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OTIMIZACAO DE METADOLOGIA ANALITICA PARA PESQUISA DE
FLUOXETINA EM URINA DE PACIENTES INTOXICADOS.

FEITOSA, ltavielly Layany Franca’, FOOK, Sayonara Maria Lia®
RESUMO

A utilizacdo de psicofarmacos tem crescido nas Gltimas décadas em todo mundo, devido ao
aumento dos diagndsticos de transtornos psiquiatricos na populacdo. A depressdao é um dos
distdrbios afetivos, que resulta na deficiéncia da transmissdo monoaminérgica. A fluoxetina
pertence a classe dos inibidores da receptacdo da serotonina e é usada no tratamento desta
doenca. O fato dos medicamentos, principalmente os antidepressivos, serem uma das
principais causas das intoxica¢des no Brasil, aumenta o desafio dos laboratérios de analises
toxicoldgicas a desenvolverem metodologias analiticas para identificar esses farmacos. A
cromatografia € um método utilizado para analisar, identificar ou separar os componentes de
uma mistura, entre os tipos de cromatografia tem a Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) e a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR). O objetivo deste trabalho foi otimizar metodologia analitica para identificacdo de
Fluoxetina em urina de pacientes, atendidos no Centro de Informagdo e Assisténcia
Toxicologica de Campina Grande (Ceatox-CG), com diagndstico clinico de exposicdo tdxica
por Fluoxetina. Tratou-se de uma pesquisa transversal, descritiva e analitica. A partir dos
dados obtidos, pode-se afirmar que a técnica em CCDC é de facil execugdo, barata e precisa,
sendo adequada para procedimentos como Screening de amostras bioldgicas. Portanto,
reafirma-se a necessidade de confirméa-los por outras técnicas como: a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa (CG) e a Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), sendo assim possivel correlacionar os
perfis cromatogréficos e espectrofotométricos, entre as diferentes técnicas.

PALAVRAS-CHAVE: Exposic¢des toxicas. Fluoxetina. Cromatografia. Espectroscopia.

'Graduanda do Curso de Farmacia Generalista/ Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) /
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de psicofarmacos tem crescido nas Gltimas décadas em varios paises
ocidentais e, até mesmo, em alguns paises orientais. Esse crescimento tem sido atribuido ao
aumento da frequéncia de diagnosticos de transtornos psiquiatricos na populagdo, a
introdugdo de novos psicofarmacos no mercado farmacéutico e as novas indicacdes
terapéuticas de psicofarmacos ja existentes (RODRIGUES; FACCHINI; LIMA, 2006). Esta
classe de medicamentos vem sendo motivo de grande preocupacdo para as autoridades e 0s
profissionais de salde, pois é considerado o principal agente de intoxicacdo humana,
representando um grande problema de Sadde Publica (ROCA et al., 2007).

Em relacdo as doencas psiquicas que afetam a populacdo mundial, estima-se que 450
milhGes de pessoas sofrem destes transtornos mentais; entre essas, 70 milhdes sofrem
dependéncia do alcool; 50 milhdes tém epilepsia; 24 milhGes sofrem de esquizofrenia; entre
10 a 20 milhdes tentam suicidar-se e destas um milh&o o cometem. No Brasil, a depresséo
situa-se em quarto lugar entre as dez principais patologias que acometem nossa populacao
(BRASIL, 2010).

A descoberta no final da década de 50 de drogas antidepressivas e a sua utilizacdo na
pratica clinica trouxe um avanco importante no tratamento e no entendimento de possiveis
mecanismos subjacentes aos transtornos depressivos. Dessa forma a depresséo passava a ser
um problema médico, passivel de tratamento, semelhante a outras doengas como diabetes e a
hipertensao arterial.

A depressdo é um transtorno afetivo comum, crénico e recorrente. A prevaléncia na
populacdo em geral é de 3 a 5%, j& em populaces clinicas, a incidéncia é ainda maior, uma
vez que a depressdo € encontrada em 5% a 10% dos pacientes ambulatoriais e 9% a 16% de
internados (TENG; HUMES; DEMETRIO, 2005, PAULA 2007).

Os progressos no desenvolvimento de novas drogas e 0 surgimento de uma nova
caracterizacao da depressé@o banalizaram o uso dos antidepressivos, logo a depresséo passou a
ser apresentada como uma doenca comum, tratavel como qualquer outra. Assim, utilizar um
psicofarmaco pode ser algo tdo absolutamente natural para um grande numero de pessoas
assim como prescrevé-los, favorecendo este grande problema, o uso indiscriminado de drogas
altamente e potencialmente toxicas para nossos organismos (BENIA, 2005).

