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ENSAIOS CROMATOGRAFICOS PARA IDENTIFICACAO DE FENOB ARBITAL
EM URINA, PARA O DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INTOXI CACOES
HUMANAS.

NERY, Alisson Alamo PerefraCARTAXO, Nathalia Alexandra de Oliveir&OOK, Sayonara
Maria Lia®; Mariz, Saulo Rio

RESUMO

A resposta do organismo aos medicamentos, quandadames excessivas, resulta em
exposicoes toxicas. Entretanto a existéncia de emic® de saude especializado no
atendimento de urgéncia possibilita o tratamentediato do paciente. No entanto requer
meios para auxilia-lo no prognéstico de intoxicac@manas. Assim, buscou validar um
método analitico para identificagdo e quantificag@oFenobarbital, em urina humana. O
ensaio utilizou um Cromatoégrafo Liquido Ultra-FASELC), operando com uma coluna RP-
18 com detector de ultravioleta a 220nm e fase modweastituida por uma mistura de
metanol/agua (90:10, v/v), fluxo de 0,8 mL thia binario. Os parametros utilizados na
otimizagdo foram: linearidade, seletividade, exadidpreciséo, limite de deteccgéo e limite de
quantificacao e robustez. O método demonstrouedeti®, robusto e linear no intervalo de
50 a 400 pg mtt (r = 0,9973), de acordo com os parametros espadifs pela RDC n°. 899,
de 23 de maio de 2003. Os Limites de deteccaametifioacdo foram 37,0 126,40 pg L
respectivamente. No entanto, a exatiddo e a predisdmétodo provaram ser insuficientes,
necessitando reavaliacdo desses parametros.

PALAVRAS-CHAVE: Método analitico. Validacdo. Cromatografia liquiiaalta eficiéncia.
1 INTRODUCAO

O Fenobarbital, apresentado na Figura 1, € um f&meom propriedades
antiepilépticas, hipnéticas e sedativas. O Fendfahr® obtido a partir do acido barbitdrico
pela substituicdo do hidrogénio do carbono da gosk;por um radical fenila. Este farmaco
liga-se ao sitio alostérico no receptor de GABpotencializa a acdo do GABA enddgeno ao
aumentar acentuadamente a duracédo de abertura@s de Cl Eficaz em muitas formas
de epilepsias, entretanto, ndo possui atividade caotrole das crises de auséncia
(GUERREIRO, 2006).

! Aluno de graduac&o do curso de Farméacia da Uridleets Estadual da Paraiba, UEPB.
nery.eualamo@hotmail.com

2 Aluno de graduac&o do curso de Farmacia da Uriilaets Estadual da Paraiba, UEPB.
nathalia_cartaxo@hotmail.com

% Professor Doutor do Departamento de Farmacia dzetsidade Estadual da Paraiba, UEPB.
sayonarafook@yahoo.com.br

* Professor Doutor do Departamento de Medicina dadosidade Federal da Paraiba, UFCG.
sjimariz22 @hotmail.com




E bem absorvido e cerca de 50% do farmaco liga-seroteinas plasmaticas,
essencialmente a albumina. Apresentam 25% de elg@nna forma inalterada através da
urina. O restante, 75%, sdo metabolizados por Qaaa& conjugacédo via enzimas hepaticas.
A faixa de concentracdo terapeuticamente efetissaleroga varia entre 15 a 40 pgmL
(PASTORE; OFUCHI; NISHIYAMA, 2007). O Fenobarbitél um potente indutor de
enzimas hepaticas, como o citocromo P450, causeadwiinterferéncia na acdo de outros

farmacos, podendo causar exposicdes toxicas graves.

Figura O1. Estrutura quimica do Fenobarbital.
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Fonte: Dalmora, 2010.

Na exposicdo toxica aguda pelo Fenobarbital, o muatinico varia conforme a
intensidade, sendo caracterizada por depressacatésp, coma e hipotensdo, vindo a
ocorrer no uso terapéutico, na automedicacéo,ramlaale forma acidental ou intencional.

Nos atendimentos de urgéncia, & pacientes acorsefidm historico de exposicdo
toxica por medicamentos, o tempo de tomada de&®eésrucial para cura ou melhoria de
seu quadro clinico. Nesses eventos envolve gerédnmempostos desconhecidos, tornando
um grande desafio identificar o agente responsledse sentido a cromatografia, destaca-se
por ser um meétodo fisico-quimico de separacaoaptrtitil, para analisar, identificar e/ou
separar os componentes de uma mistura em amosti@gidas (KARP, 2005).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)entre todas as técnicas analiticas
de separacdo e quantificacdo, é a mais usada-skrale um método sofisticado, de alta
resolucdo (em escala de tempo de poucos minutisienée e sensivel, além de facil

adaptacéo para determinacées quantitativas (TORRIES).



Dentre as matrizes biolégicas, onde sdo investgadoagentes toxicos, considera-se a
urina o material de escolha, por apresentar elegadeentracdo dos farmacos e por esses
serem eliminados através da excrecao renal, enfosua intacta ou ainda sob a forma de
metabolitos, produtos de sua biotransformacao (KARBS).

