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Resumo

A esquizofrenia é uma doenga que atinge o sistema nervoso central (SNC) e é
definida como um transtorno psicético maior, caracterizado por sintomas psicoticos
positivos e negativos. O tratamento farmacolégico é realizado com a administragéao
de antipsicéticos, dentre eles a clozapina (CLZ), um antipsicético atipico que néo
causa efeitos adversos extrapiramidais. Porém, o seu uso tem sido relacionado com
casos de agranulocitose e, por isso, passou a ter um olhar mais rigoroso, tanto na
prescricdo quanto no acompanhamento de pacientes. A clozapina € um farmaco
absorvido no trato gastrointestinal e majoritariamente metabolizado pelo figado,
pelas isoenzimas do citocromo P450 (CYP). Destas, a CYP1A2 é a principal enzima
no metabolismo da clozapina, levando, juntamente a outras enzimas, a formacéao do
metabdlito N-desmetilclozapina, sendo este farmacologicamente ativo. O uso de
antipsicéticos requer muitas vezes a Monitorizagao Terapéutica de Farmacos (TDM)
para controle e determinacdo dos farmacos e metabdlitos ativos em amostras
biolégicas, como plasma, soro ou urina. A TDM objetiva a manutencdo das
concentracdes plasmaticas do farmaco em faixas terapéuticas, auxiliando na eficacia
do tratamento e no manejo de reagdes adversas a medicamentos (RAMs). O
objetivo do presente projeto é realizar a adequacéo e padronizagdo de metodologias
ja descritas para monitorizagdo terapéutica da clozapina e N-desmetilclozapina
(metabdlito ativo) em plasma de pacientes, de modo a eliminar solventes prejudiciais
ao meio ambiente do método bioanalitico. Foram utilizados cromatografos
Shimadzu® HPLC-UV-VIS e Waters® HPLC ACQUITY QDa, equipados com coluna
C18 (5 ym, 4,6 mm x 250 mm) e injetor automatico. O comprimento de onda
analisado foi de 254 nm (HPLC UV-VIS), e foi busca pelas m/z 313 (N-
Desmetilclozapina), 321 (N-Desmetilclozapina D8) e 327 (clozapina) no HPLC-MS. A
fase movel foi avaliada com diferentes propor¢cbes e combinagdes dos solventes
acetato de aménio 10 mM (ajustado para diferentes pH com acido acético glacial),
acetonitrila (ACN), metanol e etanol, em método isocratico, com vazdo de 1000
ML/min, e volume de injecdo de 20 ou 50 pL. A extracdo das amostras foi realizada
por desproteinizagéo por adicdo de acetonitrila e metanol gelados, e a concentragao
das amostras por evaporagao dos solventes e ressuspensdo em menor volume O
meétodo cromatografico que apresentou, numa perspectiva geral, melhor resultado foi
o modo isocratico, em HPLC-MS, com fase moével 73:27 de tampao acetato (acetato
de amobnio 10 mM, pH 2,8) e etanol, respectivamente, com volume de injecéo de 50
ML, tempo de analise de 20 minutos.

Palavras-chave: Clozapina. N-Desmetilclozapina. Monitorizagao Terapéutica.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia



