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RESUMO

A depressdo é um transtorno de humor no qual a sensagdo de tristeza, pesar, raiva e
frustracdo interfere na vida diéria do individuo por um longo periodo. Diversas classes
de medicamentos podem ser utilizadas na terapia farmacoldgica desta patologia, sendo
que os antidepressivos triciclicos representam a principal classe prescrita. Estes
farmacos apresentam um elevado potencial téxico principalmente nos quadros de
tentativa de auto-exterminio onde o paciente utiliza altas doses dos medicamentos.
Nestes casos torna-se importante a disponibilidade de analises toxicoldgicas rapidas que
apresentam especificidade e sensibilidade para auxiliar a conduta clinica a ser adotada.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a sensibilidade e especificidade de
meétodos de triagem farmacoldgica em compostos antidepressivos triciclicos. Para tanto
foram utilizados os farmacos amitriptilina, clomipramina e imipramina para a realizagéo
de todos os ensaios. Nos ensaios rapidos de triagem os farmacos foram testados em
diferentes concentragdes 10, 1 e 0,1 ppm frente aos reativos quimicos Dragendorff
iodado, Forrest, FPN, Verde de Bromocresol e Bertrand. Nas analises cromatograficas
em camada delgada os mesmos farmacos nas mesmas concentracfes foram testados em
um sistema solvente de metanol:hidréxido de ambnio a 25% (100:1,5) frente aos
reveladores cromatogénicos Dragendorff iodado, NaNO;, 1%, Verde de Bromocresol e
p-nitroanilina diazotada/hidréxido de sédio 50%. A partir das andlises realizadas foi
possivel verificar que verificar que somente o reativo de Dragendorff apresentou
sensibilidade e especificidade para os farmacos clomipramina e imipramina. Na
avaliacdo cromatografica foi possivel verificar que as sequéncias de reveladores 1 e 2
apresentou seletividade para todos os farmacos devido as diferengas de Rf, e
sensibilidade principalmente para o fArmaco imipramina. Sendo assim, consideramos
que nos ensaios toxicoldgicos de triagem é necessaria a combinagdo de anélises para se
obter uma melhor resposta analitica de forma a complementar o diagndstico clinico.

PALAVARAS CHAVE: ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS. URINA. ENSAIOS
RAPIDOS. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA



ABSTRACT

Depression is a mood disorder in which the feeling of sadness, grief, anger and
frustration interfere with everyday life of the individual over a long period. Several
classes of drugs can be used in the pharmacological therapy of this disease, and tricyclic
antidepressants represent the main prescribed class. These drugs have a high potential
toxic especially in cases of attempted self-annihilation where the patient uses high doses
of drugs. In these cases it is important the availability of rapid toxicological analysis
that shows specificity and sensitivity to assist the clinical approach to be adopted. Thus,
this study aims to assess the sensitivity and specificity of pharmacological methods of
screening compounds tricyclic antidepressants. For both drugs amitriptyline,
clomipramine and imipramine to perform all assays were used. In the rapid screening
assays drugs were tested at different concentrations of 10, 1 and 0.1 ppm chemical
reactive against iodinated Dragendorff, Forrest, FPN, bromocresol green and Bertrand.
In the thin-layer chromatographic analyzes the same drug at the same concentration was
tested in a solvent system of methanol: ammonium hydroxide 25% (100:1,5) against
chromogenic developers iodinated Dragendorff, NaNO2 1% bromocresol green and
diazotized p- nitroaniline/sodium hydroxide 50%. From rapid tests it was possible to
verify that only Dragendorff reagent had a sensitivity and specificity for clomipramine
and imipramine drugs. In chromatographic evaluation was possible to verify that the
sequences revealing 1 and 2 showed selectivity for all drugs due to differences in Rf,
and sensitivity mainly for imipramine. Since we consider that the toxicological
screening assays combination of analyzes to obtain better analytical response to
complement the clinical diagnosis is required.

KEY WORDS: TRICICLIC ANTIDEPRESSIVE. URINE. RAPID TEST. THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY
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1 INTRODUCAO

7

Conforme Moreno; Moreno; Soares (1999) a depressdo é um transtorno de
humor no qual a sensacéo de tristeza, pesar, raiva e frustracdo interfere na vida diéria do
individuo por um longo periodo. Atualmente a doenca pode ser tratada por
medicamentos que aliviam os sintomas caracteristicos.

Nas Ultimas décadas, com a evolucdo da doenga, os antidepressivos também
foram evoluindo o que gerou uma melhoria no quadro clinico do paciente em
tratamento e diminuiu também os efeitos colaterais indesejaveis. A nova geracdo de
antidepressivos € constituida por medicamentos que agem em um Unico
neurotransmissor ou em multiplos neurotransmissores sem ter como alvo outros sitios
receptores cerebrais ndo relacionados com a depressdo, o0 que gerava oS efeitos
colaterais indesejaveis (MORENO; MORENO; SOARES, 1999).

As primeiras classes de antidepressivos que surgiram no mercado foram
descobertas através de observacdo clinica. S8o eles: os antidepressivos inibidores da
monaminooxidase (IMAOs) e os antidepressivos triciclicos (ADT). Ambos eram
eficazes, porém, causavam efeitos colaterais indesejaveis o que inspirou a descoberta de
novas classes deste medicamento a descoberta de novas (LULLMANN; MOHR, 2010).

Atualmente, os derivados triciclicos como a imipramina, desipramina,
amitriptilina, nortriptilina e doxepina constituem o grupo de medicamentos mais
utilizados no tratamento de depressdo. Porém, estes medicamentos tambem sdo usados
no tratamento de pacientes em abstinéncia de cocaina, enxaqueca, entre outras doengas.
Os principais medicamentos dessa classe sdo: a imipramina e amitriptilina (MOHR,;
LULLMANN, 2010).