Entretanto, a urina pode ser considerada uma matimplexa, pois é rica em
constituintes que podem comprometer o resultadbtiana Havendo necessidade desta, ser
submetida a um pré-tratamento, que consiste ena-livrde possiveis interferentes,
possibilitando a selecdo dos analitos de intereBsea tanto, faz-se uso do método de
Extracdo Liquido-Liquido (ELL). A ELL é consideradma técnica classica de preparacao de
amostra. Caracteriza-se pela particdo da amostra dnas fases imisciveis (organica e
aquosa), sendo a eficiéncia da extracdo dependanéfinidade do analito pelo solvente de
extracdo, bem como da razdo das fases e do nuneerextdacdes que sdo realizadas
(QUEIROZ; COLINS; JARDIM, 2001).

Os métodos utilizados para analise quantitativafadlemacos devem ser validados,
objetivando garantir a qualidade dos resultadosdott Desse modo, a validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, qumébodo atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidadeesultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade/seletividade, linearidade, interyalprecisdo, sensibilidade, limite de
quantificacdo, exatiddo, adequados a analise (BRABID3).

Neste sentido, o presente estudo aborda o deséneot® de um meétodo, que
possibilite identificar e quantificar o farmaco Bbarbital em amostras de urina humana

usando Cromatografia Liquida.

2 REFERENCIAL TEORICO

Alguns fatos histéricos marcam acidentes com metkécdos. Em 1937 mais de cem
criangcas morreram nos Estados Unidos pelo uso delmn sulfanilamida, que continha
como veiculo o dietilenoglicol. Em 1938, como cajigincia deste evento, foi aprovada, nos
Estados Unidos, a lei que criou a “Food and Drugniistration” (FDA), obrigando as
industrias farmacéuticas a fornecer em informagdesta instituicdo dados clinicos sobre
novos medicamentodJm dos acidentes marcantes relacionado ao uso egcamentos
aconteceu na Alemanha Oriental em 1961, pelo usdal@omida, um hipnético nao
barbiturico, prescrito na época para tratar nausea@mitos em mulheres gravidas, mais de

10.000 criangas nasceram com focomelia (termo Gepgpo significa membro de focas e



caracteriza um processo de deformidade dos membwayés de estudos epidemioldgicos,
foi comprovado o efeito teratogénico da Talidomel@omo consequéncia entre 1961 a 1962
foi retirada do mercado em quase todo o mundo.

O uso desnecessario, assim como a utilizacdo decaneehtos em situacdes contra-
indicadas, pode acarretar diversas consequéndiasaaude, como reacdes adversiesto
subterapéutico, resisténcia bacteriana, reacdebipiFsensibilidade, farmacodependéncia,
sintomas de retirada, e intoxicagcdes medicamen{®BARINO et al., 1998).

No Brasil, como na maioria dos paises, os medictoaeném preocupando as
autoridades e os profissionais de saude, pois mseagam como o principal agente téxico
responsavel pelos casos de intoxicacfes humanasjtamdo, portanto, um grande desafio
para os que trabalham com a Saude Publica (BORTDOEA al., 1996; BERTOLDI et al.,
2005; SINITOX, 2011).

InUmeras razdes contribuem para a manutencéo tesnelevados de intoxicagdes por
medicamentos, entre elas, destacam-se: a exismcima grande variedade de farmacos de
seguranca e eficacia duvidosas, a proliferacdoadeacias e drogarias onde se adquirem
medicamentos livrementefros de prescricdo médica e dispensacéo farmeagimcremento
da propaganda por parte da industria farmacéuticaja a uma fragilidade nas medidas
preventivas e da capacidade de fiscalizagéo eaterpgor parte das autoridades (AMARAL;
BARCIA, 2008; MARGONATO; THOMSON; PAOLIELLO, 2008).

O uso irracional de medicamentos, também contrifguiforma significativa para o
aumento dos riscos de intoxicacfes. A sociedadeemadse rende ao uso indiscriminado de
medicamentos e de associacdes de farmacos, o quenta a morbi-mortalidade da
farmacoterapia devido aos eventos adversos e aidade desses produtos, originalmente
elaborados para atuarem como promotores da sam@nhu Toda essa situacao redunda em
um custo elevado para o sistema publico de saudeGREIROS; CASTILHO, 2006;
SILVA; GIUGLIANI, 2004).

2.1 Medicamentos e classificacao

Os medicamentos podem ser classificados de divemrsaiseiras em categorias
terapéuticas. Uma delas pode ser feita de acontoocAnatomical-Therapeutical-Chemical
Classification SysterfATC). Este sistema de classificacdo divide oséaos de acordo com
o 6rgdo ou sistema sobre o qual ele atua, segusdsuas propriedades quimicas,