Devido a esse aumento de diagnésticos e consequentemente venda dos antidepressivos

foram muitos os estudos e descobertas. Até, 1980, a depressdo era tratada usando 0s



Antidepressivos Triciclicos (ADT), os Inibidores da Monoaminooxidase (IMAOs) e o Litio.
Atualmente, uma nova geracao de farmacos é utilizada, os Inibidores Seletivos da Recaptacao
de Serotonina (ISRSs). Os ISRSs pertencem a uma classe de medicamentos utilizados para o
tratamento de uma série de patologias relacionadas a fisiologia do neurotransmissor
serotonina. O estudo sobre estes farmacos tem melhorado de uma maneira significativa a
farmacologia do tratamento de patologias consideradas psiquicas, pelo fato deles serem
usados em pequenas doses, revolucionando assim o tratamento da depressdao (PRADO et al.,
2006; ANDRADE; SILVA, 2007, CARDOSO, 2011).

Como muitas pesquisas apontam, os medicamentos sdo a principal causa das
intoxicagBes no Brasil nas Ultimas décadas, sendo assim é necessario o estudo de identificagdo
dessas drogas em pacientes intoxicados, as pesquisas sao realizadas por andlises toxicoldgicas
de urgéncia.

A otimizacdo das metodologias analiticas permite que ocorra aplicacdo de técnicas
cromatogréficas e espectrofotométricas em amostras bioldgicas na rotina de um laboratério de
emergéncia toxicoldgica e nos servicos publicos de salde, possibilitando assim um auxilio na
confirmacéo do diagndstico e no prognoéstico dos pacientes com historico de exposicao tdxica
por medicamentos.

Este trabalho teve como objetivo otimizar um método de identificacdo e confirmacao
de Fluoxetina através da comparacdo das técnicas analiticas em CCDC e FTIR, avaliando os
parametros de validacdo de acordo com a Resolucdo-RDC N° 899 de 29 de maio de 2003 e
analisar o perfil epidemioldgico dos pacientes admitidos com historia de exposi¢do e ou
intoxicagdo no Hospital de Emergéncia e Trauma de Campina Grande, atendidos e notificados
pelo Centro de Informacgdo Toxicoldgica de Campina Grande (Ceatox-CG), entre 0os meses de

agosto a setembro de 2012.

2 REFERENCIAL TEORICO

No Brasil e outros paises, como Alemanha, Canada e Inglaterra, os medicamentos vém
preocupando as autoridades e os profissionais de salde, pois se apresentam como o principal
agente toxico responsavel pelos casos de intoxicagbes humanas, constituindo, portanto, um
grande desafio para os que trabalham com a Sadde Publica (FALCAO, 2004; SISTEMA...,
2012). IntoxicacBes por medicamentos alcancam o primeiro lugar entre os agentes toxicos

envolvidos em atendimento médico em servigos de urgéncia e emergéncia no nosso Pais. Foi



realizado um estudo que teve como objetivo avaliar o impacto das intoxicagcbes por
Antidepressivos Triciclicos (ADT), atendidos em um hospital terciario comparando com as
intoxicacOes ocasionadas por outras drogas depressoras do Sistema Nervoso Central (SNC),
entre os anos de 2001 e 2003. No periodo de um total de 2.950 atendimentos, 123 foram casos
de intoxicacdo por ADT e 275 casos foram por depressores do SNC (FERNANDES et al.,
2006).

Segundo, Lage e Monteiro (2011), o termo depressédo foi implantado no século XIX, o
qual se relacionava com o termo melancolia que era utilizado até entdo. Com relacdo a todas
as denominagdes e classificacOes, 0s sintomas centrais da depressdo continuam sendo: a
tristeza sem motivo justificavel, o siléncio devido a dificuldade de falar e expressar seus
sentimentos, o desanimo, a falta de interesse pela propria vida, pelo trabalho, pelos
compromissos em geral e pelas relacdes sociais, a irritabilidade, a inapeténcia e a insénia. O
sentimento de angustia, a falta de sentido na vida e de esgotamento caracteriza 0s casos mais
graves, chegando as ideias de tentativas de suicidio (JARDIM, 2011).

