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RESUMO

Os medicamentos representam uma das mais importantes classes de
substancias registradas nas avaliagdes anuais nos Centros de Controle de
Intoxicagdo (CCI). A maior parte dos medicamentos encontrados em casos de
intoxicagdo sdo o0s psicotropicos, principalmente antidepressivos triciclicos,
benzodiazepinicos e antipsicoticos. Visto que os antipsicoticos contam com alto
poder para promover intoxicagbes, 0 recurso analitico nas investigacdes
toxicologicas deve ser considerado como uma ferramenta importante e auxiliar no
diagnéstico clinico. Entretanto, o tipo e os parametros do método analitico a serem
utiizados devem ser conhecidos, para se garantir a confiabilidade do laudo
toxicolégico. Sendo assim, este trabalho teve objetivo avaliar os parametros de
validacdo do método de cromatografia em camada delgada para a determinagéo de
farmacos antipsicoticos em urina. Para a realiza¢@o dos testes foram utilizadas cinco
diferentes concentragdes (100/50/10/1/0,1ppm) dos farmacos antipsicéticos
fenotiazinicos clorpromazina, flufenazina e prometazina diluidos em urina e
avaliados quanto aos aspectos de sensibilidade e especificidade com os reativos de
DRAGGENDORF e FPN. A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que o
reativo que apresentou melhor sensibilidade foi o DRAGENDORFF no farmaco
prometazina na concentragdo de 1 ppm, entretanto nenhum dos farmacos
apresentou especificidade adequada quanto a capacidade de diferenciar os
farmacos testados. Dessa forma, consideramos necessaria a combinacao de outros
métodos de ensaios imediatos para se tentar otimizar a confiabilidade no laudo
toxicologico. Esta combinagdo pode ser util para fazer com que as andlises
toxicologicas tenham maior precisdo e confiabilidade, facilitando a obtencdo dos
resultados e o possivel tratamento da intoxicagdo em tempo adequado.

Palavras Chave: Fenotiazinicos. Cromatografia em Camada Delgada. Urina.

Reativo FPN. Dragendorff



ABSTRACT

The medicines represent one of the most important classes of substances
registered on the annual evaluations in the Poison Control Centers (PCC). Most
medicines found in poisoning cases are the psychotropic drugs, especially tricyclic
antidepressants, benzodiazepines and antipsychotics. Since the antipsychotics have
a high power to cause poisonings, the analytical tool in the toxicology investigations
must be considered important and must help in the clinical diagnosis. However, the
types and parameters of the analytical method to be used must be known in order to
guarantee the reliability of the toxicology report. Thus, this study aimed to evaluate
the validation parameters of the thin-layer chromatography method for the
determination of antipsychotic medicines in the urine. In order to carry out the tests,
we used five different concentrations ((100/50/10/1/0,1ppm) of the antipsychotic
medicines — phenothiazine, chlorpromazine, promethazine, fluphenazine - diluted
urine. We evaluated sensitivity and specificity aspects with FPN and Dragendorff's
reagents. Based on the results obtained, we were able to verify the reagent that
showed the best sensitivity was the Dragendorff's in the promethazine medicine in
the concentration of 1 ppm. However, no medicine showed an appropriate specificity
regarding the capacity to differentiate the medicines tested. Thus, we consider the
combination of other immediate methods of testing necessary to try to optimize the
toxicological report reliability. Such combination can be useful to make the toxicology
analyzes more accurate and reliable, facilitating the achievement of results and the
possible poisoning treatment in appropriate time.

Keywords: Phenothiazines. PCC. Urine. Reactive FPN. Dragendorff
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os medicamentos representam a principal classe de agente toxico
segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxico Farmacoldgicas
(SINITOX). No ano de 2011, 29,47% das intoxicacdes ocorridas foram por
medicamentos, sendo a circunstancia principal a tentativa de suicidio com 11402
casos registrados. (SINITOX, 2014).

Segundo dados do Centro de Controle de Intoxicagdo da Prefeitura do
Municipio de S&o Paulo (CCI-SP) nos anos de 1998 a 2002, os medicamentos
corresponderam ao maior nimero de intoxicagdes humanas com 43,4% do total de
ocorréncias. (MOREAU, 2008).

Segundo a Associacdo Americana de Centros de Controle de Intoxicagdo as
classes de medicamentos mais utilizadas nas tentativas de suicidio sao analgésicos,
anestésicos e anticonvulsivantes. J& no Brasil os psicotrépicos como o0s
antidepressivos triciclicos, os benzodiazepinicos e os antipsicéticos representam as
classes utilizadas com mais frequéncia nestes casos. (FERNANDES et al., 2006;
NETO et al., 2009).

Dentre os medicamentos psicotropicos, 0s antipsicéticos constituem uma
classe de grande importancia toxicologica. Os derivados fenotiazinicos por sua vez
sdo considerados um dos mais importantes grupos de medicamentos desta classe
na pratica clinica, sendo assim, sua utilizagdo também esta associada ao frequente
aparecimento das intoxica¢des por medicamentos. (SCHVARTSMAN, 1991).

