico,
aumentando assim a sensibilidade. No modo de operacdo MRM, o espectrémetro é
programado de modo a que dois ou mais ides sejam separados e fragmentados
novamente. Através de MRM ¢é possivel efetuar-se a analise de multianalitos dentro de
uma mesma analise, visto que permite a identificacdo e separacdo de cada transi¢do
monitorizada, destacando como grande vantagem uma maior seletividade Y. Na figura
5 encontra-se representado o principio de MS/MS.
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Figura 5 — Principio de MS/MS (Adaptado da referéncia [24])
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6. TECNICAS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS

Regra geral, as amostras bioldgicas analisadas por técnicas cromatogréficas
sofrem um pre-tratamento. Tal facto deve-se a incompatibilidade com os sistemas
cromatograficos, devido a muitas das substancias em andlise se encontrarem em
concentracOes vestigiais e ainda a complexidade das matrizes envolvidas, podendo estas
conter varios tipos de interferentes com propriedades semelhantes aos analitos de
interesse %%,

O tratamento prévio das amostras a analisar tem como objetivo o isolamento do
composto de interesse, a fim de ser introduzido e separado num sistema cromatografico
com a sensibilidade e seletividade adequadas °!.

As técnicas de preparacdo de amostras mais descritas para o isolamento e
concentracdo dos analitos em amostras bioldgicas sdo: Extracdo Liquido-Liquido
(LLE), Extracdo em Fase Sélida (SPE), e Microextracdo em Fase Solida (SPME) e a
Microextracdo em Seringa Empacotada (MEPS) ®”). Na tabela 6 apresento algumas
vantagens e desvantagens das técnicas acima referidas, com excecdo da MEPS que irei

aprofundar posteriormente.

Tabela 6 — Comparagao entre as principais técnicas de extragéo

Técnica Principios da técnica Caracteristicas da técnica

Boa reprodutibilidade, facil
Distribuicdo do analito | de manusear, utilizada para

Extragdo Liquido-Liquido | entre dois liquidos | compostos pouco volateis.
(LLE) imisciveis em funcdo de | Exige solventes puros e
um coeficiente de particdo. | produz grandes

quantidades de residuos.

Grande disponibilidade de
Adsorcdao  seletiva  do | materiais adsorventes, altas
analito em  materiais | recuperacgoes, baixo

3 . solidos e posterior | consumo de  solventes.
Extracdo em Fase Sélida

dessorcdo com solventes. | Cartuchos e o0s discos
(SPE)

Segues 0s mecanismos da | extractores  tornam  a

cromatografia em coluna | técnica mais cara e mais

classica complicada quando
realizada manualmente.
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Técnica versatil, com baixo
consumo de solvente e
o . lutilizacdo de pequena
Distribuicdo do analito )
. . . . |guantidade de amostra. As
) 3 entre duas fases imisciveis, | N .
Microextracdo em Fase ) fibras de extracdo sdo
. onde a fase extratora é um . o
Solida (SPME) . reaproveitaveis. Os limites
polimero que reveste uma L .
) » de  quantificacdo  sdo
fibra de silica. ]
elevados e existem poucos
materiais de  extracdo

disponiveis.

6.1 MICROEXTRACAO EM SERINGA EMPACOTADA (MEPS)

Em 2004, nos laboratérios Astra Zeneca, foi desenvolvida a técnica de extracdo
MEPS, sendo esta um método muito promissor para a extracao de drogas e metabolitos

a partir de amostras bioldgicas *°

. A MEPS usa principios basicos da SPE para
obtencdo de um processo simples e rapido, com o minimo consumo de solventes e
adsorventes, sendo assim considerada como a miniaturizacdo da técnica convencional
de SPE B9,

O equipamento de extracdo MEPS que esta disponivel comercialmente consiste
em duas partes, uma seringa de 100-250uL e um dispositivo cilindrico (BIN — Barrel
Insert and Needle Assembly). No dispositivo cilindrico encontra-se a fase estacionaria,
onde estd empacotado cerca de 1mg de um material sélido, protegido por dois discos
(frits) quimicamente inertes de politetrafluoroetileno (PTFE), polietileno ou estruturas
de aco inoxidavel B (figura 6). Devido & extracdo por MEPS ocorrer num dispositivo
cilindrico, esta pode ser designada como uma «pequena coluna de cromatografia liquida
inserida numa seringa». Esta extracdo baseia-se num sistema de passagem dupla, no
qual a amostra é aspirada varias vezes pela fase estacionéria, favorecendo desta forma a
retencdo dos analitos no suporte solido. No fim da extracdo, o material solido € lavado
com um solvente antes de se efetuar a eluicdo dos compostos pretendidos 2.
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Figura 6 — Seringa de MEPS e representacao esquematica da coluna de extracédo (Adaptado da

referéncia [33])

Um dos aspetos favoraveis do uso desta técnica é o reduzido volume de solvente
que € utilizado na eluigdo dos analitos, proporcionando assim a sua injecao diretamente
em sistemas cromatograficos, o que vai facilitar o acoplamento on-line a estes sistemas
[33].

A MEPS, quando comparada com técnicas de extracdo como a LLE e a SPE,
apresenta diversas vantagens. Revela-se uma técnica totalmente automatizada, visto que
permite que os passos de processamento de amostras, extracdo e inje¢cdo possam ser
realizados on-line usando a mesma seringa. Demonstra também ser uma técnica de
extracdo rapida, permitindo a preparacdo de uma amostra em apenas dois ou trés
minutos B,

Com respeito ao suporte sélido de MEPS, verifica-se que este traz vantagens a
técnica pois pode ser reutilizado vérias vezes ap6s a etapa de lavagem. Pode utilizar-se
uma coluna de MEPS mais de 100 vezes com amostras de plasma ou urina e mais de
400 vezes no caso das amostras de agua, sendo que tal ndo se verifica com as colunas de
SPE, uma vez que sdo de uma s6 utilizacdo . Por outro lado, o consumo de solventes
organicos, quer na solucéo de lavagem quer na solucédo de elui¢do, € minimo, tendo por

isso um baixo custo por anélise.
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6.1.1 Mecanismo de extracao