farmacoldgicas e terapéuticas. O grupo principapéesentado por uma letra e corresponde
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ao grupo anatémico, é o caso dos medicamentoatgam no sistema nervoso central, que é
representado pela letra N e pertence ao nono dassda classificagdo. Neste nivel estdo
incluidos os antiepilépticos: barbitaricos e detiva (NO3A), psicodislépticos: ansioliticos
(NO5B), antipsicoticos (NO5A), hipndtico-sedativo@NO5C) e o0s psicoanalépticos:
antidepressivos (NO6A) e estimulantes/psicoestimeata (NO6B). Os que atuam no trato
respiratorio pertencem ao décimo segundo niveladsificacdo e sdo representados pela letra
R. Neste nivel estéo incluidos os medicamentosdeasal (R01), os de uso faringeo (R02),
os antiasmaticos (R03), os contra tosse e reskigdRO5), os anti-histaminico para uso
sistémico (R06), e outros medicamentos para o kyparespiratério (R07). Os que atuam no
sistema reprodutor e nos horménios pertencem adoquivel e é representado pela letra G,
neste nivel destacam-se as hormonais sexuais eladodes do sistema genital (G03). No
oitavo nivel se encontra os que atuam no sistensgutatesquelético, representado pela letra
M, se destacando os anti-inflamatoérios e anti-réicos(MO1) (QUADRO 01).

QUADRO 01 - Classificacdo de farmacos de acordo codnatomical-Therapeutical-
Chemical Classification System (ATC)

Aparelho digestivo e metabolismo

Sangue e 6rgaos hematopoiéticos

Aparelho cardiovascular

Medicamentos dermatoldgicos

Aparelho geniturinario e hormbnios sexuais

Preparacfes hormonais sistémicas, excluindo hooa&eixuais e insulinas
Anti-infecciosos gerais para uso sistémico

Agentes antineoplasicos e imunomoduladores

Sistema musculoesquelético

Sistema nervoso

Produtos antiparasitarios, inseticidas e repelentes

Uso veterinario

Aparelho respiratério

Orgaos dos sentidos

Varios

<|VTO|ITIZIZT|<IZIO|0O0| @ (>

2.2 Antiepilépticos - barbituricos e derivados (NOB)

Rang et al (2007) afirmam que os barbitdricos s@impostos derivados de ureidas
ciclicas derivadas do acido barbitarico ou malaogil, composto heterociclico resultante da
condensacao da uréia com o acido malbnico. As iedgutes de inducdo do sono dos

barbitaricos foram descobertas no inicio do sée(o com centenas de compostos tendo
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sido produzidos e testados. Até a década de 19&@a¥@ o maior grupo de hipnéticos e
sedativos de uso clinico. Substituicbes na cadeeadl determinam as caracteristicas dos
diferentes agentes usados na terapéutica.

S&o subdivididos em quatro grupos, de acordo commpo de duracdo do efeito:
Barbituricos de efeito prolongado (4 a 12 horagidos principalmente no tratamento da
epilepsia e para a manutencdo da sedagédo em estadosiedade e tensao sao exemplos
desse grupo o barbital, fenobarbital, metabarbBatpitaricos de efeito intermediario (2 a 8
horas), pertencem a este grupo o amobarbital, ttd)doutabarbital; Barbitaricos de efeito
curto (até 3 horas) ciclobarbital, pentobarbitatabarbital; Barbitaricos de efeito ultracurto
(menos de 3 horas), consistem principalmente nestésicos intravenosos para anestesia
basal - hexobarbital, metoexital, tiamilal, tiop@nOs barbitlricos de acéo intermediaria e de
curta sdo empregados basicamente como hipnotisedativos em casos de insdnia e na pré-
anestesia. Os barbitUricos de acdo curta sdo ragsatps e, consequentemente, mais toxicos
que os de acéao prolongada (GILMAN, 2006).

Os barbituricos facilitam as acdes do GABA em mids locais no SNC, pois eles
promovem o0 aumento das correntes de cloreto GABdzidas prolongando os periodos
durante os quais ocorrem surtos de abertura dd, camanveés de aumentar a freqiéncia
desses surtos, conforme fazem os benzodiazepinkEws.concentragbes elevadas, 0s
barbitdricos podem também ser GABA-miméticos, aila diretamente os canais de cloro
(RANG, et al, 2007; SILVA, 2006).

As interacbes farmacoldgicas mais frequentes eewdly barbitlricos, estéo
relacionadas com outras drogas depressoras dmaiskervoso central, resultando em efeitos
aditivos. E possivel prever efeitos aditivos comso concomitante de bebidas alcodlicas,
analgésicos opioides, anticonvulsivantes, fenotegi anti-histaminicos, anti-hipertensivos e
drogas antidrepressivas da classe dos triciclR&NG, et al, 2007; SILVA, 2006).

Apesar de o coma ser o principal sinal da into¥ioagguda por barbituricos, ndo é
caracteristico, sendo necessario o diagnosticodadreal. Mesmo numa intoxicacao severa, a
recuperacdo geralmente ocorre sem sequiela newalégpbgo no inicio do coma, os
barbitaricos abolem o centro respiratorio, sende@essao respiratéria a causa mais comum
de Obito em pacientes sem suporte ventilatoriobi@® @corre por parada cardiorrespiratoria.
Em cerca de 6% dos casos de intoxicagcdo agudactenfes apresentam lesdes na pele que
sao caracterizadas pela presenca de bolhas gri@@RSAN, 2010).