Nestes casos a toxicologia de urgéncia representa a principal ferramenta de
resolugdo na pratica clinica aplicada, sendo utlizados diversos tipos de
metodologias analiticas. Tais metodologias devem apresentar caracteristicas
adequadas para determinar o tipo de agente toxico presente nas diferentes amostras
bioldgicas disponiveis, assim como, quando necessario, identificar e quantificar o
composto. (CAZENAVE, 2008).

A wurina é um fluido biolégico extensamente utilizado em analises
toxicologicas, principalmente as de emergéncia, pois € uma das matrizes com menor
namero de interferentes enddégenos, uma vez que € constituida principalmente por
dgua e somente apresenta niveis significativos de proteinas e lipidios em estados
patolégicos. Além disso, quando comparada ao sangue, a urina frequentemente

apresenta concentragbes mais altas de xenobiodticos e/ou seus produtos de
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biotransformacé&o. Devido a sua correlagdo com os efeitos ser baixa devido a grande
variedade de fatores que afetam a taxa de excre¢céo de determinado composto e o
volume urinario, os resultados obtidos nas analises feitas em urinas estabelece
somente resultados qualitativos. (COSTA, 2008)

Como o0s medicamentos constituem 0s maiores responsaveis pelas
emergéncias toxicologicas, a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma das
técnicas analiticas mais utilizadas pelos Centros de Controle de Intoxicacdo, para
uma triagem dos possiveis agentes envolvidos nos casos de intoxicagdo aguda.
(MOREAU, 2008).

A CCD consiste num método analitico de separagéo dos constituintes de uma
mistura pela migragdo diferencial destas substancias em duas fases: uma
estacionaria e a outra moével. A separacdo é realizada devido as diferentes
caracteristicas quimicas de cada substancia e a sua afinidade por uma das fases.
(LOPES, 2006).

Entretanto para que ocorra a correta utilizagdo das informagdes qualitativas
obtidas a partir de uma analise em CCD, torna-se importante conhecer as
caracteristicas de validagdo desta metodologia com o objetivo de otimizar o método

de forma a proporcionar melhores resultados no laudo toxicolégico final.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 ASPECTOS QUIMICO-FARMACOLOGICOS DOS ANTIPSICOTICOS
FENOTIAZINCOS

Em 1930, os antipsicoticos foram utilizados pela primeira vez como drogas
sedativas e, posteriormente, com pré-anestésicos. Somente em 1950 o
medicamente passou a ser utilizado para o tratamento de doengas mentais como:
esquizofrenia, disturbios bipolares, surtos de agressividade e outras psicoses. Eles
também possuem outros usos que, porém, sdao menos difundidos como
potencializadores de analgésicos, sedativos e anestésicos, além do tratamento da
alucinose alcodlica ndo associada a abstinéncia. (SILVA, 2010).

A formula estrutural das fenotiazinas (Figura 1) € formada por estruturas
triciclicas e, seus derivados, sédo formados a partir da substituicdo de um atomo de
carbono em um dos anéis benzeno na posi¢cdo dois (é essencial a atividade
antipsicética) e, no atomo de nitrogénio do anel piridinico na posicdo dez. Os
fenotiazinicos podem ser divididos em até trés grupos: alifaticos, piperidinicas ou
piperazinicas e, sdo divididas segundo o tipo de substituicdo no nitrogénio
aromatico. Dependendo da estrutura quimica algumas fenotizinas sdo mais ou
menos sedativas e, podem produzir, ou néo, hipotensdo. (MORAIS; OLIVEIRA,
2010).

S

Figura 1 — Nucleo fenotiazinico.
Fonte: KOROLKOVAS; BURCKHALTER (2008).

Segundo estudos sobre a relagcé&o estrutura-atividade, conclui-se que as
caracteristicas estruturais relacionadas com a alta poténcia antipsicética s&o:
sistema anelar triciclico com seis ou sete membros no anel central, uma cadeia de
trés atomos entre o anel central e o grupo amino terminal e/ou um atomo ou Grupo

que atrai elétrons. Com bases livre, os fenotiazinicos sdo insoluveis em &gua por
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isso, sdo usados geralmente como sais (cloridratos) que se apresentam como poé
cristalino branco e solivel em agua. (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 2008).

Os fenotiazinicos possuem como férmula quimica estrutural trés anéis, na
qual dois benzénicos se ligam ao enxofre e ao nitrogénio. As substituicbes podem
ocorres nas posi¢cdes 2 e 10 (Figura 2). Sendo assim, com as possiveis alteracdes,
0s compostos alifaticos se tornam mais sedativos sendo seguidos pelos compostos
piperidinicos e posteriormente 0s compostos piperazinicos que sdo menos sedativos
porém, mais estimulantes que as duas classes citadas anteriormente. (LARINI,
1987).

Q
5 4
S
6 3
7 2
N
& H il
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Figura 2 — Substituic6es no anel fenotiazinico.
Fonte: KOROLKOVAS; BURCKHALTER (2008).

Os antipsicéticos sao indicados para o tratamento de problemas psiquiatricos
como transtornos esquizoafetivo, esquizofrenias, estados de citacdo ndo maniaco,
sindrome de Tourette, controle de nauseas e vémitos, pré-medicacdo cirdrgica,
tratamento de solucos incoerciveis e Coreia de Huntington. (SILVA, 2010, p. 75).