Abstract

Schizophrenia is a disease that affects the central nervous system (CNS) and is
defined as a major psychotic disorder, characterized by positive and negative
psychotic symptoms. Pharmacological treatment is performed with the administration
of antipsychotics, including clozapine (CLZ), an atypical antipsychotic that does not
cause extrapyramidal adverse effects. However, the use of clozapine has been
associated with cases of agranulocytosis and, therefore, its use has become more
rigorous in the prescription and in the follow-up of these patients. Clozapine is a drug
absorbed from the gastrointestinal tract and mostly metabolized by the liver, by
cytochrome P450 (CYP) isoenzymes. Of these, CYP1A2 is the main enzyme in the
metabolism of clozapine, leading, together with other enzymes, to the formation of
the metabolite N-desmethylclozapine, which is pharmacologically active. The use of
antipsychotics often requires Therapeutic Drug Monitoring (TDM) to control and
determine active drugs and metabolites in biological samples, such as plasma, serum
or urine. TDM aims to maintain drug plasma concentrations within therapeutic
ranges, helping to effectively treat the disorder and manage adverse drug reactions
(ADRs). The objective of this study is to adapt and standardize methodologies
already described for therapeutic monitoring of clozapine and N-desmethylclozapine
(active metabolite) in patient plasma, in order to eliminate solvents harmful to the
environment from the bioanalytical method. In this work, were used: Shimadzu®
HPLC-UV-VIS and Waters® HPLC ACQUITY QDa chromatographs, equipped with a
C18 column (5 ym, 4.6 mm x 250 mm) and an automatic injector. The analyzed
wavelength was 254 nm (HPLC UV-VIS), and m/z 313 (N-Desmethylclozapine), 321
(N-Desmethylclozapine D8) and 327 (clozapine) were searched on the HPLC-MS.
The mobile phase was evaluated with different proportions and combinations of 10
mM ammonium acetate solvents (adjusted to different pH with glacial acetic acid),
acetonitrile (ACN), methanol and ethanol, in an isocratic method, with a flow
coefficient of 1000 pL/min, and injection volume of 20 or 50 pL.Samples were
extracted by deproteinization by adding cold acetonitrile and methanol, and samples
were concentrated by solvent evaporation and resuspension in a smaller volume.
The chromatographic method that presented, in a general perspective, the best result
was the isocratic mode, in HPLC-MS, with mobile phase 73:27 of acetate buffer (10
mM ammonium acetate, pH 2.8) and ethanol, respectively, with volume of 50 pL
injection, analysis time of 20 minutes.

Keywords: Clozapine. N-Desmetilclozapine. Therapeutic Monitoring. High
Performance Liquid Chromatography
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1. INTRODUGCAO

A esquizofrenia € uma doenga que atinge o sistema nervoso central e é
definida como um transtorno psicético maior, caracterizado por sintomas psicoticos
positivos e negativos. Os positivos caracterizam-se como delirios, alucinagoes e a
propria psicose, que causam a desconexao do paciente com a realidade. Entre os
negativos pode-se citar a desorganizagcdo de ideias e comportamentos, déficits
cognitivos e motores e problemas interpessoais, 0 que levam ao isolamento social,
tanto em aspectos emocionais quanto ocupacionais. (PANTELIS et al., 2014).

Segundo a "Hipotese dopaminérgica”, utilizada para explicar a manifestagao
dos sintomas nos pacientes, a producdo ou sensibilidade aumentada para o
neurotransmissor dopamina no sistema mesolimbico seria responsavel pelos
sintomas positivos da esquizofrenia. Enquanto a baixa concentracdo desta em
regides frontais do encéfalo explicaria os sintomas negativos. Essa hipotese foi
sustentada pela eficacia do tratamento com antagonistas de receptores
dopaminérgicos D2, mas hoje se sabe que outros neurotransmissores também estéo
envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia (SEDVALL e FARDE, 1995).

Transtornos psiquiatricos no geral sao responsaveis por um grande impacto
econdmico, médico e social. O aparecimento dos sintomas costuma ter inicio na
juventude, com causas nao muito bem definidas, mas com grande influéncia
genética e ambiental. A fisiopatologia destes transtornos sédo complexas e incluem
caracteristicas individualizadas, tanto em quesitos bioldgicos, genéticos e
psicologicos, e envolve também fatores ambientais e psicossociais como:
relacionamento interpessoal, exposi¢cao a eventos estressores, rede de apoio € nivel
socioeconémico (DICK et al., 2015; UHER et al., 2014; POLANCZYK et al., 2009).

Para pacientes portadores de esquizofrenia a expectativa de vida é reduzida
em aproximadamente 20 anos, quando comparados aos neurotipicos. O tratamento
de pacientes com esquizofrenia € baseado na psicoterapia e reabilitacdo social,
além do tratamento farmacolégico com o uso de antipsicoticos, estes divididos em
primeira (tipicos) e segunda geracgao (atipicos). A clozapina (CLZ), um antipsicotico
atipico, demonstrou grandes vantagens terapéuticas em pacientes refratarios (que
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nao respondem a farmacoterapia padréo) e graves, com eficacia em sintomas
positivos e negativos (LAURSEN et al., 2014).