12

Além do risco de super-dosagem perigosa, produzeralevado grau de tolerancia e de
dependéncia e induzem acentuadamente a sintesecdomo P-450 hepatico e de enzimas
que fazem parte das reacfes de conjugacao (RARIG 2007).

2.3 Métodos Cromatogréficos

A cromatografia, derivado do grego do greghroma om o significado de cor e
“grafia” também do grego Graphe, significando egereTeve inicio a partir da apresentacao
pelo russo Michael Tswett, em 1903, de um trabalSociedade de Ciéncias de Varsovia, no
gual descreveu os resultados preliminares de fsagIigas com extratos de folhas, utilizando
uma coluna de vidro recheada com carbonato deoc&leparando os constituintes do extrato
pela passagem de éter dietilico (COLLINS, 2006).

Segundo Karp (2005), a cromatografia € um métodmafiquimico, utilizada para
analisar, identificar ou separar os componentasnae mistura. A separacao de dois ou mais
compostos, esta fundamentada na distribuicdo difexedos componentes entre duas fases,
uma estacionaria e outra movel, imisciveis. A ®Earihaseia-se no principio da migracao
diferencial dos componentes de uma mistura, queedevido a diferentes interacdes, entre
as duas fases imisciveis.

A distribuicdo dos compostos ocorre durante a pessada fase movel sobre a fase
estacionaria, os componentes da mistura sao digtdb entre as duas fases, de tal forma que
cada um dos componentes € seletivamente retido fpséa estacionaria, resultando em
migracdes diferenciais destes componentes. Asedifes formas de cromatografia podem ser
classificadas considerando-se diversos critérias, gxemplo, a forma fisica do sistema
cromatografico, classificacdo pela fase movel & fpabe estacionaria empregada, além do
diferente modo de separacao (DEGANI; QUEZIA; VIEIRI®98).

Peres (2002), afirma que na cromatografia plafasea estacionaria encontra-se contida
em uma camada sobre uma superficie plana. Na agraéih em coluna, a fase estacionaria
encontra-se contida em uma coluna. Se a fase rfavein gas, a técnica é conhecida como
cromatografia gasosa; se for um liquido é chamadaamatografia liquida.

Quando uma coluna de alto desempenho é usada matografia liquida, a técnica é
chamada de cromatografia liquida de alto desempé&piando um espectrometro de massa €
acoplado a um cromatografo a gas ou liquido, aidécrmombinada € conhecida,
respectivamente, como cromatografia gasosa-espegiiia de massa ou cromatografia

liquida-espectrometria de massa (PERES, 2002).
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Existem basicamente quatro tipos principais de dost@romatograficos: cromatografia
em papel, cromatografia de camada delgada, cronaditngasosa e cromatografia liquida de
alta eficiencia (DEGANI; QUEZIA; VIEIRA, 1998).

2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEcebeu esse nome, pois apresenta
como fase moével um solvente liquido. Como fasec&siaria utiliza-se solidos ou semi-
rigidos, cujas particulas porosas esféricas ogulages apresentam diferentes didmetros e
suportam pressao até 350 bar (PERES, 2002).

O solvente da fase movel deve atende as exigémidase método. A principal
caracteristica dessa técnica € que a fase mowhdhsa amostra sem qualquer interacéo
quimica. Esta fase deve ter alto grau de purezeode facil purificacdo, pois as impurezas
podem interferir na deteccdo do analito por uloketa (UV). A fase movel deve ser
compativel com o detector empregado e, também pqsslaridade adequada para permitir
uma separacao conveniente dos componentes da an@stsolventes mais usados séao trés, a
agua, o metanol e a acetonitrila (PERES, 2002).

Silva (2009), afirma que o método CLAE possui ugersa aplicabilidade como em
pesquisas cientificas, analise quimica, teste derae de qualidade de medicamentos, do ar e
da agua, entre outras. Por ser uma técnica altansensivel, de alta resolucdo, mesmo se a
amostra possuir misturas complexas de componenfes eer um método mais rapido e
preciso, apresenta uma grande preferéncia. A eficiéda CLAE é tanta, que esse método
cromatografico pode detectar a maioria dos compostanalisar tracos de compostos em
amostras complexas, como sangue, urina, solo, @iose petréleo.

As andlises de fluidos biolégicos por meio da s&iw, identificacdo e quantificacao
de determinados compostos em amostra de sangume, gonteado gastrico, em geral é
possivel determinar residuos de medicacdes em deitarne de animais para consumo,
auxiliar no diagnéstico de intoxicacdes, uma vee gyossivel identificacdo de venenos em
amostras bioldgicas, e estudar os metabdlitos gerpdr administracdo de drogas, dentre

outras inimeras aplicacdes (TORRES, 2009).
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2.4 Validacdo de Metodologia Analitica

A validacdo de métodos assegura a credibilidadesiesirante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado com o processo que founezevidéncia documentada de que o
método realiza aquilo para o qual foi indicado (US#99).

A validagéo é utilizada na determinacdo qualitatseami-quantitativa e/ou quantitativa
de farmacos e outras substancias em produtos fautieas (LIMA et al., 2006). Para que os
resultados obtidos através de estudos experimes&@sn confiaveis, a validacdo deve
apresentar: especificidade, linearidade, intervalensibilidade, limite de quantificagéo,
precisédo e exatidao (PRADO et al., 2006).