A MEPS consiste em remover compostos interferentes que estejam presentes
numa matriz, permitindo em simultaneo o isolamento e a concentragdo seletiva dos
analitos. No processo de MEPS, ha passagem da amostra liquida, por meio de
aspiracdes, por uma coluna que contém no seu interior o solido adsorvente; deste modo
o analito fica retido na fase solida, isolado da matriz, sendo que os interferentes séo
eliminados por limpeza da coluna. Seguidamente, o composto de interesse € eluido da
coluna por intermédio de um solvente organico, levando desta forma a obtencdo de um
extrato onde os analitos est&o concentrados #* %,

Os mecanismos de extracdo basicos que existem sdo: fase reversa, fase normal,
troca idnica e exclusdo molecular, citando-se a fase reversa como 0 modo de separacao
mais usado em MEPS. Num mecanismo de extracdo de fase reversa a fase estacionaria
que se utiliza é apolar, isto €, as particulas adsorventes sdo hidrofébicas. Sdo exemplos
desta fase estaciondria, a silica ligada a grupos octadecilsilano (Cig), a grupos etilsilano
(C») ou a grupos octilsilano (Cg). E comum o uso de solventes de eluicdo apolares, no
entanto podem ser usados solventes polares, metanol ou acetonitrilo %!,

Os materiais adsorventes usados em MEPS sdo em grande parte dos casos
constituidos por silica, sendo estes semelhantes aos encontrados nas colunas
cromatograficas. A silica € um material sélido, amorfo e poroso, que apresenta a
superficie quimica ocupada por grupos hidroxilo, designados de silanol. Estes
encontram-se no final da cadeia do polimero, sendo responsaveis pelas propriedades
quimicas da silica e pela ligagdo dos vérios compostos .

Os grupos silanol isolados sdo os principais responsaveis pela maior parte dos
processos de adsorcdo, em MEPS. Estes conseguem reter fortemente os compostos com

grupos funcionais polares e fazer com que dificilmente ocorra a sua eluicdo 7.

6.1.2 Etapas do processo de extracao

A extracdo por MEPS compreende as seguintes etapas (como ilustra a figura 7)
[29].

e 12 Etapa - Acondicionamento da fase estacionaria;

e 2% Etapa - Aspiracdo da amostra (adsor¢édo do analito ao adsorvente);

e 3% Etapa > Lavagem da fase estacionéria (eliminacdo de possiveis

interferentes);
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o 42 Etapa > Eluicdo dos analitos;

e 5% Etapa = Inje¢do no sistema cromatogréfico.

Fase 1 Fase 2 Fase3 Fased Fase 5

Suporte '
adsorvente

b i |

- - -

e Aspiracdo Lavagem Eluicao Injeccdo no
Acondicionamento IR sistema
(1-nvezes) cromatografico

Figura 7 — Etapas do processo de extracdo em MEPS (Adaptado da referéncia [29])

No acondicionamento da fase estacionaria (12 etapa), o suporte solido é ativado
com um solvente adequado, normalmente usa-se 0 metanol, que vai solvatar os grupos
funcionais da fase estacionaria permitindo assim a retencdo dos analitos. O ar que se
encontra presente na coluna € removido e 0s espacos vazios sdo preenchidos pelo
solvente. Terminada a passagem do solvente, é aplicada na coluna dgua ou tampdes
aquosos de modo a manter o equilibrio quimico &7,

Seguidamente, a amostra, que se encontra diluida num solvente fraco
(nomeadamente em agua), entra em contacto com a seringa sendo aspirada por esta (22
etapa), a fim de os analitos ficarem retidos na fase estacionaria, retencdo esta que é
devida as interacGes especificas com o adsorvente. Normalmente, este processo €
realizado com sucessivas repeticdes, de forma a garantir a concentracdo dos analitos no
interior da seringa B4,

A 32 etapa diz respeito a lavagem da coluna, sendo esta efetuada com a
finalidade de remover proteinas e outros interferentes que possam estar presentes na
amostra. Nesta fase os solventes a utilizar devem ser misciveis com a fase estacionaria,
devendo ainda ter pouca afinidade para os analitos, de forma a evitar que estes sejam
removidos da fase estacionaria *®!. Habitualmente, utiliza-se agua e tampdes, além de

solventes organicos diluidos na solucdo de lavagem, de modo a eliminar os interferentes
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mais hidrofobicos de forma mais eficiente. Esta etapa da extracdo revela ser critica,
visto que o analito ndo pode ser eluido em conjunto com os interferentes, devendo sim
permanecer retido na fase estacionaria.

Por fim os analitos sdo eluidos com um solvente organico (42 etapa), solvente
esse pelo qual os analitos tém afinidade, como é o caso do metanol e sdo injectados
diretamente no sistema cromatogréfico (5%tapa). Neste caso, os solventes ou a mistura
de solventes adequados devem ser capazes de quebrar a interacdo adsorvente-analito,

provocando deste modo a eluicdo dos analitos #7381,
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7. PROCESSO DE DERIVATIZACAO

Como forma de auxiliar na determinacdo de compostos polares por GC/MS/MS
€ necessario a utilizacdo do processo de derivatizacao, pois este permite a modificacdo
da funcionalidade da molécula, conferindo-lhe algumas propriedades, como o aumento
da sua volatilidade, diminuicdo da polaridade e melhoria da sua estabilidade. A
derivatizagdo permite ainda a redugdo da adsor¢do do analito no GC, trazendo
beneficios ao nivel da resposta no detetor e possibilitando uma separacdo mais eficiente
dos picos cromatogréaficos.

Para se efetuar a escolha do reagente derivatizante a ser utilizado, é preciso ter
em conta o grupo funcional que se quer derivatizar, seja ele uma amina, um &cido
carboxilico, uma cetona, um aldeido ou um alcool, a estrutura quimica e as propriedades
da molécula. O aumento do nimero de grupos derivatizados na molécula, pode trazer
uma desvantagem, a massa molecular da substancia derivatizada pode vir a encontrar-se
fora da gama do espectrémetro de massa .

Na selecdo do reagente derivatizante, devem ser utilizados alguns critérios de
selecdo, que funcionam como diretrizes, sio eles [“:

e Reacdo de derivatizacdo completa > 95-100%;

e Durante a formacdo do derivado - N&o deve causar rearranjo ou alteracéo

estrutural na amostra;

e Obtencdo de um derivado que seja estavel em relacdo ao tempo da reacao.