O antipsicético atipico, clozapina, possui mecanismo de agdo complexo e
ainda hoje muito estudado. Foi observado alta afinidade por receptores
serotoninérgicos 5-HTs e 5-HT;, mas ainda ndo foi comprovado que esta
propriedade seja responsavel pela sua maior efetividade em pacientes refratarios.
Além disso, a clozapina apresenta menor afinidade para os receptores
dopaminérgicos D2, quando comparados aos antipsicoticos de primeira geracao, e
maior afinidade pelos receptores D4 (localizados preferencialmente nas regides
cerebrais corticais e limbicas). A relacédo de afinidade deste farmaco com receptores
5-HT,a e receptores D, tem sido uma forte hipétese de sua efetividade e da redugéao
dos efeitos extrapiramidais, por isso, norteou o desenvolvimento dos demais
farmacos desta classe (MEYER et al., 2018).

O metabdlito ativo da clozapina, possui um efeito sinérgico na terapia
farmacologica, sendo um potente agonista muscarinico Ms. Embora a N-
Desmetilclozapina nao tenha apresentado bons resultados nos ensaios clinicos que
propuseram seu uso como monoterapia para tratamento de pacientes portadores de
esquizofrenia, ela orientou uma maior busca por agonistas colinérgicos no
tratamento primario ou adjuvantes de melhora cognitiva para esses pacientes
(MEYER et al., 2018).

Porém, o uso da clozapina tem sido relacionado com casos de agranulocitose
e, por isso, seu uso passou a ter um olhar mais rigoroso, tanto na prescrigdo quanto
no acompanhamento hematolégico destes pacientes. Além disso, este medicamento
pode causar outros efeitos adversos, como: alto risco metabdlico, redugao do limiar
convulsivo (dose dependente), hipotensdo ortostatica, sedagdo, ganho de peso,
efeitos anticolinérgicos (especialmente constipagao intestinal), hipersialose, entre
outros. Portanto, o uso da clozapina foi limitado aos pacientes com esquizofrenia
refrataria e grave, e demanda acompanhamento constante da farmacoterapia
(MEYER et al., 2018).

A clozapina é um farmaco administrado pela via oral possuindo
biodisponibilidade entre 27-50% apds metabolismo de primeira passagem (BERSANI
et al, 2011). E também maijoritariamente metabolizada pelo figado, mais
especificamente pelas isoenzimas do citocromo P450 (CYP). Destas, a CYP1A2 é a

principal enzima responsavel pelo metabolismo da clozapina. Outras enzimas que
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atuam na biotransformacdo deste farmaco sdo as CYP2D6 e CYP3A4 que,
juntamente com a CYP1A2, levam a formagdo do metabdlito N-desmetilclozapina,
sendo este farmacologicamente ativo (SIROT et al., 2009; RAGGI et al., 2004).

N  N—CH, N NH
__/ N f
N— CYP1AZ2 . N=
Cl\g\ CYP2D6 e CYP3A4 C!\Q\
| |
- -

Figura 1. Metabolizagdo da clozapina pelas enzimas do Citocromo P450 com

consequente formagao do metabdlito ativo N-desmetilclozapina.

O uso de antipsicéticos requer muitas vezes a Monitorizagdo Terapéutica de
Farmacos (TDM) para controle e determinagdo dos farmacos e seus metabdlitos
ativos em amostras biolégicas, como plasma, soro ou urina. A TDM objetiva a
manutengdo das concentragdes plasmaticas do farmaco em faixas terapéuticas,
auxiliando na eficacia do tratamento e no manejo de reacbes adversas a
medicamentos (RAMs), que podem levar a hospitalizagdo prolongada e até mesmo
Obito de pacientes (LIMA et al., 2019).

Em pacientes adultos, as concentragdes plasmaticas de clozapina devem se
encontrar em torno de 350 a 600 ng/mL. O metabdlito ativo, N-desmetilclozapina, é
monitorado juntamente ao farmaco ja que suas concentragdes plasmaticas sao
significativas, apresentando valores semelhantes aos de clozapina, mas podendo
variar de acordo com a idade do paciente, uso de outros medicamentos ou até
habitos de vida, como o tabagismo. No publico infantil, a monitorizacdo ocorre de
maneira diferente, uma vez que criancas sao mais sensiveis a este farmaco
(possivelmente por uma maior produgao de seu metabdlito ativo), devendo entéo
possuir faixa de concentracdo plasmatica terapéutica entre 200 a 400 ng/mL
(WOHLFARTH et. al., 2011).