A seletividade e a especificidade sdo dois par@ametta validacdo que estdo
relacionados. No entanto, existem oOrgados regutadjue fazem distingcdo entre ambos os
conceitos. A Western European Laboratory AcreditatCooperation (WELAC) determina
gue a seletividade é aplicada quando o método & adg determinar um analito especifico
em uma mistura complexa sem interferentes dos coempes da mesma; ao passo que a
especificidade € definida como a eficaz seletivedaara um analito ou grupo de analitos. Ja o
ICH (International Conference on Harmonisationpfere que especificidade e seletividade
sao termos sindnimos e os definem como a capacdiadetodo de medir com exatiddao um
analito em presenca de impurezas, produtos de disgia e componentes da matriz
(GRAEF, 2007; VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007).

Pode ser demonstrada através de testes de idegdificcomparando os resultados das
amostras contaminadas, com quantidades apropridolaanalito de interesse, frente as
amostras sem interferentes, partindo-se de um @aahmalitico de referéncia. Garantir a
pureza dos picos cromatograficos consiste no poritico na Cromatografia Liquida, pois
esse deve ser atribuido a um s6 componente. Raoa taz-se uso de analitos com elevados
niveis de pureza (RIBEIRO, 2004).

Segundo Nunes et al (2007), a linearidade é ummyré utilizado para verificar se 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionaoricentracdo do analito na amostra
estudada em um intervalo de concentracdo aproprtddapode ser representada pela curva
de calibracao (relacéo entre a resposta do instriangea concentragdo conhecida do analito),
e é recomendado pela analise de no minimo cinocteotracdes diferentes.

Intervalo de aplicacdo de um método correspondetarvalo, incluindo Limite Inferior
e Superior de Quantificacdo, no qual o procediménteatisfatorio do ponto de vista da

exatidao, fidelidade e linearidade (LANCAS, 2004)mesmo autor supracitado afirma que a
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sensibilidade é importante para a validacdo dem@tado método analitico porque é capaz
de discriminar com uma fidelidade estabelecidacentrac6es proximas de um analito.

O limite de quantificacéo corresponde a menor qdadé de um analito que é possivel
ser determinado com precis&o e exatiddo. E empregradensaios quantitativos de impureza,
produtos de degradacdo em farmacos e em formasadéuticas. E expressa em
porcentagem, sendo obtida através da relacdo@udsvio padrédo e a inclinagédo da curva de
calibracdo, ou a partir do ruido. O limite de qiferaicdo € aquele que produz relacdo sinal
ruido superior a 10:1 (RIBANI, et al, 2004).

A precisdo de um método analitico avalia a proxadéldos resultados em uma série de
medidas e pode ser determinada em condicbes deébrgpede ou em condi¢cdes de
reprodutibilidade; onde a primeira consiste na ocséncia entre os resultados usando o
mesmo método, no mesmo laboratério, usada pelo mesnalista, com 0 mesmo
equipamento e em um curto espaco de tempo, ja praduibilidade, os resultados sao
obtidos utilizando o mesmo método, analista, sende € realizada em diferentes
laboratorios. A partir desses valores obtidos,csficulados a média e o Desvio Padréao (DP),
determinando-se o Coeficiente de Variacdo (CV),resgp em termos de percentagem
(VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007; LANCAS, 2004).

A exatiddo € determinada a partir do uso de umastrenoertificada cuja concentracao
do analito de interesse é conhecida, é expresgmeErantagem, sendo determinada através da
relacdo da concentracdo média experimental comnaentracdo tedrica. Ela mostra a
proximidade dos resultados obtidos em relacio aor werdadeiro. E utilizada apds o
estabelecimento da linearidade, do intervalo espaaficidade do método, realizado apds o
intermédio de no minimo nove determinacdes, semito m triplicata (VALENTINI;
SOMMER; MATIOLI, 2007; MULLER, 2006).

Muller (2006), afirma que podem ser empregadas dugertantes estratégias para
inferir a exatiddo de um determinado método awalitsdo elas: comparacdo de métodos e
ensaios de recuperacdo. A primeira consiste na a@p@o dos procedimentos entre dois
testes, do qual a exatidao é definida e o resuléad00%. Lancas (2004) define o termo
recuperacdo como sendo o parametro utilizado padirna eficiéncia do processo de
isolamento do analito a ser estudado da matriz gedencontra presente, ou seja, mede a
eficiéncia da extracdo de um método analitico decées padrdes extraidos com solugdes
padrbes ndo extraidos. Seu valor é encontrado ecergagem e € a relacdo entre o valor

obtido e o valor encontrado.
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Apesar de todos esses parametros que levam a aplelido método analitico, a
validagdo ndo deve ser vista como um processo eng 0% eficiente e eficaz e que pode
ser usado indiscriminadamente pelo analista, pogéma informacdes estatisticas confiaveis,

promovendo o uso adequado do método que foi validad

3 REFERENCIAL METODOLOGICO

Delineamento do estudo
A pesquisa tratou-se de um estudo experimentaltid@iaro. Foi desenvolvido no
Laboratério de Certificagdo e Desenvolvimento deniiteriais do Nordeste (CERTBIO) no

periodo de agosto a novembro de 2011.