A eficiéncia de um processo de derivatizacdo depende de varios fatores,
incluindo as condicBes em que a reacdo ocorre como 0 tempo e a temperatura, a
natureza dos reagentes e dos solventes e as carateristicas do meio de secagem do extrato
(por evaporacdao em atmosfera de azoto). Contudo, a concentracdo € sempre uma
operacdo extremamente delicada, devendo ser realizada de forma lenta e cuidadosa, de
modo a evitar perdas de analito por projecdo ou acumulacdo nas paredes dos vials de

reagdo (1.

7.1 PRINCIPAIS REACOES DE DERIVATIZACAO

Os métodos mais usualmente empregados para a derivatizagdo sdo: a alquilagéo,
a acilacdo e a sililacdo, ocorrendo uma substituicdo do hidrogénio dos grupos polares,
como, NH,OH e SH por grupos alquilo, acilo e sililo, respetivamente. A volatilizagéo

das amostras tem um aumento significativo, gragas a estes processos de substituigdo. Na
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tabela 7 encontra-se, de forma sucinta, as carateristicas das reacfes de derivatizacdo

atras referidas.

Tabela 7 — Carateristicas das reaces de derivatizacéo *!

Reacao de derivatizagao Descricéo
o e Volatilizagao rapida da amostra
Sililagao o

e Reagéo mais utilizada
e Utilizada como primeiro passo para futuras
Alquilacdo derivatizacGes ou como método de protecdo de

determinados 4&tomos de hidrogénio ativos
o e Geralmente utilizada para adicionar grupos
Acilacao

fluorados ao analito ou analitos.

A reacdo de sililacdo é a mais utilizada ao nivel das amostras de GC, de tal
forma que no trabalho que estive a desenvolver no CICS também foi esta a reacdo de
derivatizagdo que utilizei para derivatizar os analitos. Posto isto, & importante conhecer
as suas propriedades, bem como o seu mecanismo de agéo.

A sililagdo produz derivados de silil- que sdo mais volateis e termicamente
estaveis. Durante esta reacdo, os hidrogénios ativos sdo substituidos por grupos
trimetilsilil (TMS), por meio de ataque nucleofilico SN,. E de realcar que quanto
melhor for o grupo abandonante, melhor é o processo. Ou melhor, o sucesso da reacéo
de sililacdo depende do grupo abandonante, isto €, um grupo com baixa basicidade,
capacidade de estabilizar uma carga negativa no estado transicional e pouca ou mesmo
nenhuma ligacdo entre o grupo abandonante e o atomo de silicio. Os reagentes de
sililacdo reagem primeiramente com agua e alcoois, dai que seja necessario garantir que
tanto o extrato como os solventes estdo completamente secos. Estes tipos de reagentes
devem ser o mais puros possivel, de modo a eliminar um excesso de picos
cromatograficos. Quanto ao volume de reagente derivatizante, este deve ser 0 menor
possivel de forma a evitar a saida de grandes picos de solvente, o que pode ir dificultar a
propria detecdo dos analitos. E de evidenciar o cuidado a ter na injecdo de reagentes de
sililagdo, pois estes ndo devem ser injetados em colunas que tenham hidrogénios ativos
na fase estacionéria, uma vez que véo ser derivatizados (.

A reacdo de sililacdo apresenta algumas vantagens como a capacidade de siliar

uma grande variedade de compostos, existéncia de um grande nimero de reagentes
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disponiveis e € ainda de facil preparacdo. Ainda assim, apresenta como desvantagem o
facto de os reagentes serem uma mistura sensivel, o que leva a que tenham de ser
usados solventes organicos apréticos, ou seja, que ndo tenham protdes disponiveis Y.

O reagente mais versatil e comum é o N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA) com 5% de trimetilclorosilano (TMCS), vulgarmente conhecido por MSTFA-
TMCS. Os produtos resultantes desta reacdo sdo mais volateis e apresentam-se
termicamente mais estaveis. Este reagente foi o eleito para ser utilizado no projeto
desenvolvido para os antipsicéticos, de acordo com a bibliografia de suporte existente

consultada.
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8. DETERMINACAO DE ANTIPSICOTICOS EM MATRIZES
AQUOSAS COM USO DE MEPS E GC/MS/MS

8.1 FARMACOS SELECIONADOS PARA O ESTUDO

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados os seguintes farmacos
antipsicoticos: Haloperidol (HAL), Quetiapina (QTP), Olanzapina (OLZ), Clozapina
(CLZ), Levomepromazina (LVMP), Clorpromazina (CPZ) e a Ciamemazina (CYA). E
importante referir que a CPZ, o HAL, a LVMP e a CYA sdo farmacos de primeira
geragdo, ao passo que os restantes sdo de segunda geracdo. Nesta etapa, € necessario ter
em conta aspetos de natureza fisico-quimica, uma vez que 0 seu conhecimento é
fundamental, para uma escolha assertiva quanto ao método de preparacdo e
quantificacdo dos analitos. Deste modo, pode dizer-se que grande parte dos
antipsicoticos € semelhante no que alude as propriedades quimicas, onde se salienta a
elevada lipofilia, o elevado peso molecular e a basicidade.

8.1.1 Propriedades fisico-quimicas

Os farmacos antipsicoticos escolhidos para o estudo, englobam os de primeira e
os de segunda geracdo. Nos de primeira geracdo destacam-se a CPZ, o HAL, a LVMP e
a CYA. Ao passo que nos de segunda geracdo salientam-se a CLZ, a OLZ e a QTP [*2.
A tabela que se segue (tabela 8) resume algumas carateristicas dos farmacos que foram
selecionados para o estudo.
[43]

Tabela 8 — Caraterizacéo das propriedades quimicas dos farmacos em estudo

Denominacao

Comum Classificacao Peso molecular oK, (25°C)

Internacional estrutural quimica (g/mol)
(DCI)

Antipsicoéticos de 12 geracao

CPz Fenotiazina alifatica 318,9 9,3
CYA Fenotiazina 323,5 8,7
HAL Butirofenona 375,9 8,3
LVMP Fenotiazina alifética 328,5 9,2
Antipsicoticos de 22 geracao
QTP Dibenzotiazepina 383,5 6,8
oLz Tienobenzodiazepina 312,4 7,4
CLZ Dibenzodiazepina 326,8 9,8
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8.1.2 Farmacocinética