Para a realizagdo da TDM utiliza-se, geralmente, sistemas de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), que consiste num método fisico-quimico de

separacgao pela interacédo diferencial entre os analitos da amostra e as fases mével
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(sistema solvente) e estacionaria (fixa na coluna cromatografica). O sistema é
acoplado a algum tipo de detector, como UV/VIS ou espectrometro de massas, o
que permite, além da separagcdo, a identificagcdo e quantificagdo do analito.
(MALDANER et al., 2010).

Porém, as amostras bioldgicas apresentam diversas macromoléculas
incompativeis com o sistema de HPLC, sendo necessario um pré-tratamento da
amostra para eliminacao destes constituintes. O pré-tratamento pode ser realizado
por diversas técnicas, entre elas a extracao liquido-liquido, extracao em fase sélida e
a precipitacdo de proteinas. Esta ultima é embasada na susceptibilidade das
proteinas a desnaturagcdo, como por exemplo na exposi¢do a solventes orgénicos,
permitindo a liberagdo do farmaco e separagdo por técnicas simples de
centrifugacéo e filtragdo. (QUEIROZ et al., 2001).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia enfrenta hoje o desafio de
enquadrar-se na agenda de a¢des mundiais previstas e propostas pela Cupula das
Nacoes Unidas sobre os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que
preconizam o abandono do uso de solventes prejudiciais aos ecossistemas
terrestres e marinhos, e a implementacao de solventes mais aceitos pela "Quimica
Verde”, em consonancia com as proposicbes dos ODS. Contudo, apesar deste
grande movimento na ciéncia, ainda € escasso o numero de métodos de
quantificacdo de clozapina em plasma humano que cumpram com esses requisitos.

Os diferentes solventes, utilizados como fase movel nas técnicas
cromatograficas, podem oferecer diferentes riscos, como a seguranga de trabalho,
efeitos na saude do operador e danos ao meio ambiente. O artigo publicado por Prat
et. al., (2016) traz uma comparagéo de diversos solventes em diferentes aspectos.
Dentre estes podemos destacar o uso da agua, como comparativo de auséncia de

riscos, o etanol, metanol e acetonitrila, como vemos na tabela 1.

Tabela 1. Comparagcdo de score de riscos de diferentes solventes utilizados em

Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (PRAT et al., 2016 - adaptado).



15

Score
Solvente Seguranga Saude Meio Ambiente
Agua
EtOH
MeOH
ACN

>

Problematico

Nesta avaliagdo, podemos observar um risco no ambiente de trabalho
(segurancga) categorizado como problematico para etanol, metanol e acetonitrila, o
que se justifica pela inflamabilidade desses solventes. Nos parametros de saude e
meio ambiente, o etanol mostra-se recomendado, enquanto o metanol é classificado
como sendo perigoso a saude e problematico para o meio ambiente (PRAT et al.,
2016).

Quando avalia-se a acetonitrila o artigo tras uma problematica para seu
método de classificagdo de score, uma vez que este subestimaria os riscos deste
solvente. Ao observarmos a DL50 (em ratos), a acetonitrila apresenta valores de 200
mg/kg, enquanto o metanol possui valores de 5628 mg/kg, segundo a CETESB. Ja
os Valores Limite de Exposicao Profissional (VLEP), em ppm, da acetonitrila é de 40
e metanol de 200. Unindo esses dados podemos perceber que os riscos inicialmente
propostos na tabela 1 para a acetonitrila foram realmente subestimados, sendo este
solvente nocivo a saude e meio ambiente (PRAT et al., 2016).

Para que seja proposto um novo método analitico faz-se necessaria uma
avaliacao a fim de observar se este alcancga resultados confiaveis e reprodutiveis,
devendo entdo passar por um processo de validagdo metodologica. A RDC 27/2012
dispbe sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos,
propondo um estudo principalmente dos seguintes parametros: seletividade,
linearidade e faixa de aplicagao, precisdao, exatidao, limites de quantificacdo e
robustez, além da necessidade da comprovacao de estabilidade dos padrdes e

amostras em diferentes situagdes (BRASIL, 2012).
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2. OBJETIVO

Desenvolver método cromatografico, com base nos principios da quimica
verde, para monitorizacdo terapéutica da clozapina e N-desmetilclozapina

(metabdlito ativo) em plasma de pacientes psiquiatricos.