Até a década de 80, ja havia duas classes de antidepressivos, os Triciclicos (ADTS) e
os Inibidores da Monoaminooxidase (IMAOs) que foram descobertos quase que
simultaneamente 0s quais atuam aumentando o nivel cerebral das monoaminas, noradrenalina
e serotonina que apresentam boa eficicia devida & sua acdo. Contudo, apresentam efeitos
colaterais indesejaveis causados pela inespecificidade de sua acdo farmacoldgica letais em
casos de superdosagem. Nas Ultimas décadas, surgiram novas classes de antidepressivos a
partir de pesquisa de moléculas desprovidas de efeitos colaterais dos heterociclicos. Eles
diferem dos classicos ADTs e dos IMAOs irreversiveis pela seletividade farmacoldgica,
modificando e atenuando os efeitos colaterais (STAHL, 1997; MORENO; MORENO;
SOARES, 2005).

Os Inibidores Seletivos da Receptacdo da Serotonina (ISRSs), como a Fluoxetina,
Fluvoxamina, Sertralina e Citalopram, iniciaram uma nova era no desenvolvimento de drogas
utilizadas no tratamento de transtornos psiquiatricos, foram desenvolvidos na década de 70 e
classificados de acordo com a ATC (Anatomical-Therapeutical-ChemicalClassification
System) como psicoanaléptico, drogas que aumentam o ténus psiquico.

A fluoxetina é usada no tratamento da depressdo severa. Como esse farmaco € um
inibidor da receptacdo da serotonina e ndo da receptacdo de noradrenalina, tem pouca

afinidade para os receptores muscarinicos, histaminicos, serotonina e noradrenérgicos o que



explica a menor incidéncia de efeitos colaterais (SABBIONI et al., 2004; PRADO et al.,
2006).

A forma molecular da fluoxetina ¢é a N-metil-8-[4-(trifluormetil)fenoxi]
benzenopropanamina, a presenca do substituinte p-trifluorometil na molécula parece
contribuir para a alta seletividade do farmaco e sua potencialidade para a inibicdo da
recaptacéo de serotonina, possivelmente como resultado do efeito de repulsdo eletrénica ou de
lipofilicidade (CARDOSO, 2011).

O fato dos medicamentos serem apontados como a principal causa das intoxicagdes no
Brasil nas Gltimas décadas, aumenta o desafio dos laboratorios de analises toxicoldgicas a
desenvolverem metodologias analiticas para a pronta pesquisa e identificagdo de farmacos
envolvidos nos casos de intoxicacdo aguda. O diagnéstico pode ser realizado com o auxilio de
exames complementares e analises especificas para determinacdo do agente toxico. As
andlises toxicologicas de urgéncia, geralmente envolvem agente desconhecido, conhecido ou
suspeito, tornando-se um grande desafio identificar e/ou confirmar essa substancia quimica.
As principais técnicas empregadas sdo: Espectrometria, Cromatografia Gasosa (CG),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e Cromatografia por Camada Delgada
Comparativa (CCDC), submetendo substancias de referéncia a estes sistemas, assim, se pode
identificar substancias presentes nas amostras analisadas, através de comparacdes do seu
comportamento em determinado sistema com o referido padrdo de referéncia. A investigacdo
de farmacos €, provavelmente, a mais frequente dos testes toxicologicos e, dependendo do
farmaco e das suas caracteristicas farmaco-toxicolégicas e do tempo decorrido da exposicao,
pode ser detectado na forma inalterada ou biotransformada em sangue ou na urina
(AMERICO; MOSSIN; NISHIYAMA, 2008).

Afirma Karp (2005), que a cromatografia, por se tratar de um método fisico-quimico,
pode ser utilizada para analisar, identificar ou separar os componentes de uma mistura em
amostras bioldgicas.

A Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) pode ser utilizada no
diagnostico de exposicBes tdxicas por medicamentos por apresentar procedimentos analiticos
répidos, de facil execucdo, abrangentes, de baixo custo, auxiliando na identificacdo de
psicofarmacos, como a Fluoxetina (TRUJILLO et al., 2007; AMERICO; MOSSIN;
NISHIYAMA, 2008).

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR pode ser

usada para identificacdo e caracterizacdo de compostos organicos, inorganicos e poliméricos.



Basicamente o que se mede nesta analise, é a fracdo da energia transmitida ou absorvida em
relagdo a incidente em determinado comprimento de onda ou numero de onda (YANG;
IRUDAYARAJ, 2002).

Todos os métodos bioanaliticos que tem por objetivo a identificacdo e determinacéo
quantitativa de farmacos devem ser validados em ordem da garantia da seguranca dos
resultados de doseamento. De essa maneira adquirirem importancia crescente em todas as
areas de conhecimento que as mesmas possam abranger, facilitando sua execugdo e
garantindo a confiabilidade de tal método (SILVA et al., 2009).