Esses compostos sdo administrados muitas vezes por via parenteral ou oral
e, sdo absorvidos através do trato gastrintestinal. Suas maiores concentragdes sao
encontradas nos pulmdes, figado e baco. Segundo alguns autores é possivel que
existam, teoricamente, 168 produtos de biotransformacgédo resultantes de diversas
reagOes, entre elas: Reagcdo de hidroxilagdo, N-oxidagdo, mono e bidismetilagéo,
oxidacao da cadeia lateral, formacédo de sulféxidos e, ainda pela conjugagédo com o
UDPGA ou com o PAPS. (LARINI, 1987).

Sua absorcdo gastrointestinal € erratica e sua biodisponibilidade por via
parenteral € de 4 a 10 vezes maior por se tratarem de drogas extremamente
lipossoluveis, com meia-vida prolongada (20 a 40 horas), grande volume de
distribuicdo e alto valor de ligagcdo proteica o que explica o fato de uma dialise no

tratamento desta intoxicacdo ser ineficaz. Além disso, os antipsicéticos podem
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atravessar a barreia hematoencefalica e, também podem ser encontrados no leite
materno. Sua eliminagcdo do organismo ocorre somente apds glucoronizagéo
hepatica que ocorre tanto pela via urinéria quanto pela biliar. (SILVA, 2010).

Os fenotiazinicos sdo agentes bloqueadores centrais da dopamina. Eles
exercem essa funcdo em todas as quatro grandes vias dopaminérgicas cerebrais.
Os efeitos extrapiramidais s&o vinculados & via Nigro-estriatal; a elevacdo da
prolactina e outros efeitos neuroenddcrinos & sua agéo na via tibero-infundibular, e
efeitos antipsicoticos e eventuais efeitos adversos cognitivos ao bloqueio

mesolimbico e mesocortical respectivamente. (FROTA, 2003)
2.2 ASPECTOS TOXICOLOGICOS DOS ANTIPSICOTICOS FENOTIAZINICOS

Desde os tempos pré-historicos os efeitos, causados pelos medicamentos, ja
eram conhecidos pelos povos primitivos pelo fato deles, intuitivamente, procurarem
na natureza fonte para a cura de seus males fisicos e mentais. A partir dai o homem
vem até os dias de hoje sendo exposto a substancias quimicas que, quando
interagem com o organismo resultam em reacdes benéficas adversas ou em
intoxicagbes quando em doses excessivas. (OGA; CAMARGO; BASTITUZZO,
2008).

A intoxicacdo, sob todos seus aspectos, é o foco principal do estudo da
toxicologia. Para isso, podemos entender, que a intoxicagdo nada mais é que a
manifestacdo clinica e/ou laboratorial de efeitos causados pela interacdo do agente
toxico com o organismo causando uma patologia. Para isso 0 agente toxico conta
com fatores que sé@o de extrema importancia para sua agdo como: solubilidade, grau
de ionizacdo e sua excrecdo. Esses compostos agem ao nivel do sistema nervoso
central e provocam o bloqueio da transmissdo dopaminérgica. Quando se trata de
sistema nervoso autbnomo eles sdo fracamente anticolinérgicos, anti-histaminicos,
anti-serotoninérgicos e blogqueadores alfa adrenérgicos. Segundo diversos autores
eles ndo causam dependéncia, porém exigem devida orientacdo e receita médica e
controle de venda e uso. (LARINI, 1997).

Além dos efeitos terapéuticos essas drogas também podem produzir efeitos
toxicos como: alteracdes hematoldgicas (casos fatais de granulocitose, ocorréncia
de trombocitopenia, anemia e leucopenia discretas), alteraces hepéticas (hepatite

obstrutiva secundaria ao edema da célula hepética) e sintomas extrapiramidais
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(sindrome idéntica ao parkinsonismo). Portanto apesar de termos um vasto namero
de produtos, a escolha para uso de um antipsicotico deve ser feita de forma
cautelosa, sempre fazendo uma comparacdo entre sua efichcia no controle de
sintomas e seu efeito toxico. (OGA; CAMARGO; BASTITUZZO, 2008).

2.3 ANALISES TOXICOLOGICAS EM TRIAGEM DE FARMACOS

As analises toxicolégicas séo requisitadas sempre que se faz necessario
prevenir, esclarecer e verificar uma intoxicacdo. Também auxiliam no tratamento
mostrando o perfil clinico da depuracdo em andamento. (MORAES; SZNELWAR;
FERNICOLA, 1991).

Em situagBes de urgéncia, é realizada uma sequéncia de procedimentos
analiticos para se identificar, confirmar e quantificar os compostos quimicos.
(MOREIRA; CALDAS, 2001).

Sua caracteristica fundamental é que a substancia quimica de interesse
possui forte ligagdo com uma matriz biol6gica, porém este processo deve ser
analisado previamente, pois, pode haver alteracdo de resultados por causa da
escolha errbnea da matriz bioldgica. Obrigatoriamente séo feitas quatro perguntas
antes de se realizar a analise: “Para qué?”; “O qué?”; “Onde?” e “Como?”".
(MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

Segundo Moreira; Caldas (2001) o “Para qué?”’ trata da finalidade da
realizac@o da andlise, portanto, € ela que orienta o planejamento analitico. Quando a
andlise é utilizada para esclarecimento ela é conhecida como “analise toxicoldgica
de urgéncia” e deve ser realizada dentro de um prazo de até 24 horas. Quando se
trata de uma confirmagdo de uma intoxicagdo aguda ou nado, quase sempre, O
pedido se prende a um diagndstico preferencial. Nos dois casos a andlise € utilizada
para pesquisa de uma substancia desconhecida e/ou quantificagdo do toxico para se
verificar a eficicia do tratamento.