Segundo Amaral e Collares (2006), comparado com os medicamentos inibidores
da monoamino-oxidade (IMAO), os medicamentos derivados triciclicos sdo mais
eficazes e menos toxicos, o que explica a primeira opcgéo de tratamento. Antigamente
essa classe estava relacionada com poucos casos de intoxicacdo, porém, devido ao baixo
custo em relacdo aos outros medicamentos e também devido a grande indicagdo por
meio dos médicos gerou um aumento nos casos de intoxicagcdo por antidepressivos
triciclicos.

Os medicamentos desta classe agem no sistema nervoso central e periférico
bloqueando os sitios dos receptores de dopamina e inibindo a recaptura de norepinefrina

e serotonina tendo como consequéncia 0 aumento da concentragdo dos
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neurotransmissores na fenda. Interferem na conducéo nervosa pelo bloqueio dos canais
de sodios quando em altas concentragdes. Sendo assim, a principal causa de 6bitos por
essa classe é devido a toxicidade cardiaca, diminuindo a conducdo elétrica cardiaca,
bloqueio dos receptores muscarinicos e alfa-adrenérgico que ira induzir a vasodilatagéo,
entre outros (MOHR; LULLMANN, 2010).

Desta forma, na &rea de toxicologia analitica, faz-se necesséria a utilizagdo de
ensaios de triagem para a determinagdo qualitativa de farmacos antidepressivos em
fluidos bioldgicos. Os ensaios empregados para esta classe de medicamentos séo: 0s
exames rapidos de identificagdo (teste em tubo de ensaio) e Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) (AMARAL; COLLARES, 2006).

Ambas as técnicas apresentam variacdes quanto a sensibilidade e especificidade
aos diferentes tipos de fa&rmacos da classe dos ADT, sendo necessario o conhecimento
das caracteristicas a serem visualizadas ap0s a realizacdo dos testes para favorecer a
elaboracdo de um laudo toxicoldgico que seja fidedigno ao caso de intoxicacdo
(AMARAL; COLLARES, 2006).

Desta forma, o desenvolvimento e avaliacdo dos métodos de anélise toxicoldgica
para ADT € importante e essencial para um resultado preciso e para elaborar um laudo
toxicoldgico confidvel para os casos de intoxicagdo, pois cada vez mais cresce 0 nimero

de dependentes desta classe de medicamentos assim como o niumero de intoxicagoes.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 ASPECTOS QUIMICO-FARMACOLOGICOS DOS ANTIDEPRESSIVOS

Os antidepressivos triciclicos (ADT) resultam da modificagdo do nucleo
fenotiazinico. A imiprmina é considerada o primeiro e o principal firmaco desta classe,
possuindo uma estrutura semelhante & da clorpromazina, sendo o enxofre dessa
substituido por uma ponte etilénica. Portanto, a diferenca estrutural encontra-se no ciclo
mediano e as cadeias laterais de ambas séo idénticas (SCIPPA; OLIVEIRA, 2010).

Devido ao fato de apresentarem semelhanca estrutural com a classe dos
antipsicoticos fenotiazinicos, considera-se que a atividade antidepressiva estd
relacionada com a estrutura do farmaco, dependendo essencialmente do nucleo
triciclico, da cadeia lateral e da natureza do grupo aminico basico. Entretanto,
quimicamente algumas diferencas entre estas duas classes devem ser consideradas, tais
como: 0s ADT apresentam um anel central do sistema triciclico com sete a oito 4tomos,
promovendo uma configuragdo com maior angulagdo do que os antipsicoticos, a
atividade antidepressiva nos ADT pode ocorrer mesmo com a presenca de apenas dois
atomos de carbono na cadeia lateral e o grupo aminico nos antidepressivos é
frequentemente secundario e ndo exclusivamente terciario como no caso dos
antipsicoticos (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988).

As aminas terciarias, como a amitriptilina, a clomipramina e a imipramina, em
geral sdo potentes inibidores da recaptacdo de serotonina (5HT), enquanto que as
aminas secundarias, tais como a desipramina, nortriptilina e protriptilina, sdo mais
potentes bloqueadores da recaptagdo da noradrenalina (NA). Entretanto, na prética
clinica tal distinco apresenta pequena relevancia, uma vez que as aminas terciarias sdo
desmetiladas em aminas secundérias, ocorrendo desta forma uma inibi¢éo da recaptagéo
de ambos os tipos de neurotransmissores (SCIPPA; OLIVEIRA, 2010).

Os ADT sdo compostos lipossoliveis e apresentam uma rapida e completa
absorcdo intestinal por via oral, alta ligacdo a proteina plasmética (75 a 97%),
principalmente a alfa-1-glicoproteina-&cida, entretanto a sua biodisponibilidade é
reduzida. Tal fato é relacionado ao efeito de primeira passagem (tanto no trato
gastrointestinal como no figado). Os processos de biotransformacdo podem gerar
metabdlitos com maior ou menor atividade do que o composto original, ou ainda podem
ser inativos. (HARDMAN; LIMBIRD, 2003).
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O tempo de meia-vida € de 20 a 30 horas, sendo que, o equilibrio plasmatico é
alcancado depois de cinco meias-vidas, 0 que ocorre aproximadamente apds uma
semana de administracdo ininterrupta do farmaco. Apds a biotransformagdo estes
farmacos sdo excretados principalmente pela via renal na forma de metabdlitos
hidrossolGveis conjugados com &cido glicurénico e em menor propor¢do na forma
inalterada. Nos casos de intoxicagéo, a proporgdo de excre¢do na forma inalterada se
encontra elevada devido a processo de saturacdo da etapa de biotransformacéo
(SCIPPA; OLIVEIRA, 2010).