A validacdo consiste no ato de tornar legitimo ou legal um método, equipamento,
sistema ou metodologia através do estabelecimento de documentages, visando diminuir ou
controlar os fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo, para garantir a confiabilidade e
rastreabilidade dos dados gerados. Para validar um método é essencial que sejam incluidos
pelo menos os seguintes parametros: exatiddo, que é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro; precisdo, que é a avaliacdo da
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem mdltipla de
uma mesma amostra; linearidade, que corresponde a capacidade do método de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame; limite de
deteccdo é estabelecido por meio da andlise de solugdes de concentracBes conhecidas e
decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectavel; limite de quantificagdo é a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo
aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas; especificidade, é a capacidade que o
método possui de medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz; robustez, é a medida de
sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos pardmetros analiticos.
(RIBANI, et al., 2004; LANCAS, 2004; PRADO et al., 2006; VALENTINI; SOMMER;
MATIOLI, 2007).

Como pode-se observar sdo muitos os méetodos e técnicas analiticas que nos permitem
identificar os principios ativos presentes em algumas substancias. Sendo essas técnicas
escolhidas a partir da avaliacdo de alguns fatores, tanto referentes a substancia analisada,
como suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, bem como as caracteristicas da técnica,
como: disponibilidade, simplicidade, viabilidade financeira, adequacdo do método, dentre

outros.
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3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Dados Epidemiologicos

Tratou-se de uma pesquisa prospectiva, descritiva e analitica. Os dados
epidemioldgicos foram coletados dos pacientes admitidos com histdria de exposicdo e ou
intoxicacdo no Hospital de Emergéncia e Trauma de Campina Grande, atendidos e notificados
pelo Centro de Informacédo Toxicoldgica de Campina Grande (Ceatox-CG), entre 0s meses de
agosto a setembro de 2012. Utilizou-se a ficha do Sistema Nacional de Agravos de
Notificacdo (Sinan)/MS para a coleta dos dados epidemiolédgicos dos pacientes intoxicados
por medicamentos (Anexo A).

3.1.1 Variaveis Demograficas e Socioeconémicas:

e Género
o Faixa Etéria

¢ Ocupacao

3.1.2 Variaveis Relativas ao Evento:

¢ Circunstancia

3.1.3 Variavel relativa ao Agente Toxico:

Os grupos de medicamentos foram classificados em categorias terapéuticas, segundo
0 Anatomical-Therapeutical-Chemical Classification System (ATC).

Os medicamentos pertencentes ao nono nivel dessa classificacdo, sdo classificados
como os medicamentos que atuam no sistema nervoso central, representado pela letra N.
Neste nivel estdo incluidos os psicodislépticos: ansioliticos (NO5B), antipsicéticos (NO5A),
hipnotico-sedativos (NO5C) e o0s psicoanalépticos: antidepressivos (NOB6A) e

estimulantes/psicoestimulantes (NO6B).
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3.1.4 Variaveis Relativas a Intoxicacao:

e Auvaliar os sinais e sintomas
e Evolucéo:
Alta médica (Cura)
Transferéncia para outra unidade hospitalar
Ignorado
Obito
e Classificar os casos quanto a gravidade:
Quanto ao item gravidade, foi adotado o seguinte critério, com base no trabalho de
King e Palmisano, 1989.
1- Grave: o paciente que permanece internado ap6s procedimentos do tipo lavagem gastrica
ou observacdo médica.
2- Moderada: ocorre algum procedimento do tipo lavagem gastrica ou observacdo médica,
mas sem internagao.
3- Leve: a familia recebe somente orientacdo ou acompanhamento por telefone e nenhum
procedimento.

4- Ignorada: ndo é possivel classificar a extensdo do dano.

3. 2 Dados Experimentais
3.2.1 Ensaios de Desenvolvimento e Validacdo da Metodologia

e Local da pesquisa: Laboratdrio de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomaterias do
Nordeste, unidades da UEPB e UFCG.
e Materiais (solventes, reagentes e outros aparatos):
Fluoxetina (farmaco) adquirida pelo padrdo USP (United StatesPharmacopeia)
Hidroxido de amonia Vetec
Cloroférmio Vetec
Sulfato de Sodio Anidro Vetec
Metanol (HPLC) Paneac
Placas de Silica Gel ALUGRAMSIL G 60F de (20x20) cm? Macherey-Nagel (REF: 818033)
Cubas Cromatograficas