Material

Substancias e Reagentes:
Fenobarbital 100 mg, com numero de lote 110535%8amnol grau HPLC (Paerac, lote
218014) e &gua purificada. Os demais reagentes ctonaformio (Fmaia, lote 38923) e o

alcool isopropanol (Vetec, 0902593), aprestam §@apureza analitica).

Equipamentos:

Sistema de Cromatografo Liquido Ultra-Rapido - &jfast LC (UFLC) da marca
Shimadzu munido de duas bombas (LC - 20AD), com 6B, que oferece opgdes de
reboque para desgaseificar. Além disso, o equiptmepresenta: Forno de coluna (CTO -
20A), detector UV-VIS SPD - 20A, com lampada de t©ga, controlado pelo sistema
(Interface CBM - 20A) e monitoracdo pelo Softwar€-&olution. Utilizou-se uma coluna
analitica tipo Shim-Pack XR-ODS (C18 50 x 3,0 mma)Shimadzu.

Métodos

Preparo das amostras e solugéo padréo
A solugdo padrao foi preparada partindo-se de ummpamido de 100 mg do
Fenobarbital, triturado a po fino e homogeneizdtio. seguida, dissolvido em metanol/agua

(9:1 v/v), obtendo-se uma solugéo padréo de 2,6nind
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Extracdo Liquido-Liquido das amostras

Para os ensaios foram utilizadas amostras de Wgamostras foram contaminadas em
trés concentracdes, 100 pg thibaixa), 200 pg mt (média) e 300 pg nit (alta). Estas
foram submetidas ao processo de Extracdo Liquidaitio (ELL) pelo método dBtas-Otto
gue considera o carater acido/base de cada suilastdaaneio em que essa se encontra bem
como 0 seu grau de ionizagdo, como fatores infageeim sua solubilidade em solventes
organicos. Para a ELL, o pH da amostra foi previamejustado entre 4,0 — 5,0, com uma
solucéo diluida de acido cloridrico (HCI a 10%)b®etendo-a em seguida, a mistura de
solventes Cloroférmio/Alcool Isopropanol (95:5, M/v

A mistura era centrifugada por 05 minutos a 3.50@gdes por minuto (rpm). Por
volatilizacdo o solvente organico € removido. Apdsvaporacao, os residuos secos de cada

extracdo foram ressuspensos com a fase movel (enisietanol-agua, 9:1 v/v).
Ensaio de validacao

Para a validacdo do método, os parametros ensaiedesn obedecer a Resolucédo de
namero 899 de 23 de maio de 2003, que regulamgnibleacdo do "Guia para validagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos". Foram resgegas parametros de seletividade, exatidao
e precisao, limite de quantificacao e deteccéeatidade e robustez.

Seletividade

A capacidade seletiva do método foi demonstrada peélise de amostras positivas,
contendo o farmaco e amostras negativas, que gaatmham, ditas amostras branco, estas
foram entdo comparadas com o material de referéadalucéo padrdo do analito. O ensaio
foi realizado em cinco repeticdes das amostrascbran

Linearidade

A linearidade foi determinada através da constraigoma curva de calibracdo, a partir
de uma solucdo padrdo de Fenobarbital, foram pdparsolucdes diluidas em 5 (cinco)
concentracdes diferentes: 50 ugmiL00 pg mr, 200 pg mtt, 300 pug mt* e 400 pg mt,
com trés réplicas cada concentracao (n=3). Segecnitgoio da RDC 899/2003, o coeficiente
de correlagao (r) aceitavel deve ser no minimoligug99.

Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir da @ealle amostras em trés niveis de
concentragdes, 100 pg ml(baixa), 200 pg mt (média) e 300 pg mt (alta), com trés

réplicas para cada concentracdo (n=3). A exatidiodéterminada pelo percentual de
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recuperacdo, expressa pela relagdo entre a coag@mtr média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica comespde.

Preciséo

O parametro precisdo foi avaliado a partir de 6isseeterminacdes de igual
concentracdo tedrica, 200 pg/mL, concentracdo mliaste de exatiddo. Demonstrou-se o
grau de repetibilidade (preciséo intra-corridayjcaydancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo, executado pelo o mesmoistmat mesma instrumentacdo e
reprodutibilidade (precisdo inter-corridas) paraagér a equivaléncia entre os resultados,
guando obtidos em dias diferentes e com analistasedtes. Os resultados foram expressos
através do coeficiente de variagcdo percentual (%GM)dos pela relacdo: %CV = DP x 100
/CMD, em que DP é o desvio padrdo e CMD a concgdranédia determinada (BRASIL,
2003).

Limite de deteccao e quantificacéo

Segundo Brasil (2003), os limites de deteccédo (leDpuantificacdo (LQ) foram
calculados de acordo com as equacgdes LD = DP xe8llQ = DP x 10/IC, em que DP é o
desvio padrdo dos coeficientes lineares obtidos tcésncurvas analiticas e IC € a média dos
coeficientes angulares das respectivas curvas.