2.2 ASPECTOS TOXICOLOGICOS DOS ANTIDEPRESSIVOS

As intoxicagBes por antidepressivos triciclicos (ADT) sdo freqlentes e
consideradas graves. Nos Estados Unidos (EUA) representa a principal causa de morte
por medicamentos, enquanto que, no Brasil est4 entre os trés principais medicamentos
que levam a intoxicacdo aguda, principalmente nos casos de tentativa de auto-
exterminio (FILHO; TAVARES; OLIVEIRA, 2001).

Segundo Ramchandani et al. (2000) e Matsika et al. (2004) a associagdo
frequente as tentativas de suicidio esté relacionado ao uso por pacientes que apresentam
um risco aumentado de ideag&o suicida. Cerca de 90 % das internagdes por intoxicagdes
devem-se as tentativas de suicidio, sendo que destas, cerca de 20% sdo por
antidepressivos. Das internagbes ocorridas por ingestdo por antidepressivos, ha maior
gasto hospitalar naquelas por ADT do que naquelas por inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS), chegando a ser 4 vezes maior, por causa da maior
toxicidade dos primeiros.

Além dos ADT outras classes de medicamentos que sdo normalmente utilizadas
em tentativas de auto-exterminio sdo benzodiazepinicos e antipsicéticos. Tais
medicamentos, como os ADTSs, apresentam um efeito depressor no sistema nervoso
central quando em doses toxicas (FERNANDES, 2006).

Os ADT podem ser perigosos quanto utilizados em quantidades excessivas,
sendo frequentemente mortais com doses elevadas e na auséncia de tratamento precoce.
Os principais efeitos adversos causados por este grupo de farmacos estd associado ao
aparecimento de sintomas no Sistema Nervoso Autdnomo (efeitos anticolinérgicos),
Sistema Nervoso Central, Sistema Cardiovascular e na pele (SCIPPA; OLIVEIRA,
2010).



16

Devido a esta ampla atividade em diversos sistemas organicos, as intoxicagoes
por antidepressivos triciclicos apresentam varios sinais e sintomas clinicos importantes,
sendo que o Sistema Nervoso Central e o Cardiovascular apresentam importancia nos
desfechos clinicos de maior gravidade (FILHO; TAVARES; OLIVEIRA, 2001).

Além do principal efeito farmacolégico em bloquear a captacdo de aminas
biogénicas (noradrenalina e serotonina) nas terminacdes nervosas através da competicéo
pelo sitio de ligagdo da proteina transportadora, 0s ADT também atuam em outros
receptores como 0s muscarinicos da acetilcolina e receptores de histamina (RANG;
DALE; RITTER, 2001). Desta forma, devido a esta agdo ndo seletiva promovem
diversos efeitos indesejados como xerostomia, constipacéo intestinal, retencdo urinaria,
depressdo respiratdria, taquicardia sinusal, midriase, visdo turva, agitacdo e convulsdes
decorrentes do bloqueio muscarinico, anticolinérgico. J4 0 bloqueio dos receptores alfa-
adrenérgicos induz a hipotensdo postural, enquanto que a sedagdo esta relacionada como
bloqueio de receptores histaminérgicos (NEWTON; SHIH; HOFFMAN, 1994)

Existe também um efeito relacionado & acéo sobre canais de sddio da fibra
miocérdica, responsavel por uma acdo anestésica local no musculo cardiaco e por
alteracOes eletrocardiograficas como prolongamento do QRS, e dos intervalos QT e PR,
quando em doses mais elevadas (HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

A ingestdo de doses maiores que 20 mg/kg sdo consideradas potencialmente
fatais, mas a evolucdo do quadro clinico do paciente intoxicado por ADT ndo depende
unicamente da dose ingerida, sendo também importante a considerar durante a
anamnese clinica a idade do paciente, 0 uso concomitante com outras medicamentos e,
principalmente, a existéncia prévia de doenca cardiaca (FILHO; TAVARES;
OLIVEIRA, 2001).

2.3 ANALISES TOXICOLOGICAS EM TRIAGEM DE FARMACOS

As intoxicacOes agudas sdo responsaveis por grande parte dos atendimentos de
urgéncia e emergéncia, assim como das internacdes em terapia intensiva devido ao uso e
abuso de medicamentos e drogas ilicitas (GANDOLFI; ANDRADE, 2006).

Em alguns casos quando h& forte suspeita de superdosagem de farmacos
considerados desconhecidos ou quando as informagOes relativas a intoxicagdo séo
insuficientes para permitir ao médico um diagnéstico preciso e seguro, 0 emprego das

analises toxicoldgicas apresenta um papel importante de forma a auxiliar na decisdo
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sobre um diagndstico clinico mais definitivo e consequentemente o tratamento
adequado a intoxicagdo (MOREAU, 2011).

A urina representa o fluido biol6gico extensamente utilizado em andlises
toxicoldgicas, pois uma das matrizes com menor nimero de interferentes end6genos,
uma vez que € constituida principalmente por agua e somente apresenta niveis
significativos de proteinas e lipidios em estados patolégicos (BLANKE; POKLIS,
1996).

Sendo assim, a urina é a amostra de escolha para 0os métodos de triagem de
farmacos em casos de intoxicagdo aguda, principalmente por ser de facil coleta, estar
disponivel em grande volume, e geralmente a concentragdo da maioria das substancias
pesquisadas é maior do que a encontrada no soro. Entretanto o resultado dos métodos de
triagem toxicoldgica, que apresentam como carater fundamental a anélise qualitativa,
devem ser compreendidos no contexto de que a identificagdo de um farmaco ou de seu
produto de biotransformagéo na urina indica somente a exposi¢do a substancia em
questdo, e ndo se correlaciona necessariamente com a condi¢do do paciente no momento
da coleta (MOREAU, 2011).