Os farmacos antipsicéticos, regra geral, sdo altamente lipofilicos, ligando-se as
membranas e proteinas plasmaticas em grande extensdo. A sua distribuicdo é efetuada
rapidamente na maioria dos tecidos bem irrigados e podem sofrer acumulagéo, caso
apresentem elevados volumes de distribuicdo. Na sua maioria, 0s antipsicéticos sdo
amplamente metabolizados, numa primeira fase pelo sistema de enzimas hepéticas do
citocromo P450 (CYP450). Outro aspeto importante é o facto de a maioria dos
antipsicoticos apresentarem tempos de semivida de eliminacdo, entre as 20 e as 40
horas, com excecdo da QTP, que apresenta um tempo de semivida de eliminacdo mais
curto I A tabela 9 ostenta a informacdo pertinente acerca dos parametros

farmacocinéticos dos antipsicéticos em estudo.
44]

Tabela 9 — Parametros farmacocinéticos dos farmacos antipsicéticos em estudo

carmaco  Bodworbiidade LY e v
(t12) () (ng/mL) metabdlicas
Antipsicoticos de 12 geracéo
CPZ 10-30 8-35 30 - 300 CYP3A4
CYA - 10 n.d. Hepaticas
CYP1A2,
HAL 40-70 12 - 36 5-15 CYP2D6,
CYP3A4
LVMP 50 - 60 20 20 - 150 Hepaéticas
Antipsicoticos de 22 geracao
QTP 9+4 6 - 88 25 - 500 CYP3A4
oLz 80 20 - 70 20 - 80 CYPIAZ
CYP3A4
CYP1A2,
CLZz 12-81 11- 105 200 - 600 CYP3A4,
CYP2C19

8.2. DETERMINACAO DE ANTIPSICOTICOS EM MATRIZES AQUOSAS

No processo de determinacdo de antipsicoticos podemos encontrar descritos em
varios artigos, varios métodos utilizando amostras biolégicas como sangue total,

plasma, soro, tecido cerebral e a urina. Consideram-se matrizes biologicas
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convencionais o0 sangue e seus derivados, bem como a urina. Por outro lado, temos
amostras alternativas que sdo utilizadas na andlise clinica, toxicologica e forense, de
onde se destacam o cabelo, o fluido oral, o suor e 0 mecénio [*°!,

No presente trabalho o objetivo é utilizar uma matriz aquosa para determinacéo
dos antipsicéticos selecionados, tendo em conta que a maioria dos artigos prende-se
com a determinacgdo destes em matrizes bioldgicas, concretamente o plasma humano.

Um dos principais problemas na monitorizagdo de farmacos em aguas residuais
e superficiais, € a falta de métodos eficazes para analise simples, de baixo custo e com
sensibilidade para quantificar os farmacos com concentracdes na ordem de ng/L e pg/L.
Atualmente, tém sido feitos avangos notdrios ao nivel do desenvolvimento de novos
métodos de analise, que permitem a quantificacdo de farmacos em concentracdo
vestigiais. Além disso, a maior dificuldade que se encontra na analise de farmacos em
matrizes aquosas, prende-se com a complexidade das amostras, vindo deste modo
reforcar a necessidade de técnicas analiticas com limites de quantificacdo mais baixos e
resolucdo mais elevada. Entende-se que a etapa fulcral para este tipo de analise, reside
na preparacdo da amostra ¢/,

Como forma de sustentar o trabalho a ser realizado, varias foram as pesquisas
bibliogréaficas das quais resultou a tabela que se encontra no anexo I, onde resume 0s
varios métodos que tém sido publicados para a determinacdo de antipsicoticos, no
entanto, referentes a matrizes bioldgicas. Por outro lado, como a técnica de MEPS era
uma opcdo inovadora para matrizes aquosas, houve também necessidade de realizar
uma pesquisa nesse sentido (anexo I1), a fim de se perceber qual o volume de amostra a

utilizar, bem como o numero de aspiracGes a serem efetuadas.

8.3. MATERIAL E METODOS

8.3.1 Equipamentos

¢ Balanca analitica da Sartorius — modelo CP225;

e \ortex Mixer da Labnet International — modelo 230V;

¢ Bloco de aguecimento »Tembloc» da J.P. Selecta, S.A.;

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

e Sistema de purificacdo de &gua Milli-Q Advantage A10® System da
Millipore;

e Camara frigorifica da Dagard — refrigeracdo a 4°C;
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e Micropipetas automaticas da Gilson de 10, 100, 1000 e 5000pL;
e Coluna de MEPS SGE — Analytical Science, adquirida a ILC;

e Fases estacionarias — M; (suporte de troca catidnica — 80% Cg e 20% SCX)

8.3.2 Reagentes

e Agua purificada — agua Milli-Q;

e Hidroxido de amonio 24,5% pro analysi, J.T. Baker;

e Metanol 99,8% HPLC grade, Merck Co;

e Acido acético glacial HPLC grade, Merck Co;

e Trimetilclorosilano (TMCS) Macherey-Nagel, Panreac;

e N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida ~ (MTSFA) Macherey-Nagel,
Panreac;

e Solugdes stock dos compostos (antipsicoticos em estudo).
8.3.3 Preparagéo das Solugdes

As solucdes de trabalho, obtidas por diluicdo com metanol a partir das solugdes
stock, contendo uma mistura de todos 0s compostos em estudo, j& se encontravam
preparadas, uma vez que ja haviam sido utilizadas em trabalhos anteriores. Desta forma,
ndo houve necessidade de preparar mais solugdes de trabalho, sendo que utilizei as
solucdes de concentraces de 0,1ug/mL, 1,0ug/mL e 10pg/mL. E importante referir que
para os compostos HAL e OLZ as concentragOes destes eram, 0,02ug/mL, 0,2ug/mL e
2ug/mL, respetivamente. Todas estas solugdes se encontravam armazenadas a 4°C.

Preparacdo da solucdo de é&cido acético a 5% em H,O: Para um baldo
volumétrico de 10mL de capacidade, pipetaram-se 9,5mL de agua e adicionaram-se
0,5mL de acido acético glacial. Homogeneizou-se a solucao por inversao.

Preparacao da solucdo de metanol a 10% em H,O: Para um baldo volumétrico de
10mL de capacidade, pipetaram-se 9mL de agua e adicionaram-se 1mL de metanol.
Homogeneizou-se a solugéo por inversao.

Preparagdo da solugcdo metandlica de amoénia a 5%: Para um baldo volumétrico
de 10mL de capacidade, pipetaram-se 9,5mL de metanol e adicionaram-se 0,5mL de
hidroxido de amonio. Homogeneizou-se a solucdo por inverséo.