E de extrema necessidade o conhecimento prévio do toxicante e, essa
resposta é avaliada na pergunta “O qué?”. Deve-se conhecer a toxicocinética e a
toxicodindmica para saber se a andlise seré dirigida para o agente quimico precursor
e/ ou a um de seus produtos de biotransformacéo e, também se h& necessidade de
se avaliar algum indicador que aponte o efeito do toxicante no organismo.

Geralmente os toxicantes sdo agrupados de acordo com suas propriedades fisico-
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quimicas e, no organismo se encontram ligados as proteinas. (MORAES;
SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

A definicdo da amostra a ser utilizada da resposta a pergunta “Onde?”. A
amostra selecionada é aquela que melhor representa a biodisponibilidade, a
eliminac&o ou o efeito do toxicante no organismo. Se a finalidade da analise for para
esclarecimento de intoxicacdo letal a matriz sera proveniente do material de
necropsia (tecidos, fluidos e 6rgéos). Em intoxica¢des agudas o sangue e/ou urina
sdo as amostras mais utilizadas. Liquidos de didlise séo indicados para
acompanhamento do tratamento e medicamentos, alimentos, vémito e liquido de
lavagem gastrica encontrados juntos ao paciente também séo de suma importancia.
(MOREIRA; CALDAS, 2001).

Para resposta da ultima questdo “Como?”, deve ser definido o método que
serd utilizado para analise. O método deve possuir exatiddo, precisdo e alta
sensibilidade devido a baixa concentracdo do toxicante ou de seu produto de
biotransformacéo na amostra. (MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

Em qualquer método a sequéncia da analise toxicolégica compreende trés
fases: a separac@o onde o analisando é retirado da matriz, a extragdo onde ele é
concentrado e purificado e depois a identificagéo. Para uma boa interpretacdo dos
resultados a andlise deve ser realizada junto com uma amostra negativa (branco).
(MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

A escolha do método de triagem é fundamental, pois define a gama de
analitos que serdo procurados e detectados. Sendo assim o método devera ter
sensibilidade e abrangéncia para ser suficiente. Em geral, para analises de urgéncia
a urina é a principal amostra a ser utilizada e, o sangue, € a amostra de escolha
para quantificagdo. Os maiores responsaveis pelas emergéncias toxicoldgicas sao
os medicamentos e, para uma triagem dos possiveis agentes envolvidos nos casos
de intoxicagdo aguda uma técnica bastante empregada pelos centros de controle de
intoxicacdo é a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A amostra bioldgica de
escolha para essa triagem € a urina, pois € de facil coleta, est4 disponivel em
grandes volumes e, geralmente a concentragéo da maioria das substancias na urina
€ maior que a do sangue. (MOREAU, 2008).
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2.4 FLUIDO BIOLOGICO COMO AMOSTRA TOXICOLOGICA: URINA

A urina é considerada uma matriz como o0 menor ndmero de interferentes
enddgenos, por ser constituida principalmente por agua. Por esse motivo ele é muito
utilizada nas analises toxicolégicas. (COSTA, 2008).

Segundo Silva (2010), “[...] a via renal constitui a principal via de excregao de
drogas. Por esse motivo, nesse trabalho, utilizamos a amostra de urina como
amostra principal’.

Para se ter uma andlise confiavel os cuidados devem ter inicio no momento
da coleta do material que sera analisado. A coleta, da amostra de urina, deve ser
realizada em um frasco que tenha o tamanho adequado para o volume que ira ser
utilizado para a andlise (geralmente 50mL). E importante também observar as
caracteristicas fisico-quimicas do analito que ira ser determinado para se escolher o
frasco apropriado, se de plastico ou vidro, pois alguns analitos exigem que o
recipiente seja de vidro, porém, na maioria das vezes pode-se usar frascos comuns
de plastico.. Quando comparada ao sangue, ela pode apresentar concentracées
bem mais altas de xenobiéticos e/ou produtos de transformac&o. Gracas a essas
caracteristicas ela passou a ser utilizada, como principal amostra, em muitas
técnicas entre elas a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). (COSTA, 2008).

Muitas vezes a coleta da urina é invidvel, principalmente em uma andlise
toxicologica de urgéncia onde o individuo encontra-se desacordado portanto, pela
questdo do tempo de espera para coleta da amostra, a andlise se torna inviavel.
Quando a coleta é realizada e se tem uma continuidade da andlise, os resultados
obtidos revelam apenas que a substancia estava no organismo (teste qualitativo),
pois mesmo sendo uma matriz de extrema importancia, sua correlagdo com os
efeitos é baixa devido a variedade de fatores que afetam a taxa de excrecédo de

eterminado composto e o volume urinario. (KLASSEN, 2008).