http://www.google.com.br/custom?q=United+States+Pharmacopeia&sa=Pesquisar&client=pub-6895347663279881&forid=1&channel=9377706769&ie=ISO-8859-1&oe=ISO-8859-1&cof=GALT%3A%2300CC00%3BGL%3A1%3BDIV%3A%23FFFFFF%3BVLC%3A663399%3BAH%3Acenter%3BBGC%3AFFFFFF%3BLBGC%3AFFFFFF%3BALC%3A0033FF%3BLC%3A0033FF%3BT%3A000000%3BGFNT%3A0000FF%3BGIMP%3A0000FF%3BLH%3A88%3BLW%3A293%3BL%3Ahttp%3A%2F%2Fwww.siglas.com.br%2Fimages%2Fsiglas.gif%3BS%3Ahttp%3A%2F%2Fwww.siglas.com.br%3BFORID%3A1%3B&hl=pt
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Papel de filtro Qualy

e Equipamentos
Estufa MedClav
Banho de Ultra-Som ULTRASsonic 1440A
Espectrometro FTIR SPECTRUM 400 Perkin-Elmer (4000 a 600 cm™ para analise das

caracteristicas do grupos funcionais dos farmacos).
3.2.2 Preparacdo dos Padrbes

As solucgdes estoques foram preparadas pela dissolugdo de cada composto em agua

deionizada e metanol, separadamente, para obter a concentragao de 400 pg/ mL.
3.2.3 Preparacao das Amostras

e Procedimento de Extracdo: Extracdo Liquido-Liquido (ELL).

Na fase de desenvolvimento do método um importante passo foi a retirada dos
interferentes das amostras. Para isto foram realizados vérios procedimentos de Clean-up,
usando ELL. Para a ELL foi usado o método de Stas-Otto, que considera o carater acido/base
de cada substancia do meio em que essa se encontra o0 seu grau de ioniza¢do, como fatores
influentes em sua solubilidade em solventes organicos, pois a partir de mistura desses, em
proporcdes adequadas, pode-se submeter as amostras a ELL (Figura 01).

Terminada a extracdo por sonicacdo ou centrifugacdo a fase organica foi recolhida,

evaporada e ressuspendida para analise cromatogréafica e espectrofotométrica.
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Figura 01 - Esquema de extracdo das amostras.
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3.3 Parametros da Analise por CCDC.

A andlise por CCDC foi baseada na metodologia classica descrita por Moraes (1991)
com adaptacao.

Os residuos obtidos por ELL, foram ressuspendidos em Metanol:Agua (9:1) e
aplicados nas placas cromatogréaficas, previamente ativadas em estufas a 105°C por 30
minutos. Aplicaram-se nas placas aliquotas de 20 pL dos extratos obtidos por ELL. Foram
utilizados o sistema-solvente constituido de mistura de cloroférmio-metanol (9:1) e o sistema-
solvente Cloroférmio/hidroxido de amonia (4:1)

Os cromatogramas foram revelados usando método quimico. O agente cromogénico

listado foi o Reativo de Dragendorff.

3.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da extracdo de 6 amostras diferentes de

urinas de voluntarios (n=6), por ELL e depois analisadas por CCDC.
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3.3.2 Exatidao e Precisao

O ensaio de exatiddo e precisdo foi realizado mediante a comparagdo da solucdo
padrdo pura de 400 pg/ml com as demais solucGes extraidas de baixa (500ug/ml) média (700

pg/ml) e alta (1000 pg/ml) concentragdes, usando como matriz bioldgica urina de voluntarios.

3.3.3 O Limite de Detec¢édo (LD) e o Limite de Quantificacdo (LQ)

Segundo a Resolucdo-RDC N° 899 29 de maio de 2003 para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos, o Limite de Deteccdo (LD) € o menor valor de concentracdo capaz
de produzir o efeito esperado, como a mudanca de cor. E o Limite de Quantificacdo (LQ) é a
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas

O LD foi determinado por analise de urina contaminada em concentragOes
decrescentes de farmaco e medicamento até a concentracdo possivel de se detectar a presenca
de ambos. O LQ foi determinado por andlise de urina contaminada em concentracdes
decrescentes de farmaco e medicamento até a concentracdo possivel de se quantificar a

presenca de ambos.

3.3.4 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos pardmetros analiticos. Neste estudo a robustez foi
analisada empregando diferentes solventes na preparacdo da solugcdo padrdo do farmaco
analisado e nos solventes utilizados na cuba. Os solventes avaliados na preparacdo dos
padrdes foram agua e metanol e, na preparacdo dos sistemas-solventes cloroformio-metanol

(9:1) e cloroférmio-hidréxido de aménia (4:1).