Robustez

A robustez do método cromatografico foi ensaiada quwalises das amostras sob
diferentes condi¢des. Mudancas no fluxo (0,7 -nfL9min™) e variando-se a temperatura do
forno de coluna (39 - 41 °C). Os efeitos nos patéordéempo de retencao e area dos picos

foram observados, para demonstracéo da resis@mereétodo as pequenas variacoes.
Ensaio cromatografico e condi¢des analiticas

Utilizou-se de um método binario, em que a faseehtni constituida de uma mistura
metanol/agua (90:10, v/v), bombeado a uma vazadlude eluente de 0,8 mL mihe
isocratico. O volume da amostra injetado foi de |[B5 A deteccdo foi realizada em
comprimento de onda de 220 nm, com tempo de caotdhde 7,5 minutos.

4. DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Em metodologias analiticas, para garantir a coififiglde de suas informacoes, se faz

necessario que essa seja submetida a uma avaliggignada por validacao. Consiste em um
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processo continuo e tem inicio com o planejameateddratégia analitica e continua ao longo
do desenvolvimento do método (VALENTINI; SOMMER; MIFOLI, 2004). Entdo com um
tempo de andlise intra-corrida de 7.5 minutos, paFenobarbital, obteve-se um tempo de
retencao equivalente a 0,456 minutos (Figura 02).

Por ser a técnica mais interessante desenvolvidautlimos anos, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE pode ser utilizagara a identificacdo, quando a amostra
€ comparada a um padréo de referencia, atravéemudersapo de retencdo (MARTINS, 2007).
Sendo assim um parametro de desempenho analisetetavidade, fez-se uso desse artificio
para promover a confiabilidade do resultado. Esseegelou estar em conformidade, para o
analito em estudo, pois amostras de urina, semmneat®d, ndo apresentaram nenhum pico

interferente no seu tempo de retencéao.

Figura 02. Representacdo do cromatograma do Fenobarbitaliea (A) e da amostra
branco de urina (B) para obtencéo da seletividadaétodo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

No entanto, a seletividade, por ser o primeiro @@ssa 0 desenvolvimento e validacao
de um método analitico, essa deve ser continuameataliada, pois caso essa ndo seja
assegurada, compromete a linearidade, a exatidgarecisdo do método analitico (RIBANI,
et al., 2004).

A faixa de linearidade do método proposto foi dea5®0 pg mL. Partindo-se de trés
curvas padrdo de calibracdo (Tabela 01), obedecerwlo curva analitica
(y=33061,7x+1,14198), representada pela Figura 03, essa obtida pelodmé&os minimos

quadrados, que procura minimizar o efeito da difgseentre o valor estimado e os dados
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observados. Os resultados obtidos demonstraram dgetamente proporcionais as

concentracdes do farmaco presente na matriz.

Figura 03. Curva de calibracdo do Fenobarbital pelo métodmtHast LC (UFLC).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo a RDC 899/2003, o critério minimo aceitéeetoeficiente de correlacao (r)
da curva de calibracdo é de 0,99 (BRASIL, 2003)dseno experimento obtido um valor
médio, das trés curvas, 0,9973 (Tabela 01), o ¢qeleda as especificacbes impostas pela
legislacdo vigente, indicando que o método propagi@senta linearidade significativa no
intervalo especificado. O limite de deteccado evoté de quantificacdo foram de 37,0 pghL

e 126,40 ug mt, respectivamente.

Tabela 01.Resultados das areas dos picos e coeficientasragacao

Concentracdo (ug mLh Curva 1l Curva 2 Curva 3
50,0 1705412 1969481 2573246
100,0 4027830 4441638 4372429
200,0 7974163 8054704 8167933
300,0 10058522 9918278 11557704
400,0 14865385 15065293 14041266
r =0,9940 r=0,9908 r=0,9946
Média r £ dp = 0,99 + 0,00204 Coef. Variagdo = 0,21

Fonte: Dados da pesquisa.
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Nos experimentos da exatiddo, o ensaio deve séirada apos a avaliagdo da
linearidade e seletividade. Foi testado a partirndege determinacdes, contemplando o
intervalo linear do método, com trés réplicas deawnncentracdo baixa (100 pg ML

média (200 pg mt) e alta (300 pg mt) conforme descrito na Tabela 02.

Tabela 02.Exatiddo do método
Concentracdo Normal Concentracdo Encontrada  Exatidao

Ensaio (ug mL™Y) Media + DP (n=3) (%)
Exatidao 100,0 50,38 + 0,81 50,38
200,0 132,04 5,54 66,02
300,0 219,81 + 7,27 73,27

Fonte: Dados da Pesquisa.

Na Tabela 03, partindo-se da sextuplicata (n dedicentracao tedrica (200pg ML
avaliou-se a preciséo intra-corrida, o grau detiiefidade do ensaio, precisao inter-corrridas

e nivel de reprodutibilidade do método.