2.5. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

2.5.1 Principios da cromatografia

A Cromatografia em Camada Delgada é considerada um método para triagem
de substancias desconhecidas devido a sua simplicidade, baixo custo e habilidades

de gerar varios parametros de referéncia, num curto espaco de tempo. Para isto,
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previamente, ha necessidade de que se faga um bom trabalho de padronizacéo,
para que se possa conhecer o comportamento das substancias frente aos sistemas-
solventes e agentes cromogénicos. (MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

A técnica de separacdo por CCD consiste na separacdo de compostos de
uma mistura pelo diferencial de migracdo desses compostos entre a fase
estacionaria e a mével. A fase estacionaria € uma camada fina formada por um
sélido granulado e depositada sobre uma placa de vidro, aluminio ou outro suporte
inerte. A fase movel € uma mistura de solventes que é polarizada de acordo com a
natureza quimica a serem separadas. As amostras a serem analisadas séo
extraidas pelo método de extracdo liquido-liquido e posterior emente levadas a
evaporacao do solvente e ressuspendidas para a aplicagéo junto com as solucdes
padrdo em pontos préximos ao extremo inferior da placa, sempre tomando cuidado
para que eles nao figuem mergulhados na fase mével e mantenham a distancia
adequada entre as aplicagdes adjacentes. (MOREAU, 2008).

Como ja dito, a fundamentacao da técnica é feita no processo de separacao
que é baseado na adsorcdo, porém, essa separagdo, também pode ocorrer por
participagdo ou troca ibnica, quando sdo usadas fases estacionérias tratadas, o que
faz com que esse método seja Util na separacdo de substancias hidrofébicas e
hidrofilas. Os adsorventes mais utilizados s&o: a silica, alumina, celulose e
poliamida. (BAILEY, 2004).

O campo das andlises toxicoldgicas de urgéncia e a CCD como técnica de
triagem exigem uma padronizacdo prévia do comportamento das substancias de
interesse para ser usada como referéncia no conhecimento do analito desconhecido.
A escolha dos farmacos a serem padronizados deve ser feita de acordo com sua
natureza: é&cida, neutra ou alcalina e, o procedimento dever ser realizado com
sistemas e reagentes cromogénicos adequados. ApOs a realizacdo de todo
procedimento, as manchas reveladas pela amostra desconhecida devem ser
comparadas com a padronizagcdo para, a partir dai se reconhecer a substancia.
(MOREAU, 2008).

2.5.2 Fase estacionéaria

A fase estacionéaria é uma fina camada formada por um soélido granulado onde

sera feita a aplicacdo para analise e posteriormente sera colocada em uma cuba
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contendo a fase moével. Ela pode ser formada por silica, alumina ou poliamida.
(MOREAU, 2008).

A silica (SiO2) € um material altamente poroso e, sem sombra de duvidas, é
um dos adsorventes mais utilizados na cromatografia por adsorcdo. Possui caréater
fracamente acido que pode ser aumentado devido a presenca de impurezas acidas
fazendo que ocorra, por consequéncia do aumento do carater &cido, fenébmenos de
quimiosorgao de bases ou reagdes acido-catalisadas. (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

A alumina (Al;O3), depois da silica, € o adsorvente mais utilizado. Possui
caréter alcalino, mas depois de sua preparagdo pode adquirir caracteristicas neutra
e acida. Antes de ser utilizada deve-se atentar para o fato de que ela pode catalisar
diversas reacBes organicas. E utilizada principalmente na separagdo de compostos
lipofilicos e na separacdo de substancias que possuem variacdo de pH entre &cido,
neutro e alcalino. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Segundo Lopes (1987) a celulose € empregada como suporte na fase
estacionaria liquida da cromatografia pelo principio de participagdo o troca idnica.
Ela é utilizada na separagéo de nucleotideos, proteinas e acidos nucléicos. Possui a

vantagem de ter um desenvolvimento mais rapido e sensibilidade aumentada.
2.5.3 Fase movel

O solvente utilizado na fase movel deve ser escolhido cuidadosamente visto
que, podem ocorrer alteragcbes na separacdo das substancias caso ele seja
escolhido de forma errénea. E necessario considerar a natureza quimica das
substancias que serdo separadas e do solvente para que haja um bom
desenvolvimento cromatogréfico e a andlise seja concluida com sucesso. (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

2.5.4 Aplicacao e Revelagéo
Ap6s a evaporagdo da extracdo, os residuos das amostras sao

ressuspendidos e sdo aplicados cuidadosamente nas cromatoplacas. Deve-se

observar que deve ser deixada uma distancia entre as aplicacdes. (LOPES, 1987)
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O conjunto seco, com o0s pontos ja aplicados, é colocado em uma cuba que
contém a fase movel. A partir dai tem-se inicio o desenvolvimento cromatogréfico,
onde os componentes sao separados por diferengca de velocidade, em fungdo do
avanco da fase moével sobre a fase estacionaria pela capilaridade e das diferentes
forgas de interagdo com a fase estacionaria. Apds o desenvolvimento as placas séo
secas e depois sao reveladas, normalmente, por agentes cromogénicos. (MOREAU,
2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os paradmetros de validacdo do método de cromatografia em camada

delgada para a determinagdo de farmacos antipsicoticos em urina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sensibilidade do método de cromatografia em camada delgada
para as amostras de urina contendo 0os compostos antipsicoticos.
¢ Avaliar a especificidade do método de cromatografia em camada delgada

para as amostras de urina contendo os antipsicoticos.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

Para a realizagdo das andlises cromatograficas em camada delgada (CCD)
foram utilizadas fitas de pH (MACHEREY-NAGEL), pipetador automético (KACIL),
ponteiras, placa de silica gel 60 (MACHERY-NAGEL), balanca analitica
(SARTORIUS; MARTE/BL210S; AL500), agitador magnético com aquecimento
(TECNAL/TE-0851), agitador de tubos (IKA) e banho de ultrassom. (UNIQUE/ULTRA
CLEANER 1400).