3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

Foram identificadas nas amostras de urina e analisadas as bandas caracteristicas de

Fluoxetina, utilizando a faixa de varredura de 6000 a 400 cm™, e em temperatura ambiente.
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4 DADOS E ANALISES DA PESQUISA

4.1 Preparacao das Amostras

Na fase de preparacdo da amostra por ELL, a técnica de sonicagdo (banho de
ultrassom), procedimento que utiliza a energia das ondas sonoras, permitiu uma melhor
extracdo do analito da amostra e, por conseguinte, uma mistura bem mais eficaz, do que a
observada pela técnica de centrifugacdo. De modo semelhante a maior parte dos métodos de
analise empregados na determinacdo de medicamentos em amostras bioldgicas, a CCDC
exige um pré-tratamento das amostras. A ELL foi & metodologia escolhida neste estudo e, em
muitos encontrados na literatura que seguem a mesma linha de pesquisa, por apresentarem um
menor custo e a boa qualidade dos resultados obtidos (CATTANEO et al., 2007).

4.2Validacdo Método por CCDC

Para a validagdo metodoldgica de deteccdo de Fluoxetina® em urina de paciente com
historico de exposicdo tdxica a esse farmaco, foram empregados, testados e respeitados,
varios parametros como: seletividade, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo e quantificagdo e
robustez, seguindo a resolucdo RDC n° 899 de 29 de maio de 2003, que rege o procedimento

de validacéo.

4.2.1 Seletividade

O ensaio para a avaliacdo da seletividade € realizado para constatar a capacidade do
método de identificar a substancia de interesse na presenca de outras substancias que podem
ter caracteristicas semelhantes. Uma das formas de se avaliar este pardmetro é mediante
comparacdo entre a matriz isenta da substancia de interesse (amostra branco) com a matriz na
qual esta substdncia foi adicionada (padrdo); nesta Ultima, nenhum interferente deve
apresentar o tempo de retencdo (Rf) da substancia de interesse (CHASIN et al., 1998). O
método utilizado mostrou ser seletivo para a detec¢do da Fluoxetina, ja que os interferentes
que contém na urina, matriz biolégica usada neste estudo, ndo apresentaram na CCDC

mancha, “spot”, com 0 mesmo Rf da Fluoxetina. (Figura 02)
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Figura 02-Determinacdo do parametro seletividade, comparacio entre o padrdo de Fluoxetina® e

amostras branco.

3

4.2.2 Exatidao e Precisao

Amostras
brancas, ndo

. apresentaram

nenhum spot

A exatidao foi demonstrada através do percentual de recuperacdo do método. A média

do percentual recuperado foi de 50% para as amostras extraidas em concentracdes tanto de

700 pg/ml e 1000 pg/ml, ndo tendo assim um coeficiente de variacdo entre as concentracfes

média e alta, mostrando que 0 ensaio € preciso, porém ndo é exato, devido a pouca

recuperacgéo para a finalidade determinada (Figura 03).
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Figura 03- Identificacdo da solucdo de padrdo da Fluoxetina® e determinacdo da sua precisdo e
exatiddo, pela recuperacgdo em trés niveis de fortificagdo (n = 3): alta, média e baixa.

4.2.3Limite de Deteccédo (LD) e o Limite de Quantificacdo (LQ)

A determinacédo do Limite de Quantificagcdo (LQ) e do Limite de Detec¢do (LD) foram
realizados de acordo com a andlise das concentracbes das amostras extraidas na placa
cromatografica em triplicata. (Figura 4). Segundo Xavier et al., (2007), o limite de detecgéo é
a menor quantidade de analito (farmaco) presente na amostra capaz de produzir a formacao de
manchas visiveis, os “spots”, na placa cromatografica. No seu trabalho, todas as quatro
concentragOes utilizadas foram capazes de produzir resultados positivos, mostrando manchas
na mesma posic¢do daquela produzida pelo padréo técnico. O limite de deteccdo encontrado de
aproximadamente, 10ug/g de amostra se mostrou adequado. No presente trabalho a menor
concentracdo que foi possivel identificar o analito foi de 700ug/ mL e a menor concentracdo a
qual podemos quantifica-lo foi 1000 ug/ mL.
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Figura 04- Determinacdo do Limite de Deteccéo (LD) e do Limite de Quantificacdo (LQ) para
Fluoxetina®.

LD= 700 pg/mL 1000 pg/mL

4.2.4 Robustez

A robustez do método cromatografico foi determinada por analises das amostras sob
diferentes condi¢bes, mudancas de solventes para preparacdo das solugbes padrdo (metanol e
agua) e sistemas-solventes usadas na eluicdo (Cloroférmio/Metanol e Cloroférmio/hidroxido
de amonia) (Tabela 1). Ao analisar as figuras 05 e 06, os efeitos diferentes dos “spots”, ou
seja, a mancha revelada pela amostra/padrdo, mostra que o método para essas condicbes
analisadas ndo € robusto, devido as discrepancias adquiridas no método com a mudanca dos
solventes.