Tabela 03.Preciséo intra-corrida e precisao inter-dia
Concentracdo Normal Concentracdo Encontrada Precisao

Analista Dia

(ug mLh Media + DP (n = 6) (%)
Analista 1 Dia 1 200,0 137,30 + 13,38 7,54
Dia 2 200,0 142,50 + 11,64 6,43
Analista 2 Dia 1 200,0 166,52 11,69 7,02
Dia 2 200,0 153,68 + 7,76 4,47

Fonte: Dados da Pesquisa.

Com os resultados obtidos, 0 método ndo demonptemisdo nem exatidao. Os valores
médios do desvio padréo relativo € de 6,4% paraceigdio, sendo ndo aceitavel, pois a
legislacdo vigente ndo aceita valores superiores,0&. Para a exatiddo, a média de
recuperacao variou de 63,0%, tendo como ponto diel@aa preparacdo das amostras com a
particdo liquido-liquido.

Entretanto, por se tratar de uma etapa manual,epapcdo das amostras, exige
habilidade do analista, bem como da técnica emgeega método, assim a preparacao da
amostra consiste no ponto critico da analise, fdaetom que a precisdo e exatiddao do
meétodo figuem estritamente dependentes dos proeetls de particio das matrizes

bioldgicas (GlLet al, 2010). Assim, também, segundo Ribani et al. (ROf&ra o0 método de
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extracdo, a taxa de recuperagao nao precisa sessag@mente 100%, desde que a extensao
da recuperacédo do analito e do seu padréo sejestane e reprodutiveis.

O rendimento do processo de Extracdo Liquido-Ligqu{&LL) esta relacionado
diretamente com a escolha do solvente organicaytquaaior a afinidade desse pelo analito,
maior a eficiéncia. O ajuste do pH da amostra deveonsiderado, principalmente quando se
trabalha com substancias de carater acido ou b&szese necessario sua correcao, a fim de
impedir a ionizacdo do analito, deixando-o maisigell na fase organica, assegurando uma
boa recuperacédo (QUEIROZ; COLINS; JARDIM, 2001).

Observa-se nas Tabelas 04 e 05, os ensaios deenbpgra avaliagdo das variagées no
fluxo e na temperatura. Os valores da area e tedgoetencdo de uma solucdo de
Fenobarbital, 50 pg mt, diluida em fase mével, mostrou variagées tanta p&luxo quanto
para a temperatura. Entretanto, o0 método demonsgoumais resistente as variacbes na
temperatura, indicando que o método é robusto a@lelacom as condi¢des analisadas. Assim
a faixa de temperatura ensaiada, podera ser adaaceo método, sem maiores danos.

Tabela 04.Resultados da variacéo de fluxo no ensaio de rebust

Fluxo Area Tempo de Retencao
0,7 mL min* 197362,5 0,513
0,8 mL min* 174075,5 0,456
0,9 mL min* 157396,2 0,412

Fonte : Dados da Pesquisa.

Tabela 05.Resultados da variagdo de temperatura no ensaabdstez

Temperatura Area Tempo de Retencao
39 °C 1736335,1 0,457
40 °C 1760332,6 0,458
41 °C 1733586,3 0,455

Fonte: Dados da Pesquisa.

A robustez consiste na avaliacdo do nivel de repifmitidade dos resultados, mediante
andlises de algumas amostras, quando submetidas @ariedade de condicbes normais de
teste, tais como mudancas no lote de reagentepetatura, fluxo. Se mesmo com estas
mudancas, 0 método resistir, e 0s resultados estivelentro dos limites de exatidéo,
precisdo e seletividade aceitdveis, 0 método pasduistez e tais variacbes podem ser
incorporadas ao procedimento (RIBANI et al., 2004).
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5 CONCLUSAO

Finalizando os ensaios, o0 método proposto, foirdedeido a fim de disponibilizar um
procedimento analitico, para identificacdo e qtdigagdo do Fenobarbital em amostras de
urinas humana, para auxilio no diagndstico as egPes tOxicas ao barbitarico. Os
parametros avaliados garantiram seletividade, fidade e, robustez, no entanto ndo houve
exatidao e preciséo, obrigando assim que a otidizeQ método seja revista, conforme exige
a RDC 899/2003 (BRASIL, 2003).

ABSTRACT

The body's response to medication, when in exces$dses, resulting in toxic exposures.
However the existence of a health service thatiapees in emergency care provides
immediate treatment of the patient. However resssiare required to assist in the prognosis
of human poisoning. Therefore, we attempted todetdi an analytical method for
identification and quantification of Phenobarbitahuman urine. The test used an Ultra-Fast
Liquid Chromatograph (UFLC) using an RP-C18 columith UV detector at 220 nm and
mobile phase consisting of a mixture of methanshfer (90:10, v/v), flow 0,8 ml mihand
binary. The parameters used in the optimizationewdinearity, selectivity, accuracy,
precision, detection limit and quantification linrahd robustness. The method proved to be
selective, robust and linear in the range 50 to #@p mL* (r = 0.9973), according to
parameters specified by the RDC. 899 of May 23, 3200imits of detection and
quantification were 37.0 126.40 mg thlLrespectively. However, the accuracy and precision
of the method proved to be insufficient, requiriegevaluation of these parameters.

KEYWORDS: Analytical method. Validation. High performanceguid chromatography.
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