4.2 METODOS

Para a realizagdo da pesquisa de compostos organicos em fluido bioldgico
(urina) foi utilizada uma metodologia adaptada de Moraes; Sznelwar; Fernicola
(1991) e Moreau (2008).

4.2.1 Preparo das solugdes padrdes

Para a realizagdo dos testes em cromatografia em camada delgada foram
utilizados os padrdes dos farmacos antipsicoticos fenotiazinicos: clorpromazina,
flufenazina e prometazina.

Para a padronizagdo das placas cromatogréaficas foram pesados exatamente
10 mg de cada farmaco e diluidos com metanol para as concentra¢ces de 100, 50,
10, 1 e 0,1 ppm (mg/L). Posteriormente todas as concentragdes foram evaporadas
totalmente em capela e ressuspendidas com 1 mL de metanol para a aplicagéo nas
placas.

As cromatoplacas de silica gel 60 foram aquecidas a 105°C durante 30
minutos para ativacdo. Posteriormente 50 pl de cada padréo dos farmacos foram
aplicados separadamente na placa cromatografica e colocados para eluicdo em
cuba cromatografica (previamente saturada durante 15 minutos) contendo a mistura
de solventes metanol:hidroxido de amobnia a 25% (100:1,5), percorrendo uma
distancia maxima de 10 cm. Apds o término da corrida do solvente, a placa foi
levada a capela para favorecer a evaporagcdo dos solventes residuais e

posteriormente serdo aplicados 0s reativos cromatogénicos.
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Apos a revelacdo dos farmacos com os reativos cromatogénicos, foi realizado
o calculo do Fator de Retencéo, sendo este procedimento realizado para identificar
previamente o tipo de coloracéo a ser formada na reacéo entre cada farmaco padréao
utiizado e os reativos cromatogénicos, assim como a determinacdo distancia
percorrida na cromatoplaca como base para o calculo do Rf (medida da distancia

percorrida pela amostra dividida pela distancia percorrida pela fase movel).

4.2.2 Preparo das solugdes amostras

Para a realizagdo dos testes de sensibilidade e especificidade inicialmente
foram pesados 10 mg dos farmacos (clorpromazina, flufenazina e prometazina) e
diluidos para as concentragdes de 100, 50, 10, 1 e 0,1 ppm (mg/L) com urina e

realizados conforme esquema abaixo (Figura 3).

Farmacos _ Diluigies
antipsicoticos 100/50f10/1f0,1ppm

ALCALINOS | [ acmrricacio |

- A
B | Extragio liquido-liquido

10 mL da amosira
+

10 mL de cloroférmio (3x)

Filtracao |

Evaporacio do p———

RESIDUOS ALCALINOS | ‘ e To - | RESIDUOS ACIDOS |

Figura 1 — Sequéncia metodolégica.
Fonte: Elaborado pelo autor

A partir das concentracfes obtidas nas diluicbes de cada farmaco, foram
transferidos separadamente aliquotas de 10 mL para funis de separacgao.
Posteriormente foi verificado o pH da urina, ajustando para a faixa de 4,0 a 5,0 com

H2S04 90%. ApOs este ajuste foi utilizado o volume de 10 mL de cloroférmio para a
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realizacdo do processo de extracdo liquido-liquido, agitando-se o funil durante 30
segundos em movimento rotatérios continuos.

Depois de decorrido os 30 segundos o funil foi colocado em repouso para a
separacdo completa das fases, sendo realizada em seguida a filtracdo por meio de
papel de filtro contendo sulfato de sdédio anidro, para adsorver a agua residual. A
fase cloroférmica foi recolhida em béquer para posterior andlise. Os procedimentos
de adicao de cloroférmio, agitacéo, separacgdao e filtracao foram repetidos mais duas
vezes da mesma forma, para se otimizar o processo de extracdo dos farmacos,
sendo o filtrado recolhido no mesmo béquer da primeira extracdo. Apl6s o
recolhimento dos trés filtrados, o béquer foi submetido & evaporagdo total do
solvente em capela.

Para dar prosseguimento as andlises, a mesma amostra de urina foi
alcalinizada com NaOH 50%, ajustando o pH para a faixa de 9,0 a 10,0. Os
procedimentos de adicdo de cloroférmio, agitacdo, separacéo e filtracédo ja citados
anteriormente foram realizados na mesma proporc¢édo, sendo recolhido o filtrado em
um segundo béquer. ApGs o recolhimento dos trés filtrados, este segundo béquer
também foi submetido a evaporagdo total do solvente em capela.