2.4 TESTES IMEDIATOS

Segundo Moreira; Caldas (2001) um grande nimero de substancias quando em
contato com certos agentes quimicos reagem dando cores distintas. Muitas vezes, as
reagOes coloridas com determinado reagente sdo usadas ndo apenas para classificar o
método como positivo ou negativo, mas para muitos compostos em determinada classe
quimica. Estes testes sdo chamados de “Testes Gerais de Andlise”, sendo utilizados com
guia preliminar pela natureza da substancia que se quer identificar. Outros tipos de
testes sdo denominados de “Testes Especiais de Analise”, os quais apresentam

diferenciam na formagé&o da coloragdo no teste para cada tipo de composto investigado.

2.5 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia envolve um grupo de métodos para separar misturas
moleculares que dependem de afinidades diferenciais dos solutos entre duas fases néo-
misciveis (BAILEY, 2004).
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A Cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica cromatogréafica
usada para separar compostos em uma determinada mistura. Pode ser realizada sobre
uma placa de vidro, pléstico ou folha de aluminio (cromatoplaca), revestida com uma
fina camada de material adsorvente, a qual ¢ denominada fase estacionaria. Diversos
compostos podem ser utilizados como fase estacionaria, sendo que, na CCD a silica gel
¢ o material de escolha. E na fase estacionario que a amostra é aplicada para
posteriormente sofrer a separagdo de seus constituintes (MOREAU, 2011,
GONZALEZ; DA SILVA, 2005).

A outra fase é a movel, representada por um solvente ou mistura de solventes. A
escolha desta fase estd diretamente relacionada com as caracteristicas da amostra a ser
utilizada. Normalmente esta escolha é realizada de acordo com as caracteristicas de
afinidade e polaridade dos solventes e dos constituintes da amostra (LINDEN et al.,
2007).

Apos a definigdo das fases estacionaria e movel, a placa é submetida ao processo
de eluicdo do solvente sobre a superficie da placa, em ambiente fechado (cuba
cromatografica), a qual permite o arraste e separacdo dos diferentes constituintes da
amostra (MOREAU, 2011).

De modo geral, a CCD pode ser utilizada para separar compostos de uma
mistura ou ainda para verificar o grau de pureza de uma amostra devido a presencga de
agentes contaminantes, o que representa um direcionamento analitico qualitativo ou
semi-preparativo para uma posterior anélise quantitativa (PASSAGLI, 2007).

Na é&rea da toxicologia analitica, a CCD representa uma importante ferramenta
para identificacdo de substancias devido a sua velocidade, confiabilidade e baixo custo,
sendo amplamente utilizada em testes de triagem em casos de intoxicagéo. De forma
complementar a separagdo dos compostos, através das diferencas de arraste das
substancias na fase estaciondria a aplicacdo de diferentes reagentes cromogénicos
proporciona a obtencdo de dados adicionais como um prévio direcionamento dos tipos
de grupos ou compostos quimicos presentes na amostra (LINDEN et al. , 2007).

O parémetro de identificagdo usual em CCD é o fator de retencéo (Rs), 0 qual €
freqlientemente expresso multiplicado por 10. Os valores de Rt sdo influenciados por
diversos fatores, tais como temperatura e umidade ambiental, tamanho da placa,
saturacgdo da cuba cromatografica e quantidade de amostra aplicada (MOREAU, 2011).

O Rs é obtido ao analisar uma amostra da substancia desconhecida, em qualquer

um dos sistemas de CCD propostos, juntamente com o conjunto adequado de
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marcadores ou padrdes. A partir dos valores obtidos de Ry para a substancia
desconhecida e para os marcadores ou padrOes realiza-se a comparagdo de
deslocamento das substancias para posterior confirmagdo da presenca ou auséncia da
substancia pesquisada no fluido biolégico (MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA,
1991).

Diferentemente dos outros métodos cromatograficos que utilizam detectores, na
CCD a identificacdo dos compostos é realizada por meio de reveladores ou reativos
quimicos. Estes produtos quimicos sdo utilizados para promover uma melhor
visualizacdo dos compostos separados na CCD por meio de reacdo quimicas que foram
cores ou ainda apresentam fluorescéncia, sendo que, neste caso faz-se necessério o uso
de camaras de revelagdo com luz com comprimentos de onda especificos (LINDEN et
al., 2007).

Os reveladores normalmente sdo aplicados através de spray de reagentes
adequados (MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

Desta forma, a CCD pode ser considerada um metodo de triagem toxicoldgica
utilizada de forma auxiliar no diagnostico clinico de intoxicac¢des por medicamentos por
apresentar algumas caracteristicas favoraveis, tais como, répida e facil execucéo,
abrangente e de baixo custo (AMERICO; MOSSIN; NISHIYAMA, 2008; AZEREDO
et al., 2004).