Os testes de robustez sdo de fundamental importancia para que os analistas possam
conhecer quais os fatores devem ser estritamente controlados durante a execugdo de um
método. Se as alteracbes das condi¢bes de analise produzir resultados dentro dos limites
aceitaveis de seletividade, exatiddo e precisdo, 0 método pode ser considerado robusto e tais
variagfes podem ser incorporadas ao procedimento, afirmando assim que seu método pode
reproduzir um resultado semelhante mesmo com algumas mudancas na execucao
(CASSIANO et al., 2009).

Tabela 01 — Avaliacdo da robustez, usando diferentes solventes, no preparo da solucdo do
padréo de Fluoxetina®.

Solvente/ sistemas-solventes Fluoxetina
Rf
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Metanol/Cloroférmio/hidréxido de aménia (4:1) -
Metanol/Cloroférmio/Metanol (4:1) -
Agua/Cloroférmio/hidroxido de amonia (4:1) 0,12
Agua/Cloroférmio/Metanol (4:1) 0,8

NOTA: Rf= Relative Front

Figura 05 — Avaliagdo da robustez para fluoxetina®, usando metanol (P,) e 4gua (P,), na preparacio
das solugdes padréo.

P, M “Spot” do padrao da

W — / fluoxetina em agua.

Figura 06 — Avaliacdo da robustez para fluoxetina® usando cloroférmio/metanol (P,) e
cloroférmio/hidroxido de amonia (P,). na preparacdo das solugdes padréo.

Py P,
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4.3. ldentificagéo por FTIR

As amostras fortificadas, também foram identificadas por FTIR, Os resultados
mostraram que a molécula do farmaco mantém as mesmas caracteristicas do espectro do
farmaco padrdo. Dessa forma podemos afirmar que a molécula ndo sofreu alteracdo durante o

processo de extracdo. A Figura 07 apresenta espectro na concentracgdo igual a Img/mL.

Figura 07 - Espectro do padrdo de Fluoxetina e da amostra fortificada.
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4.4Aplicagdo do Método

4.4.1Anélises das Urinas

No periodo, entre agosto a setembro de 2012, o Ceatox-CG, registrou 28 casos com
historia de intoxicagdo por medicamentos. Os medicamentos mais utilizados foram os
neuropsicofarmacos (n=18). O Fenobarbital e o Clonazepam, que foram responsaveis pelo
maior nimero de ocorréncias (n=8; 44%). As associacdes medicamentosas com intencao
suicida nos chama a atencdo (n=10; 55,6%).

Todas as urinas foram colhidas e o0 método foi aplicado e avaliado. Nas condic¢des
analiticas otimizadas ndo foi detectado nenhum tipo de BZD. Este resultado pode ter ocorrido,
devido, possivelmente, a uma baixa dose do medicamento ingerida pelos pacientes ou que o
farmaco ja tinha sido totalmente metabolizado e excretado antes da coleta da urina que foi
avaliada.

Bernades, Turini e Matsuo (2010), realizaram um estudo sobre tentativas de suicidio

por superdosagem intencional de medicamentos. Eles afirmaram que os farmacos psicoativos,
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principalmente os tranquilizantes, antidepressivos e anticonvulsivantes, possuem alta
participagdo entre os medicamentos utilizados nas tentativas de suicidio e que pacientes que
tentam suicidio, geralmente, usam mais de um tipo de substancia quimica.

Os farmacos psicoativos, principalmente os tranquilizantes (Diazepam, Bromazepam),
antidepressivos (Amitriptilina) e anticonvulsivantes (Fenobarbital e Carbamazepina), séo os
medicamentos que mais registram ocorréncias toxicas no Brasil (GANDOLFI; ANDRADE,
2006).

4.4.2 Dados Epidemiologicos dos Pacientes

Os eventos toxicologicos foram mais comuns em mulheres (55,7%), estando de acordo
com a maior parte dos estudos descritivos sobre intoxicacdes por medicamentos encontrados
na literatura. E relevante destacar que as mulheres utilizam uma maior quantidade de
medicamentos, pelo fato de serem mais acometidas por doencgas e serem mais preocupadas
com a saude, levando & automedicacdo, o que pode ser uma das explicacdes para 0 maior
nimero de casos de intoxicaches por medicamentos nesse género (MENDONCA,
MARINHO, 2005).