Preparacdo do reagente de derivatizacdo, MSTFA-TMCS: Para um frasco com
capacidade de 100mL, pipetaram-se 20mL de MSTFA e adicionaram-se 1mL de
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TMCS. Homogeneizou-se a solucdo por inversdo. A solucdo foi protegida da luz e

armazenada a 4°C.

8.3.4 Sistema cromatografico e condi¢es cromatograficas

Para se efetuar a analise cromatogréfica utilizou-se um sistema de GC, HP 7890
A (Agilent Tecnologies, Waldbronn, Germany), equipado com um espectrémetro de
massa de triplo quadrupolo, modelo 7000B, um autosampler MPS2 e um injetor PTV
da Gerstel (Malheim na der Ruhr, Germany). Utilizou-se uma coluna capilar (30m x
0,25mm 1.D., 0,25um de espessura do filme) com 5% de fenilmetilsiloxano (HP-5 MS),
fornecida por J&W Scientific (Folsom, CA) 171,

Com o intuito de se obter uma eficiéncia de separagdo adequada desenvolveu-se
um programa de temperaturas da coluna: a temperatura inicial do forno foi de 120°C
durante 2 minutos, seguindo-se um aumento de 20°C/min até atingir a temperatura final
de 300°C. O tempo total de corrida cromatogréfica foi de 14,25 minutos. A temperatura
do injetor e do detetor foram de 250°C e 280°C, respetivamente. Utilizou-se o hélio
como gas de arraste, a um fluxo constante de 0,8mL/min. O espectrémetro de massa foi
utilizado com uma corrente de filamento de 35uA e uma energia de 70eV. O azoto foi

usado como gas de colisdo com um caudal de 2,5mL/min.

8.3.5 Procedimento de extragdo optimizado

O procedimento de extracdo foi previamente otimizado, de forma que
seguidamente serdo descritas as condicBes finais. Fortificou-se a amostra de agua
purificada com 25uL de padrédo interno e 50uL de compostos (antipsicéticos), para um
volume total de 5mL. Agitou-se durante 30 segundos e procedeu-se a extracdo por
MEPS. A extracdo por MEPS optimizada consistia nos seguintes passos:

1. Acondicionamento da coluna de extracdo com 3x250uL de metanol e 250uL

de agua purificada;

2. Aspirar 0os compostos (amostra) 24x250uL;

3. Lavagem da coluna com 100uL de solucdo de &cido acético a 5% e 100uL de

solucéo de metanol a 10%;

4. Eluicdo dos compostos com 1000uL de solugdo metanolica de amonia a 5%;
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Ap0s cada extracdo procedeu-se a lavagem da fase estacionaria com 5x250pl de
metanol e 5x250uL de agua purificada, evitando assim efeitos de arrastamento (carry
over) e acondicionando a coluna para a proxima extragao.

Os extratos obtidos eram evaporados a secura sob uma corrente de azoto,
seguidamente adicionava-se 65uL de reagente de derivatizacdo (MSTFA-TMCS). Este
procedimento era realizado a 85°C durante 20 minutos e depois procedia-se a injecao no

sistema cromatogréfico.

8.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.4.1 ldentificacdo dos compostos

Como a determinacéo de antipsicaticos ja havia sido feita, no CICS, em matrizes
biolégicas 71, o meu trabalho mostrou-se simplificado ao nivel da construcdo do
método cromatogréfico. Deste modo, apenas necessitei de injetar 0s compostos para
visualizar os seus tempos de retencdo e se saiam nas transices ja definidas
anteriormente. Na tabela 10 sdo apresentados os tempos de retencéo e as transicdes para
cada um dos antipsicéticos estudados.

Tabela 10 — Antipsicoticos em estudo e respetivos tempos de retencao e transicoes (transicoes
quantitativas a sublinhado)

Analito S _de (UG Transicoes
(minutos)

Promazina (PRZ) 6,55 198,5->167,1

Protriptilina (PTP) 6,64 116,2->116,1
Clorpromazina (CPZ) 7,04 318,5>233,2/318,5>272,0
Levomepromazina (LVMP) 7,10 242,0>210,2 / 242,0>227,1
Olanzapina (OLZ) 7,30 301,8->285,1/301,8->286,1
Ciamemazina (CYA) 7,38 323,7>100,2 / 323,7>277,3
Clozapina (CLZ) 8,69 255,7>227,1 /255,7->239,1
Haloperidol (HAL) 9,05 296,4->103,2 / 296,4->296,3
Quetiapina (QTP) 11,85 321,8>253,1/321,8>279,1

A PTP e a PRZ sdo usadas como padrdo interno. Estas sdo adicionadas a nossa
amostra a uma concentracdo constante, como forma de minimizar as perdas de
composto durante o processo extrativo. De forma a garantir que o seu comportamento
durante todo o processo seja semelhante, o padrdo interno devera ter carateristicas

fisico-quimicas o mais semelhantes possiveis aos dos compostos em estudo.
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8.4.2 Otimizagao do processo extrativo

Ao efetuar a pesquisa bibliografica, verificou-se que ainda ndo existia qualquer
informacdo acerca da extracdo de antipsicoticos em agua por MEPS, sendo que, uma
vez que a técnica de extracdo por MEPS apresenta varias vantagens em relacéo as outras
técnicas preparativas, optou-se pelo seu uso no estudo em causa.

A eficiéncia da extracdo por MEPS pode ser afetada por um vasto leque de
variaveis experimentais como:

e Tipo de coluna;

e Diluicdo da amostra;

e Aspiracdo da amostra pelo dispositivo;

e Percentagens de solventes na ativacdo e lavagem da coluna;

e Volume de eluicdo.

De forma a obter-se um melhor rendimento na extracdo dos antipsicoticos em
amostras de agua, optou-se por se efetuar um desenho experimental ou Design of
Experiments (DOE).