Nos atendimentos de urgéncia a pacientes acometidos pelo historico de
exposicdo tdxica por medicamentos, o tempo de tomada de decisdo é crucial para cura
ou melhoria do quadro clinico. Esses eventos geralmente envolvem o contato com
compostos de natureza desconhecida o que torna uma grande desafio identificar o
agente ou agentes responsdveis pela intoxicacdo. Nesse sentido a cromatografia,
destaca-se por ser um método fisico quimico de separacéo, portanto Util, para analisar,
identificar e/ou separar os componentes de um mistura em amostras bioldgicas (KARP,

2005).
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Auvaliar a presenca de compostos antidepressivos triciclicos em amostra de urina

por métodos de triagem toxicolégica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar os reagentes quimicos mais adequados para os testes de triagem
toxicoldgica em urina contendo compostos antidepressivos triciclicos

e Auvaliar a sensibilidade dos testes com reativos quimicos para as amostras de
urina contendo 0s compostos antidepressivos triciclicos

e Auvaliar a especificidade dos testes com reativos quimicos para as amostras de
urina contendo 0s compostos antidepressivos triciclicos

e Auvaliar a sensibilidade do método de cromatografia em camada delgada para as
amostras de urina contendo os compostos antidepressivos triciclicos

e Auvaliar a especificidade do método de cromatografia em camada delgada para as
amostras de urina contendo 0s compostos antidepressivos triciclicos
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para o desenvolvimento dos métodos analiticos testados
foram:

A) Vidrarias: baldes volumétricos, béqueres, bastdes de vidro, funil de separacéo,
funil analitico, pipetas volumétricas e graduadas, provetas graduadas, cuba
cromatografica.

B) Equipamentos: balangas analiticas (SARTORIUS; MARTE/BL210S; AL500),
agitador magnético com aquecimento (TECNAL/TE-0851), agitador de tubos
(IKA) e banho de ultrassom (UNIQUE/ULTRA CLEANER 1400).

C) Farmacos: Amitriptilina, clomipramina e imipramina.

D) Outros materiais: fitas de pH (MACHEREY-NAGEL), pipetador automatico
(KACIL), ponteiras, placa de silica gel 60 (MACHERY-NAGEL).

E) Reagentes:

Nitrato de bismuto (NEON)

Acido acético (DINAMICA)

lodeto de potéssio (NEON)

Verde de bromocresol

Acido silico-tungstico (VETEC)
Cloreto férrico (PRODUCTA)
Acido Perclérico

Acido Nitrico (NEON)

Acido Cloridrico (CAAL)
Hidroxido Sodio (CINETICA)
Dicromato de potassio

Acido Sulfarico (QHEMIS)
4-nitroanilina P.A (DINAMICA)
Nitrito de sodio

Cloroférmio (QHEMIS)

Sulfato de Sodio Anidro (DINAMICA)
Metanol (DINAMICA)

Hidroxido de Aménia (DINAMICA)
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Os reagentes utilizados foram (MOREIRA; CALDAS, 2001):

a) REATIVO DE DRAGENDORFF:

Para a preparacdo de 50 mL do Reativo de Dragendorff (DRG) foram
previamente preparadas as solucdes 1 e 2. Na solugdo 1 foram pesados 1,79 de Nitrato
de Bismuto bésico e diluidos em 100 mL de &cido acético a 20%. Na solugdo 2 foram
pesados 40g de lodeto de Potéssio e diluidos em 100 mL de agua destilada.

A solugdo final do Reativo de Dragendorff (DRG) foi preparada imediatamente

antes de ser usada, misturarando-se 40g da solugéo 1 com 10mL da solugéo 2.

b) REATIVO DE VERDE DE BROMOCRESOL (VBC)
Para a preparacdo do reativo de Verde de Bromocresol (VCB) foram pesados
0,19 de verde de bromocresol e dilui-se com agua destilada até 100 mL, obtendo-se uma

concentracdo final de 0,1%.

c) REATIVO DE BERTRAND
Para a preparacdo do reativo de Bertrand foram pesados 120g de &cido silico-
tlngstico (Si02.12W03.26H,0) e diluido em agua destilada até um litro, obtendo-se

uma concentracéo final de 12%.

d) REATIVO DE FPN
Para a preparacdo do reativo de FPN foram misturados 5 mL de cloreto férrico
5% em agua (p/p) com 45 mL de &cido perclérico 20% (p/p) em agua com 50 mL de

acido nitrico 50% (p/p) em &gua.

e) REATIVO DE FORREST
Para a preparacdo do reativo FORREST foram misturar 25 mL de uma solugéo
aquosa de dicromato de potéssio 0,2% com 25 mL de &cido sulfarico 30% com 25 mL

de &cido perclorico 20% (p/p) com 25 mL de &cido nitrico (p/p).
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4.2 METODOS

4.2.1 Teste com reativos quimicos

Para a avaliagdo dos parametros de sensibilidade e especificidade dos reativos
quimicos utilizados em analise de triagem toxicoldgica, foram preparadas concentragdes

conhecidas dos compostos antidepressivos triciclicos em amostras de urina (Figura 1).

Composto antidepressivo Concentragdes em ppm (mg/mL.)
triciclico c1 c2 c3
Amitriptilina
Clomipramina 10 1 0,1
Imipramina

Figura 1 - Concentrag@es utilizadas nos testes com os reativos quimicos na triagem toxicolégica.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

No preparo da Cl foram pesados individualmente 0,010 g dos compostos
antidepressivos triciclicos em tubos de ensaio e adicionados volumetricamente 10 mL
de urina, obtendo-se assim uma concentragéo final de 10 mg/mL.

A partir da concentragdo C1 obtida, foi realizada um diluigdo, transferindo-se
volumetricamente 1 ml para outro tubo de ensaio, completando-se o volume para 10 mL
com a urina, obtendo assim uma concentragdo final de 1 mg/mL (C2).

A partir da concentragdo C2 foi realizada um dilui¢do, transferindo-se
volumetricamente 1 ml para outro tubo de ensaio, completando-se o volume para 10 mL
com a urina, obtendo assim uma concentragdo final de 0,1 mg/mL.

Ap6s o preparo das concentragdes Cl1l, C2 e C3 foram transferidos
volumetricamente 1,0 ml destas concentragdes obtidas para outros tubos de ensaio para

a realizacdo dos ensaios de sensibilidade e especificidade dos reativos quimicos.