Ocorrendo, majoritariamente, a variavel circunstancia, a tentativa de suicidio (55,7%)
e, a idade, entre adultos e jovens (38,9%). Um estudo realizado, entre os anos de 1997 e 2007,
no Centro de Controle de Intoxicacdo (CCl), em Londrina, Parana, analisando as tentativas de
suicidio por sobredose intencional de medicamentos, com relacdo ao género e faixa etéria,
condiz com dados aqui obtidos (BERNADES; TURINI; MATZUO, 2010; SISTEMA...,
2012). Por outro lado, Gandolfi e Andrade (2006) mostra o ‘“acidente individual” como
principal fator responsavel pelas exposi¢cdes tdxicas a medicamentos em Sao Paulo seguido
pela tentativa de suicidio.

Acerca da ocupacéo dos pacientes, os estudantes foram os mais frequentes, com (n=6;
33,3%), este dado entre em desacordo com a mesma varidvel analisada no estudo de
Bernades, Turini e Matsuo (2010), em que mostra que a ocupa¢do mais relevante nos seu
estudo sdo os empregados, e quando esta variavel é associada ao género, temos com maior
prevaléncia as donas-de-casa que aparecem em segundo lugar neste estudo.

Os resultados das frequéncias das diferentes variaveis desse evento toxicologico de

medicamentos, abordado neste estudo e discutidos acima se encontra resumido na Tabela 02.



Tabela 02 — Distribuicdo da circunstancia, da faixa etaria, do género, e da ocupacdo, dos casos de
intoxicacdo por medicamentos, atendidos e notificados no Ceatox-CG, entre agosto a setembro de
2012.

Variavel N %

Circunstancia (N=18)

Tentativa de Suicidio 10 55,7
Acidental 1 5,7

Outra 7 38,6
Faixa Etaria (anos) (N=18)

1---9 3 16,6
10---19 5 27,8
20---39 7 38,9
> 40 3 16,7
Género (N=18)

Masculino 8 44.4
Feminino 10 55,6
Ocupacédo (N=18)

Estudante 6 33,3
Do lar 4 22,2
Outra 8 44,5

Observando-se o0s sinais e sintomas das intoxicacGes, as Sindromes Toxicas por
Superdosagem de Sedativos (pupilas mioticas, tremor, hipotensdo, confusdo mental e
sonoléncia) e a Extrapiramidal (choro monétono, opistétomo e distonia), foram
predominantes. O quadro téxico se desenvolve dependendo da dose, do subgrupo terapéutico
e do tempo entre a exposicdo e o atendimento. Os ansioliticos, principalmente o0s
Benzodiazepinicos (BZD), sdo compostos que apresentam maior indice terapéutico e menor
potencialidade de provocar acidentes fatais e menor tendéncia para produzir tolerancia
funcional farmacoldgica. Foi exatamente essa seguranca que favoreceu ao uso indiscriminado
dos BDZ, tanto da parte dos médicos, como dos pacientes e dos laboratérios, a partir da
década de 70 (FORSAN, 2010).



Em relagdo a varidvel evolucéo, ndo se registrou nenhum 6bito no periodo estudado.
Dados nacionais, entre os anos de 2007 a 2009, mostram que os medicamentos apresentaram
baixo coeficiente de letalidade, quando comparado aos agrotoxicos de uso agricola e as
drogas de abuso (SISTEMA..., 2012). Um estudo realizado por Mota et al., (2012), usando
dados secundarios do Sistema Informacdo de Mortalidade (SIM)/MS, entre 1996 a 2005,
identificou 4.403 6bitos relacionados a medicamentos, entretanto ndo foi possivel estabelecer

qual a principal classe de medicamentos nem o principio ativo envolvido com o agravo.

5 CONCLUSAO

O método para determinacdo de fluoxetina foi validado, a fim de otimizar melhores
condicdes para a identificacdo de Fluoxetina em urina de pacientes intoxicados por este
farmaco.

A partir dos dados obtidos, pode-se afirmar que a técnica em CCDC ¢ de facil execucao,
barata, reprodutivel, abrangente e precisa, sendo adequada para procedimentos como
Screening de amostras bioldgicas, pois 0 mesmo € seletivo e preciso, apesar de ndo ser exato e
robusto para as condi¢Oes analisadas.

Com esses resultados presuntivos reafirma-se a necessidade de confirma-los por outras
técnicas como: a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa
(CG) e a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), sendo assim
possivel correlacionar os perfis cromatograficos e espectrofotométricos, entre as diferentes
técnicas.

Desta forma, as amostras foram, também, analisadas por FTIR, para confirmar a identidade

do farmaco.
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