Apos total evaporagdo dos solventes, foi utilizado 1 mL de metanol para a
ressuspender as amostras. Para a aplicacdo das amostras na cromatoplacas de

silica gel 60, foram utilizados 50 pl de cada amostra separadamente (Figura 4)

Figura 4 - Aplicacdo das amostras na placa cromatografica.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apos a aplicagdo, as cromatoplacas foram colocadas para eluicdo em cuba
cromatogréafica contendo a mistura de solventes metanol:hidréxido de amdnia a 25%
(100:1,5), percorrendo uma distancia méxima de 10 cm. Apds o término da corrida
do solvente, a placa foi levada a capela para favorecer a evaporacdo dos solventes
residuais e posteriormente foram aplicados os reativos cromatogénicos.

Apos a revelacdo dos farmacos com os reativos cromatogénicos, foi realizado
o célculo do Rf e a comparacdo entre as manchas obtidas nas aplicagbes das
solugdes padrdo dos farmacos com as manchas obtidas apés o processo de
extracdo liquido-liquido.

A sensibilidade dos reativos foi verificada quanto a capacidade de formar
reacdes coloridas nas cromatoplacas que representaram a presenca do farmaco
pesquisado. Ja a avaliagdo da especificidade foi verificada quanto a formacéo de
coloracdo diferenciada para cada tipo de farmaco em relagdo aos reativos

cromatogénicos utilizados e o valores de Rf obtidos.

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos com a realizagdo dos testes laboratoriais foram
submetidos a um tratamento estatistico por meio dos métodos da estatistica
descritiva. Este tipo de estatistica foi utilizado para organizar, resumir e descrever
0s aspectos importantes de um conjunto de caracteristicas observadas ou
comparar tais caracteristicas entre dois ou mais conjuntos. Os resultados obtidos
foram expressos na forma de tabelas com o objetivo de fornecer uma ideia mais
precisa e possibilitar uma informagdo mais rigorosa aos dados. (SILVESTRE,
2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo dos padrdes dos farmacos fenotiazinicos (flufenazina, clorpromazina e
prometazina) com a aplicacdo do revelador cromatogénico FPN, foi possivel verificar
que os farmacos clorpromazina e prometazina reagiram e promoveram O

aparecimento de coloragao rosa (Figura 5).

F100  F50 F10 F1 FO,1 PadrdoFPN C100 C50 c10 c1 C0,1 _ Padrdo FPN

P100 PF50 PF10 P1 PO,1 Padrdo FPN

Figura 5 — Andlise cromatogréafica dos padrdes de fenotiazinicos com a revelagdo com o
reagente cromatogénico FPN.
Legenda: C —clorpromazina; P - prometazina; F — flufenazina.

Em relacdo a sensibilidade, o farmaco clorpromazina apresentou valores
minimos de positividade no teste na concentracdo de 10 ppm. Ja em relacdo a
especificidade, ndo houve diferengas quanto ao tipo de coloragédo formada entre o
farmacos, entretanto houve diferencas quanto ao valor de Rf para os farmacos
clorpromazina (Rf = 0,45) prometazina (Rf = 0,62).

Na avaliagdo dos padrbes dos farmacos fenotiazinicos (flufenazina,

clorpromazina e prometazina) com a aplicagdo do revelador cromatogénico
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DRAGENDORFF, nao foi possivel verificar formagédo de coloragcdo positiva apenas

nos farmacos flufenazina (Figura 6).

F100 FC50
Padrao DRG

F10

Figura 6 — Andlise cromatogréfica dos padrdes de fenotiazinicos com a revelagcdo com o
reagente cromatogénico DRAGENDORFF.
Legenda: C —clorpromazina; P - prometazina; F — flufenazina; DRG — Dragendorff.

Em relacdo a sensibilidade o farmaco clorpromazina apresentou valores
minimos de positividade no teste na concentracdo de 1 ppm. Ja em relacdo a
especificidade, ndo houve diferencas quanto ao tipo de coloracdo formada entre o
farmacos, entretanto houve diferencas quanto ao valor de Rf para os farmacos,

clorpromazina (Rf = 0,45) prometazina (Rf = 0,62).
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Na avaliacdo das amostras dos farmacos fenotazinicos nas placas acidas

apés a aplicacdo do revelador cromatogénico FPN, houve formacdo de coloracdo

positiva em todos os farmacos, exceto na flufenazina (Figura 7).

F100  F50

F10

F1

F0,1 PlacaAcida

Amostra FPN

Figura 7 — Andlise cromatogréafica dos padrdes de fenotiazinicos com a revelagdo com o

C100 C50

C10

Cl

C0,1 PlacaAcida

Amostra FPN

P100 P50

P10

P1

P0,1 PlacaAcida

Amostra FPN

reagente cromatogénico FPN.
Legenda: C — clorpromazina; P - prometazina; F — flufenazina.

Em relacdo a sensibilidade os farmacos clorpromazina e prometazina

apresentaram valores minimos de positividade no teste na concentracéo de 10 ppm.