4.2.2 Teste de cromatografia
4.2.2.1 Preparo das solugdes padroes

Para a realizacdo dos testes em cromatografia em camada delgada foram
utilizados os padroes dos farmacos antidepressivos triciclicos: amitriptilina,

clomipramina e imipramina.
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Foram pesados exatamente 10 mg de cada farmaco e diluidos com metanol para
as concentracbes de 100, 20, 10, 1 e 0,1 ppm (mg/L). Posteriormente todas as
concentragdes foram levadas a evaporacao total do solvente em capela e ressuspendidas

com 1 mL de metanol para a aplicagdo nas placas.

4.2.2.2 Padronizacao da anélise cromatografica

As cromatoplacas de silica gel 60 foram aquecidas a 105°C durante 30 minutos
para ativacdo. Posteriormente 30 pl de cada padrdo dos farmacos foram aplicados
separadamente na placa cromatografica (Figura 1) e colocados para eluicdo em cuba
cromatografica (previamente saturada durante 15 minutos) contendo a mistura de
solventes metanol:hidroxido de amoénia a 25% (100:1,5), percorrendo uma distancia

maxima de 10 cm.

Figura 2 — Aplicagdo das amostras na placa cromatogréfica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos 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. Os reativos cromatogénicos foram aplicados na sequéncia abaixo para
todos os farmacos (MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991):

# Sequéncia 1:
Draggendorf iodado (D1) sssp Nitrito de sddio == Draggendorf iodado (DI)
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# Sequéncia 2:
Verde Bromocresol (BCV) mmmp p-nitroalinina diazotada (Dcpn)

Apos a revelacdo dos farmacos com os reativos cromatogénicos, foi realizado o
célculo do Rf . Este procedimento foi realizado para identificar previamente o tipo de
coloracdo a ser formada na reagdo entre cada fArmaco padréo utilizado e os reativos
cromatogénicos, assim como a determinagédo distancia percorrida na cromatoplaca como

base para o calculo do Rf.

4.2.2.3 Extracdo liquido-liquido para a analise sensibilidade e especificidade dos

fenotiazinicos

Para a realizacdo dos testes de sensibilidade e especificidade dos reativos
cromatogénicos inicialmente foram pesados 10 mg dos farmacos padrdes e diluidos para
as concentragdes de 10, 1 e 0,1 ppm (mg/L) com urina.

Para a realizacdo da pesquisa de compostos organicos em fluido bioldgico
(urina) foi utilizada uma metodologia adaptada de Moraes; Sznelwar; Fernicola (1991) e
Moreau (2011). Os procedimentos foram realizados para todas as concentragcdes dos
padrdes adicionados & amostra dos farmacos amitriptilina, clomipramina e imipramina.

A partir das concentragbes obtidas nas diluicbes de cada farmaco, foram
transferidos separadamente aliquotas 5 mL para funis de separagdo. Posteriormente foi
verificado o pH da urina, ajustando para a faixa de 4,0 a 5,0 com H,SO, 90%. Ap0s este
ajuste foi utilizado o volume de 10 mL de cloroférmio para a realizacdo do processo de
extracdo liquido-liquido, agitando-se o funil durante 30 segundos em movimento
rotatérios continuos.

Apos decorrido os 30 segundos o funil foi colocado em repouso para a separacéo
completa da fases, sendo realizado em seguida a filtragdo por meio de papel de filtro
contendo sulfato de sédio anidro. A fase cloroférmica foi recolhida em béquer para
posterior analise. O procedimento de adicdo de cloroférmio, agitacdo, separacéo e
filtracdo foi repetido mais 2x da mesma forma, para se otimizar o processo de extragao

dos farmacos, sendo o filtrado recolhido no mesmo béquer da primeira extracao.
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Apobs o recolhimento dos trés filtrados, o béquer foi levado a capela para
evaporacéo total do solvente.

Para dar prosseguimento as analises, a urina foi alcalinizada com NaOH 50%.
ajustando para a faixa de 9,0 a 10,0. Os procedimentos de adicdo de cloroférmio,
agitacdo, separacdo e filtracdo ja citados anteriormente foram realizados na mesma
proporcao, sendo recolhido o filtrado em um segundo béquer.

Apos o recolhimento dos trés filtrados, este segundo béquer tambem foi levado a
capela para evaporagéo total do solvente.

Apos total evaporagdo dos solventes, foi utilizado 1 mL de metanol para a
ressuspender as amostras. Para a aplicagdo das amostras na cromatoplacas de silica gel
60, foram utilizados 30 pl de cada amostra separadamente.

Apoés a aplicacdo as cromatoplacas foram colocadas para eluicdo em cuba
cromatografica contendo a mistura de solventes metanol:hidroxido de aménia 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 evaporagao dos solventes residuais
e posteriormente foram aplicados os reativos cromatogénicos.

Os reativos cromatogénicos foram aplicados conforme as sequéncias abaixo para
todos os farmacos (MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991):

# Sequéncia 1:
Draggendorf iodado (D1) sssp Nitrito de sodio == Draggendorf iodado (DlI)

# Sequéncia 2:
Verde Bromocresol (BCV) = p-nitroalinina diazotada (DCyn)

Apos a revelagdo dos farmacos com os reativos cromatogénicos, foi realizado o
célculo do Rf. Apos término deste procedimento foi realizado a comparagdo entre as
manchas obtidas nas aplicacGes das solugdes padrdo dos fa&rmacos com as manchas
obtidas apds o processo de extracdo liquido-liquido.