8.4.3 Desenho experimental

Quando se efetua o desenvolvimento de um método analitico tem de se ter nocéao
que € a tarefa que mais tempo consome num laboratorio, sendo que, para que seja
possivel o seu desenvolvimento, é necessario 0 gasto de muitos materiais e reagentes, o
que acaba por tornar este procedimento algo moroso e dispendioso. No entanto, quando
se desenvolve um método pode ser considerado o desenvolvimento do método usando
uma abordagem de tentativa-erro ou por analise de um fator de cada vez (analise
univariada). Na analise univariada, a otimizacdo do método envolve a mudanca de um
dos fatores a ser analisado, ao passo que todos 0s outros se mantém constantes. Este tipo
de procedimento é bastante moroso e trabalhoso, especialmente se houver necessidade
de avaliar vérios fatores, o que pode levar a conclusbes errGneas uma vez que as
interacGes entre os varios fatores ndo sdo tidas em conta (8!,

O DOE é uma ferramenta estatistica que permite o planeamento de todo o
processo, permite avaliar de forma multivariada os diversos fatores intervenientes,
minimizando os efeitos dos fatores ndo controlados e o nimero de experiéncias. A
anélise multivariada propicia a obtencdo de melhores resultados, assim como 0 uso

racional dos recursos a utilizar, o que permite aos laboratérios poupar no tempo e no
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dinheiro. Para a realizacéo deste estudo, recorreu-se a utilizacdo do programa estatistico
Minitab®, versdo 16.

Os fatores susceptiveis de influenciar a MEPS sdo varios, como ja referi
anteriormente, no entanto para este trabalho concluimos que apenas o numero de
aspiracdes da amostra e o volume de eluicdo poderiam ser fatores de influéncia na
eficiéncia do processo extrativo. Neste sentido, gerou-se uma matriz no programa
estatistico Minitab®, onde os fatores em estudo eram o volume de eluicdo e o nimero de
aspiracdes, sendo que para cada um deles se definiu um maximo e um minimo, de
forma a ser gerado pelo programa um ponto intermédio a ser repetido trés vezes. Na

tabela 11 encontra-se a matriz gerada pelo Minitab®, mediante os dados inseridos.
Tabela 11 — Matriz do DOE

Ordem de execucao Numero de aspiracdes | Volume de eluicdo (pL)

1 6 1000
2 15 600
< 15 600
4 15 600
5 24 200
6 24 1000
7 6 200

Mediante a ordem proposta pela matriz de DOE, efetuaram-se as varias
extracOes e analisaram-se 0s resultados obtidos. Nas tabelas 12 e 13 encontram-se as
areas dos picos dos compostos e as razBes das areas dos padrbes internos com 0s
compostos, respetivamente. Na tabela 13 também constam os célculos da média, desvio
padrdo e coeficiente de variacdo, efetuados para as trés experiéncias com 0 ponto

intermédio.
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Tabela 12 — Areas dos picos obtidos para cada composto

PTP PRZ LVMP CLZ HAL OLZ CPZ QTP CYA
1 693731 103569 660137 64202 424566 1337 243576 42480 69680
2 694250 107102 643005 53075 708431 581 231124 74841 99194
3 1026472 149585 1910574 389314 1556939 1605 646459 280109 210172
4 916853 117429 1465419 219903 1250128 1391 496046 177968 171832
5 1307226 151415 1937035 728033 1846799 2934 582939 263840 233656
6 1777740 150928 2771881 1208847 2313360 3755 921036 494937 322656
7 1135765 128532 793176 73729 679530 693 313571 84991 97459

Tabela 13 — Resultados referentes as razdes entre o padréo interno e 0s compostos

Razéo [ cpz/ | cpz/ | Lvmp/ | oLz | cyar | cLzz | cLzy | HAL | QTP
PTP | PRZ PRZ PTP PTP PTP | PRZ | PTP | /PRZ

0,35111 2,35182 6,37388 0,00192 0,10044 0,09254 0,61989 0,61200 0,41016
0,33291 2,15798 6,00366 0,00083 0,14288 0,07644 0,49555 1,02042 0,69878
0,62978 4,39570 12,99126 0,00156 0,20475 0,37739 2,60262 1,51678 1,87257
0,54103 4,07038 12,02474 0,00151 0,18741 0,25631 1,87264 1,36349 1,51553
0,44593 3,84994 12,79288 0,00224 0,17874 0,55692 4,80819 1,41276 1,74249
0,51809 6,10248 18,36558 0,00211 0,18149 0,67999 8,00942 1,30129 3,27929
7 0,27608 2,43963 6,17103 0,00061 0,08581 0,06491 0,57362 0,59830 0,66124

Média 0,58541 4,23304 12,50800 0,00154 0,19608 0,31685 2,23763 1,44014 1,69405

Desvio padrdo 0,06276 0,23003 0,68343 3,29E-05 0,01225 0,08561 0,51617 0,10839 0,25246
Coeficiente de variagdo 10,7207 5,43426 5,46401 2,13282 6,25192 27,0194 23,0678 7,52639 14,9029

o 01 A W N -

Por anélise dos resultados obtidos na tabela 13, concluiu-se que se a experiéncia
2 fosse eliminada, o coeficiente de variacdo era aceitavel para todos os compostos, a
excepcao da CLZ, pois para essa o0s resultados obtidos ndo foram os mais favoraveis. Os
resultados obtidos foram considerados satisfatorios, uma vez que com exce¢do da CLZ
a precisao obtida foi aceitavel, como revela o coeficiente de variacao.

Com base nas raz@es efetuou-se a andlise estatistica dos dados, onde se realizou
os diagramas dos efeitos de Pareto, os graficos dos efeitos principais e os graficos de
interacdes entre os varios fatores para cada um dos compostos estudados.

No anexo 3, apresentam-se os diagramas dos efeitos de Pareto obtidos. Nestes
diagramas os efeitos de cada um dos fatores dispde-se por ordem decrescente de
magnitude, sendo eles representados por barras horizontais. Se um dos efeitos exceder a
linha vermelha representada no diagrama (nivel de significancia de 5%) e considerado

estatisticamente significativo, ou seja, vai causar influéncia na resposta. Depois de
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analisar todos os diagramas, concluiu-se que apenas na razdo CLZ/PRZ ha influéncia
por parte do numero de aspiracBes, ou seja, a variacdo do numero de aspiracoes
influencia a resposta.

Analisando os gréaficos dos efeitos principais (anexo V), observamos que, de um
modo geral, as condi¢des que originam melhores respostas para todos 0s compostos sao
aquelas em que se efetuam 24 aspiragdes da amostra e cujo volume de eluigdo é de
1000uL. A tabela 14 resume os resultados obtidos nestes gréaficos.