Em teste de sensibilidade, realizados por Martin (2013) e Oliveira (2012) no

com o Reativo FPN, em tubos de ensaio, foi possivel verificar positividade

clorpromazina e

levomepromazina nas concentracbes de 0,5 e 1,0 mg/ml,

respectivamente. Tal diferenga pode estar relacionada ao processo de extragdo do

farmaco a partir da amostra, pois na técnica de triagem em tudo de ensaio, a

amostra é utilizada de forma direta, enquanto para na CCD, sao realizadas varias

etapas até a reacdo final com o reagente cromatogénico, o que pode diminuir a

concentragao final a ser obtida.
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Ja em relacdo a especificidade, ndo houve diferencas quanto ao tipo de
coloracédo formada entre o fArmacos, entretanto houve diferengas quanto ao valor de
Rf para os farmacos clorpromazina (Rf = 0,45) e prometazina (Rf = 0,62).

Segundo Oliveira (2012) na analise do pardmetro especificidade dos reativos
para os farmacos fenotiazinicos, foi possivel verificar que os reativos FORREST e
FPN apresentaram diferencas de coloracdo entre os farmacos testados, o que
representa uma caracteristica positiva para a diferenciacdo de compostos
analisados durante a triagem toxicolégica. Resultados semelhantes foram descritos
por Martin (2013) também em testes imediatos.

Segundo Moreira; Caldas (2001) o reativo FPN é utlizado para ensaios
especificos de analise de compostos fenotiazinicos como a clorpromazina e outros
derivados. O aparecimento de coloragbes que variam de rosa, vermelho, laranja, do
violeta ao azul indica a presenca de um derivado de fenotiazinico. A reagdo com
FPN é rapida em média 5 segundos. (ANTON, 2012).

Na avaliacdo das amostras dos farmacos fenotazinicos nas placas é&cidas
apos a aplicacdo do revelador cromatogénico DRAGENDORFF, houve formacao de

coloragéo positiva em todos os farmacos, exceto na flufenazina (Figura 8).

F100 F50 F10 F1 FO,1 Placa Acida C100  C50 Cl10 Cl1 C0,1 PlacaAcida
Amostra DRG Amostra DRG

P100 P50 P10 P1 P01  PlacaAcida
Amostra DRG
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Figura 8 — Andlise cromatogréafica dos padrdes de fenotiazinicos com a revelagdo com o
reagente cromatogénico DRAGENDORFF.
Legenda: C —clorpromazina; P - prometazina; F — flufenazina; DRG — Dragendorff.

Em relagdo a sensibilidade dos farmacos, apenas a prometazina
apresentaram valores minimos de positividade no teste na concentragdo de 1 ppm,
enquanto o farmaco clorpromazina apresentou valores minimos na concentracao de
10 ppm. A Flufenazina ndo apresentou formagao de coloragéo positiva em nenhum
das concentragdes testadas.

Na avaliagdo da sensibilidade do Reativo DRAGENDORFF em testes de
triagem, Oliveira (2012) e Martin (2013) verificaram diferenciagédo de coloragdo
alaranjada formada quando comparado ao branco de reativos em concentragdes
de 1,0 e 0,1 mg/mL para todos os farmacos.

Em relagcéo a seletividade néo foi possivel verificar diferenciacdo das cores
formadas entre os compostos. Resultados semelhantes foram encontrados por
Oliveira (2012) e Martin (2013).

Segundo Martin  (2013) dos farmacos fenotiazinicos clorpromazina,
levomepromazina, prometazina e flufenazina, ndo foi possivel a formagdo de
coloracdo caracteristica alaranjada nas concentragdes testadas (10, 1 e 0,1 ppm).

Tais resultados diferem dos resultados encontrados devido a variagdes na
metodologia utilizada quanto ao volume de amostra no processo de extracdo
liquido-liquido e volume de aplicagdo nas placas cromatograficas.

Segundo Moreira, Caldas (2001) o Reativo de Dragendorff reage com
compostos que contém nitrogénio em sua estrutura, podendo apresentar a formacao
de coloragéo laranja, vermelho-alaranjado ou vermelho, sendo muito utilizado na

deteccédo geral de aminas organicas.
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6 CONCLUSAO

Nas analises toxicologicas de urgéncia e emergéncia os exames de triagem
devem representar uma importante ferramenta complementar no diagnéstico dos
casos de intoxicagdes por substancias desconhecidas.

Desta forma, os laboratorios de toxicologia devem dispor de diferentes
métodos de andlise a partir de reativos quimicos e reveladores cromogénicos
variados, visto que a sensibilidade e especificidade destes compostos apresentam-
se variadas.

Sendo assim, concluimos que os reativos cromatogénicos testados n&o
apresentaram sensibilidade e especificidade adequada para todos os farmacos,
sendo dessa forma, necessaria a combinacdo de outros métodos de ensaios
imediatos para se tentar otimizar a confiabilidade no laudo toxicolégico. Esta
combinacdo dos métodos pode ser util para fazer com que as analises
toxicologicas tenham maior precisdo e confiabilidade, facilitando a obtencdo dos

resultados e o possivel tratamento da intoxicagdo em tempo adequado.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Novos estudos deverdo ser realizados para determinar os niveis de
especificidade e sensibilidade destes reativos para outros compostos fenotiazinicos,
assim como para outras classes de farmacos psicotropicos que possam ser

utilizados em associa¢0es nas intoxicagdes agudas.
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