A sensibilidade dos reativos foi verificada quanto a capacidade de formagéo de
manchas coloridas nas cromatoplacas que representaram a presenca do farmaco
pesquisado. Ja a avaliacdo da especificidade foi verificada quanto a formagdo de
coloracdo diferenciada para cada tipo de farmaco em relacdo aos reativos

cromatogénicos utilizados e o valores de Rf obtidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na analise de sensibilidade dos reativos para o farmaco amitriptilina, foi
possivel verificar que nenhum dos reativos quimicos testados apresentou diferenca

quando comparados ao branco de reativos (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados obtidos no teste de sensibilidade e especificidade dos reativos para o farmaco
amitriptilina.

Verde de

Concentragoes Dragrendorff Bertrand FPN bromocresol FORREST
10 ppm Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
1 ppm Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
0,1 ppm Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Fonte: elaborado pelo autor.

Conforme Figura 3 foi verificado que as coloragdes formadas nas trés
concentragdes analisadas para o farmaco amitriptilina ndo apresentaram diferencas de
tonalidades ou turvagdo quando comparadas ao branco de reativos.

~

| 13 £ L E Y
Y, " o ' ]
widm | oM b a 48 ¥ ¢
o ”blua k3 H U I bz' i ® Acn\l "3'
ol ) |
| ‘ & |

SOg) | A0S [SARYY

Figura 3 — Resultados colorimétricos obtidos no teste de sensibilidade e especificidade dos reativos
para o farmaco amitriptilina.
Legenda: A:Dragendorff/ B: Bertrand/ C: FPN/ D: Verde de Bromocresol/ E: Forrest

Fonte: elaborado pelo autor.

Na andlise de sensibilidade dos reativos para o farmaco clomipramina, foi
possivel verificar que somente o reativo de DRAGENDORFF apresentou reagdo
positiva para a identificacdo do farmaco na urina em nas concentracdes de 10 e 1,0 ppm
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados obtidos no teste de sensibilidade e especificidade dos reativos para o farmaco

clomipramina.

. Verde de
Concentracdes Dragrendorff ~ Bertrand FPN bromocresol Forrest
10 Positivo Negati Negati Negati
ppm Alaranjado egativo egativo egativo Negativo
Positivo . . . .
1,0 ppm Alaranjado Negativo  Negativo Negativo Negativo
0,1 ppm Negativo Negativo  Negativo Negativo .
PP g g g g Negativo

Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme Figura 4 foi verificado que as coloragbes formadas nas trés

concentragdes analisadas para o farmaco clomipramina ndo apresentaram diferencas de

tonalidades ou turvagdo quando comparadas ao branco em todos os reativos, exceto para
0 DRAGGENDOREF.

Figura 4 — Resultados co
para o farmaco clomipramina.

lorimétricos obtidos no teste de sensibilidade e especificidade dos reativos

Legenda: A:Dragendorff/ B: Bertrand/ C: FPN/ D: Verde de Bromocresol/ E: Forrest/ C1: 10 ppm/ C2:

1,0 ppm/ C3: 0,1 ppm
Fonte: elaborado pelo autor.

Na anélise de sensibilidade dos reativos para o farmaco imipramina, foi possivel

verificar que somente o reativo de DRAGENDORFF apresentou reacdo positiva para a

identificacdo do farmaco na urina em nas concentrac6es de 10 1,0 e 0,1 ppm (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados obtidos no teste de sensibilidade e especificidade dos reativos para o farmaco

imipramina.
Concentracdes Dragrendorff ~ Bertrand FPN br\é‘rar:gg rg: ol Forrest
10 ppm AT:rse:rgij\égi o Negativo ~ Negativo Negativo Negativo
1 ppm AT::;%:ZO Negativo ~ Negativo Negativo Negativo
0,1 ppm Positivo Negativo ~ Negativo Negativo Negativo

Alaranjado
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Conforme Figura 5, foi verificado que as coloragbes formadas nas trés
concentragdes analisadas para o farmaco imipramina ndo apresentaram diferencas de
tonalidades ou turvagdo quando comparadas ao branco em todos os reativos, exceto para
0 DRAGGENDOREF.
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Figura 5 — Resultados colorimétricos obtidos no teste de sensibilidade e especificidade dos reativos
para o farmaco imipramina.

Legenda: A:Dragendorff/ B: Bertrand/ C: FPN/ D: Verde de Bromocresol/ E: Forrest/ C1: 10 ppm/ C2: 1
ppm/ C3: 0,1 ppm

Fonte: elaborado pelo autor.

Na avaliacdo do pardmetro de especificidade verificamos que somente o reativo
de DRAGENDORFF apresentou especificidade para os farmacos testados,
especialmente a clomipramina e imipramina.

Segundo Moreira; Caldas (2001) todos os reativos testados séo utilizados para a
identificacdo de compostos com cardter basico, sendo considerados reativos de testes
gerais de triagem toxicologica. Entretanto, nas concentracBes testadas, somente o
reativo de DRAGENDORFF apresentou positividade no teste.

Nas analises cromatogréficas comparativas para o farmaco amitriptilina apés a
utilizagdo das sequéncias 1 e 2 de aplicacdo de reativos foi possivel verificar a formacédo
de manchas nas concentragdes nas concentragdes de 100, 20 e 10 ppm na placa padrdo
(Figura 6) e nas concentragOes de 20 e 10 ppm na placa de amostra (Figuras 7 e 8). Os
valores de Rf obtidos tanto na placa padrdo como na amostra foi de 0,42. Moraes;
Sznelwar; Fernicola (1991) encontraram valor médio de 0,60 para a amitriptilina

utilizando o mesmo tipo de sistema solvente na aplicagdo de 13 amostras.



Figura 6 — Analise cromatografica do padrao de amitriptilina.
Fonte: elaborado pelo autor.