Tabela 14 — Resumo dos resultados obtidos nos graficos dos efeitos principais

CPZ/PRZ 24 1000
CPZ/PTP 15 600
LVMP/PRZ 24 1000
OLZ/PTP 24 1000
CYA/PTP 24 600
CLZ/PRZ 24 1000
CLZ/PTP 24 1000
HAL/PTP 24 600
QTP/PRZ 24 1000

Por fim, procedeu-se a analise dos graficos de interacdes (anexo V) e verificou-
se, que para todos os compostos, ndo existem interacdes entre o volume de eluicdo e o
namero de aspiracgdes.

Estes foram os resultados obtidos no DOE, no entanto, o DOE foi repetido duas
vezes devido aos resultados desfavoraveis obtidos no primeiro DOE que se efetuou.
Ainda assim, no segundo DOE os resultados foram favoraveis e possibilitou o avango
do estudo.

8.4.4 Limites de detecéo

O limite de detecdo (LD) é definido como sendo a menor quantidade do analito
presente numa amostra que pode ser detetada, porém ndo tem de ser necessariamente
quantificada, sob condi¢Ges experimentais estabelecidas. Os critérios para os limites de
detecdo dos métodos foram estabelecidos pela relacdo sinal/ruido (S/N) igual a 3,

mediante a anélise de concentracdes decrescentes dos analitos. (%!
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Deste modo, o LD de um método analitico é definido como a mais baixa
concentracdo de analito presente numa amostra, claramente distinguivel do branco,
podendo esta ser detetada visualmente, sem ter de ser necessariamente quantificada.

Neste sentido, para a determinacdo do LD foram analisadas quatro réplicas para
a concentracdo de 1ng/mL para todos os compostos, com exce¢cdo do HAL e da OLZ
com concentragdo de 0,2ng/mL e ainda outras quatro réplicas com concentracdo de
2ng/mL para todos 0s compostos, com excepg¢do do HAL e da OLZ com concentragédo
de 0,4ng/mL. Na tabela 15 encontram-se os valores obtidos para o LD referente a cada

analito.

Tabela 15 — Resumo dos limites de detecdo para os analitos em estudo

LD (ng/mL)
Levomepromazina 1
Clozapina 1
Haloperidol 0,2
Olanzapina 0,4
Clorpromazina 1
Quetiapina 1
Ciamemazina 1

8.4.5 Recuperacao da fase de extracao (Eficiéncia da extracéo)

O ensaio de recuperacdo constitui 0 método mais utilizado para determinacdo da
exatiddo de processos analiticos, pois reflete a quantidade recuperada no processo, em
relacdo a quantidade real presente na amostra, referente a um determinado analito. Num
passado recente, 0 conceito de recuperacdo encontrava-se diretamente relacionado com
a exatiddo. Porém, nem sempre se verifica a veracidade desta relacdo, sendo que
recuperacdes inferiores a 50% tém vindo a ser aceites, desde que a precisdo seja

aceitavel. [

Os derivados analiticos ndo sdo comercializados sob a forma de material de
referéncia. Desta forma, sempre que se verifigue uma etapa de derivatizagdo, a
avaliacdo da recuperacéo total ndo é viavel. No entanto, se for assumido que a etapa de
derivatizacdo tem uma eficiéncia de 100%, podemos avaliar a recuperagdo da fase de
extracdo por MEPS, havendo assim a possibilidade de estimar a eficiéncia do

procedimento extrativo. 2!
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Para calcular a eficiéncia da extracdo selecionaram-se trés gamas de trabalho:
gama baixa (2ng/mL), gama intermédia (30ng/mL) e a gama alta (300ng/mL), sendo
que para 0 HAL e a OLZ as concentragbes sdao 0,4ng/mL, 6ng/mL e 60ng/mL,
respetivamente. Para cada uma das concentracbes em estudo houve andlise de dois
conjuntos de aliquotas em triplicado. Um dos conjuntos era semelhante as solucdes
metandlicas, isto é, para cada uma das concentracGes, adicionamos o volume de eluigdo
usado na extracdo (1000uL) e fortificou-se com os compostos e os padrdes internos. O
outro conjunto foi sujeito a extracdo, sendo que neste caso os padrdes internos so foram
adicionados a amostra depois de ter sido realizada a extracdo e antes a evaporag&o.
Depois da evaporagdo, adicionou-se a cada um dos tubos 65uL de MSTFA-TMCS e
colocou-se a derivatizar durante 20 minutos a 85°C. Posto isto, injetaram-se no GC.

A avaliacdo da eficiéncia da extracdo dos analitos a partir de amostras de agua
purificada, foi efetuada com auxilio do célculo da recuperacdo (em percentagem)
(Equacdo 5), através da equacdo que se segue:

Area do pico sujeito a extragio/Area do PI

Recuperacio (%) = - — — — x 100
Area do pico nao sujeito a extracao/ Area do Pl

Equacéo 5 — Férmula para calcular a recuperacéo

A tabela 16 demonstra os resultados que foram obtidos na recuperacdo, no
entanto, verificou-se que alguns ndo sdo significativos. Tal pode ser devido as
condicGes climatéricas do laboratério, uma vez que com o0 aumento da temperatura a
estabilidade dos compostos € alterada, e por outro lado verifica-se que um composto (ou
varios) esta a contribuir nas areas dos padrBes internos, os quais deviam manter-se

constantes.

Tabela 16 — Resultados da recuperacéo da fase de extracdo
Recuperacdo média £ CV (%)
CPz LVMP oLz CLZ HAL QTP CYA

28,44+7,37 63,97+7,40 88,82+12,88 24,07+29,92 79,90+1,20 33,80+3,84 44,31+13,35
45,37+3,98 66,66+2,44 52,68+0,09 139,69+541 74,85+1,86 46,74+2,38 47,35+1,37
61,95+0,62 83,04+0,53 64,22+514  73,89+1,60 103,57+9,44 56,54+7,00 77,19+6,15
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9. CONCLUSAO

As quinze semanas do Estagio Profissional 1l no Centro de Investigacdo em
Ciéncias da Saude da Beira Interior, contribuiram bastante para enriquecer 0 meu
conhecimento, uma vez que foi o primeiro estagio em que estive num laboratério de
investigacdo. Como tal, os estagios que realizei anteriormente em nada se equiparam
com a experiéncia que vivi neste, sendo uma realidade totalmente diferente das
farmacias hospitalares e comunitarias, bem como da industria farmacéutica.

Pessoalmente, considero os estagios um periodo essencial na aprendizagem do
estudante, pois com o estdgio o estudante tem oportunidade de aplicar as suas
competéncias teoricas e teodrico-préticas, favorecendo-o na medida em que o prepara
para a vida profissional de modo a que este seja capaz de responder a todas as
necessidades e exigéncias que Ihes sdo propostas com o objetivo final de promover a
salde e bem-estar dos doentes, tornando-se assim num profissional de salde por
exceléncia.

O estagio no CICS serviu para me abrir novos horizontes e oportunidades na
minha carreira futura, consegui ainda por em pratica os conhecimentos que adquiri ao
longo da licenciatura, sendo que adquiri outros conhecimentos que me foram Gteis para
o desenrolar de todo o trabalho que desenvolvi ao nivel do laboratério de investigag&o.
Consciencializei-me para uma realidade que, enquanto estudante, me era totalmente
desconhecida, visto que apenas possuia conhecimentos tedricos e nunca tinha
contactado de perto com tal realidade e que apesar de ter aprendido bastante até a data
ainda tenho muito para aprender como futuro profissional de salde, quem sabe ao nivel
da investigacdo em ciéncias da salde.

Na minha opinido, este tipo de estagios, quer seja em indudstria farmacéutica,
quer seja ao nivel da investigacdo, devem ser realizados por periodos de tempo mais
alargados, a fim de os alunos conseguirem reter o0 méximo de conhecimentos e de
experiéncia possiveis. Isto porque, no meu caso em concreto, deixei 0 meu projeto de
investigacdo a meio por falta de tempo para o conseguir acabar, o que infelizmente me
deixa triste pois comecei 0 projeto e infelizmente ndo ha forma de ser eu a acabé-lo, de
modo que serd um aluno de ciéncias farmacéuticas que lhe daré continuag&o no proximo
aluno letivo.

No entanto, foi uma experiéncia bastante gratificante para mim, visto que

sempre quis envergar pelo ramo da investigacdo e quem sabe este ndo tenha sido o
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ponto de partida para o meu futuro na investigacdo. Agradeco ainda a oportunidade que
me foi dada de estagio e apelo a que alarguem este tipo de estagio a mais alunos, pois
guem sabe este ndo seja 0 ramo de um futuro préximo.

Em suma, os objetivos definidos para o Estagio Profissional Il foram cumpridos
com sucesso na sua integra e o meu percurso ao nivel da investigacdo foi bastante
satisfatorio e gratificante para a minha atividade enquanto futura profissional na area da
saude.
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Anexo | - Revisdo de metodologias analiticas que visam a determinacgéo
de antipsicoticos em matrizes bioldgicas

Técnica
Analito Amostra de
extracao
0,25 mL
de MEPS
plasma
500uL  SPE
de (Oasis
sangue HLB)
100 pL
de -
plasma
Matriz SPE
aquosa (coluna
C-18)
300 pL
de SPE
plasma
60 pL de
soro -
humano
500 pL
de -
plasma

Andlise

GC-
MS/MS

GCI/EI-
MS

HPLC

HPLC e
GC-MS

HPLC-
uv

UHPLC-
MS/MS

HPLC-
MS/ESI
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Limites de
deteccéo
(LOD)e | Recuperagéo o
quantificacdo (%) Referéncia
(Xele)
(ng/mL)
CLOZ -0.,6;
1
CPzZz-0,3;1
QTP-1;4 B.M. da
CYA-1;4 62-92 Fonseca
LVMP —1; 4 2012
HAL -0,8; 6
OLZ-0,2;
0,8
Eugenia
310 81 Gallardo
2007
Julia Sachse
- 110-140 5003
Joanna
) - Karpinska
2011
Maria
038;25 >94 Saracino
2006
Quetlgglna — P—
) ; : Hasselstrom
Ziprasidona —
2010
70
Zhiling
i >91 Zhou
2003




Anexo Il = Revisdo do volume de amostra de dgua (matriz aquosa) e
numero de aspiracdes utilizado em MEPS

Referéncia

M.L. Polo-Luque
2011
Gloria Grueiro Noche
2011
J. Cavalheiro
2013
Iria Gonzalez-Marifio
2010
Mohammad T. Jafari
2012
Miguel del Nogal Sanchez
2012
Shuai Fu
2012
Aziza El-Beqqali
2006
Jana Aufartova
2011
A. Prieto
2010
Monika Moeder
2010
A. Prieto
2011

Volume de amostra | NUmero de aspiragdes
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Anexo |1l = Diagramas dos efeitos de Pareto

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Razao QTP/PRZ, Alpha = 0,05)
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Razao CLZ/PRZ, Alpha = 0,05)
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Razao CYA/PTP, Alpha = 0,05)
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Razdao LVMP/PRZ, Alpha = 0,05)
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Razao CPZ/PTP, Alpha = 0,05)
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Anexo IV - Graficos dos efeitos principais

Main Effects Plot for Razao CPZ/PTP
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Main Effects Plot for Razao LVMP/PRZ

Data Means
NO de aspiracdes Volume de eluigao

15,0 -

12,5
g /
(]
@
= 10,0 — ././

7,5 -
5,0 1 T T T T T T
6 15 24 200 600 1000
Main Effects Plot for Razao OLZ/PTP
Data Means
NO de aspiragoes Volume de eluicao

0,0022

0,0020 -
= 0,0018-
(]
@
=

0,0016

0,0014 4

0’0012 1 T T T T T T

6 15 24 200 600 1000

69




Mean

Main Effects Plot for Razao CYA/PTP
Data Means

NO de aspiracdes

Volume de eluigao

0,18 -

0,16 -

0,14 -

0,12 -

0,10

N\

o

24

200 600 1000

Mean

Main Effects Plot for Razao HAL/PTP
Data Means

NO de aspiragdes

Volume de eluigdo

1,4-
1,3-

1,2 -

1,1 -
1,0 4
0,9 1
0,8 1

0,7 -

0,6 |

/

o

200 600 1000

70




Main Effects Plot for Razao QTP/PRZ
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Main Effects Plot for Razao CLZ/PTP
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Anexo V - Gréficos das interagcdes

Interaction Plot for Razao QTP/PRZ
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Interaction Plot for Razao CYA/PTP
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Interaction Plot for Razao LVMP/PRZ
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