\

Figura 7 — Anélise cromatografica da amostra de amitriptilina nas concentragdes de 10 e 20 ppm.
Legenda: A — amostra &cida / B — amostra basica / 10 — 10 ppm / 20 — 20 ppm.

Fonte: elaborado pelo autor.



31

p— e

Figura 8 — Anélise cromatografica da amostra de amitriptilina nas concentragdes de 1,0 e 0,1 ppm.
Legenda: A — amostra acida / B — amostra basica/ 1,0 — 1,0 ppm /0,1 - 0,1 ppm.
Fonte: elaborado pelo autor.

Nas analises cromatograficas comparativas para o farmaco clomipramina apds a
utilizacdo das sequéncias 1 e 2 de aplicacdo dos reativos foi possivel verificar a
formacgdo de manchas nas concentragdes de 100 e 20 ppm na placa padrdo (Figura 9),
enquanto que, na placa de amostra ndo foi possivel visualizar mancha nas concentracdes

10, 1,0 e 0,1 ppm (Figura 10). Os valores de Rf obtidos tanto na placa padrdo como na

amostra foi de 0,4.
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Figura 9 — Anélise cromatogréafica do padrédo de clomipramina nas concentragées de 100, 20, 10, 1,0
e 0,1 ppm.

Legenda: A — amostra acida / B — amostra basica / 100 — 100 ppm /20 — 20 ppm/ 10 — 10 ppm /1,0 — 1,0
ppm/0,1-0,1 ppm.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Analise cromatografica de clomipramina nas concentracoes de 100, 20, 10,
1,0e0,1 ppm.

Legenda: A — amostra &cida / B — amostra basica/ 10— 10 ppm/ 1,0 -1,0 ppm/ 0,1 - 0,1 ppm.
Fonte: elaborado pelo autor.

Nas analises cromatograficas comparativas para o farmaco imipramina apos a
utilizacdo das sequéncias 1 e 2 de aplicacdo dos reativos foi possivel verificar a

formac&o de manchas nas concentragdes de 100, 20 e 10 ppm (Figura 12).

100 20 10 1 01
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Figura 11 — Analise cromatografica da amostra de imipramina nas concentragdes de 100, 20, 10,
1,0e0,1 ppm.

Legenda: A — amostra acida / B — amostra basica / 100 — 100 ppm /20 — 20 ppm/ 10— 10 ppm /1,0 - 1,0
ppm/0,1-0,1 ppm.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nas concentracdes de 10, 1,0 e 0,1 ppm na placa de amostra também foi possivel
verificar a formacéo de coloragdo (Figuras 12 e 13). Os valores de Rf obtidos tanto na
placa padrdo como na amostra foi de 0,4. Moraes; Sznelwar; Fernicola (1991)
encontraram valor médio de 0,50 para a imipramina utilizando o mesmo tipo de sistema

solvente na aplicagdo de 20 amostras.

Figura 12 — Anélise cromatogréafica da amostra de imipramina nas concentracdes de 1,0 e 0,1 ppm.
Legenda: A — amostra &cida / B — amostra bésica/ 1,0 — 1,0 ppm /0,1 - 0,1 ppm.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Anélise cromatogréafica da amostra de imipramina na concentragdo de 10 ppm.
Legenda: A — amostra &cida / B — amostra basica / 10 — 10 ppm .

Fonte: elaborado pelo autor.

Os reveladores cromatogénicos em ambas as sequéncias testadas apresentaram
um perfil adequado para a identificagdo dos farmacos antipsicéticos, sendo que, a maior
sensibilidade foi para o fa&rmaco imipramina. Em relacdo a seletividade, foi possivel
diferenciar os compostos devido as diferengas significativas de Rf encontradas.

Segundo Moreau (2008) diversos fatores podem influenciar na reprodutibilidade
dos valores de Rf, incluindo a placa de CCD (ativacdo, espessura da silica, forma de
preparacdo), a quantidade de analito aplicada na placa, o grau de saturacdo da cuba e a
temperatura ambiente.

O revelador cromatogénico DRAGENDROFF € considerado um revelador geral,
para substancias de carater acido, basico e neutro, com bastante sensibilidade, indicado
na revelacdo de alcaldides e compostos que contém nitrogénio. Ja o revelador verde de
bromocresol € um corante indicador de pH, sendo que, o intervalo de viragem situa-se
entre 3,8 e 5,4 apresentando coloragdo azul para compostos alcalinos. Este revelador

normalmente ¢ empregado na identificacdo e diferenciacdo de aminas primarias e
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secundarias que ndo se coram facilmente com o0 DRAGENDORFF (MOREAU, 2011;
MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).
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6 CONCLUSAO

A analise de triagem toxicoldgica de urgéncia representa uma das areas da
toxicologia que se dedicam ao diagnostico laboratorial por meio de identificacdo de
substancias quimicas com o objetivo principal o atendimento especializado ao paciente
intoxicado, sendo imprescindivel para o diagnostico clinico imediato, o progndstico e a
correta terapéutica ao paciente intoxicado.

Este tipo de andlise constitui um processo cuja finalidade é confirmar ou negar a
presenca de uma substancia toxica que esteja atuando sobre o organismo, provocando
uma intoxicacdo evidenciada por um quadro sintomtico. Tais analises devem
apresentar sensibilidade e especificidade adequada para garantir um resultado confiavel
ao diagnostico toxicoldgico.

Desta forma, consideramos que a utilizagdo conjunta de analises de triagem
toxicoldgica favorecem o conhecimento do possivel composto desconhecido a partir da
combinacéo de diferentes tipos de reativos quimicos e reveladores cromatogénicos, pois

hé& variacOes quanto a seletividade e sensibilidade de cada composto quimico.
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