2.1 Objetivos especificos
e Desenvolver método cromatografico para quantificacdo de clozapina e seu

metabdlito ativo com o uso de solventes menos prejudiciais ao meio
ambiente;
e Padronizar o método de extragdo e concentragdo do analito proveniente de

plasma humano.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos Eticos
Este trabalho ocorreu em colaboragdo com o projeto “Avaliagado de variaveis

neurobioldgicas, psicopatolégicas e neuropsicoldgicas em pacientes com transtornos
mentais graves em tratamento no HC-Unicamp” aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas — Unicamp, sob o numero:
83192918.9.0000.5404. Trata-se de um estudo prospectivo e observacional,
realizado em parceria com o Ambulatorio de Psiquiatria do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas, um hospital terciario, de ensino e de grande

porte, localizado na cidade de Campinas, no interior do Estado de Sao Paulo.

3.2 Materiais - Farmacos e Solventes
A. Clozapina: Fornecido pelo Laboratério de Farmacia Clinica da Universidade

Estadual de Campinas
N-Desmetilclozapina: Sigma®, Lote 035M4075V, codigo 5676/10mg
N-Desmetilclozapina D8: Cerilliant®, Lote FN03272003, cédigo D-169-1ML
Agua ultrapura: Merck Millipore®, obtida em modelo Direct® — Q 3 UV.
Acetato de Amonio: Sigma®, Lote BCBJ7586V, cddigo 17836-50G
Solventes grau cromatografico:

a. Metanol J.T. Baker®, Lote V14C17, cédigo 9093-03

b. Acido acético J.T. Baker®, Lote A25A21, cddigo 9515-03

mmoow
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c. Etanol Honeywell Riedel-de Haén ™, Lote 12010, codigo 34964-2.5L
d. Acetonitrila: Supelco®, Lote JA097330, codigo 1.00030.4000

3.3. Método bioanalitico
Foram utilizados cromatégrafos Shimadzu® HPLC-UV-VIS e Waters® HPLC

ACQUITY QDa, equipados com coluna C18 (5 ym, 4,6 mm x 250 mm) e injetor
automatico. O comprimento de onda analisado foi de 254 nm (HPLC UV-VIS), e foi
busca pelas m/z 313 (N-Desmetilclozapina), 321 (N-Desmetilclozapina D8) e 327
(clozapina) no HPLC-MS. O software Waters Empower 3 foi utilizado para coletar e
analisar os dados desse instrumento. A fase movel foi avaliada com diferentes
proporgdes e combinagdes dos solventes acetato de aménio 10 mM (ajustado para
diferentes pH com acido acético glacial), acetonitrila (ACN), metanol e etanol, em

método isocratico, com vaz&o de 1000 uL/min, e volume de inje¢do de 20 ou 50 pL.

3.4 Parte experimental
As amostras utilizadas para padronizagao do método foram produzidas por

meio da adigdo, em concentragdes desejadas segundo cada etapa deste trabalho,
dos padrbes de clozapina (farmaco), N-desmetilclozapina (metabdlito ativo) e N-
desmetilclozapina D8 (padrdo interno) em plasma humano branco, ou seja, de

pacientes que nao eram tratados com o farmaco analisado.

3.4.1 Processamento das amostras
Para o pré-tratamento, foram testados diferentes métodos, sendo eles:

e ACN-MeOH - uma primeira extragdo com acetonitrila gelada, seguida
de outra (no sobrenadante) com metanol gelado (ambos em proporgéo
1:1 da amostra de plasma);

e 2x ACN 1:1 - extragdo 1:1 de acetonitrila gelada, mas realizada duas
vezes na mesma amostra;

e ACN 2:1 — MeOH - uma primeira extragdo com acetonitrila gelada 2:1
em relagdo a amostra, seguida de outra (no sobrenadante) com
metanol gelado 1:1 em relagcdo a amostra;

e ACN 2:1 - unica extragdo 2:1 de acetonitrila gelada, em relagdo a
amostra;

e ACN 3:1 - unica extragdo 3:1 de acetonitrila gelada, em relagdo a
amostra.

Para isso, transferiu-se 400 uL da amostra para um tubo Eppendorf ao qual
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adicionou-se 400 uL do primeiro solvente gelado (em propor¢des de acordo com
cada proposta acima). O tubo foi entdo agitado em vortex por 5 minutos e levado a
centrifuga de mesa a 6200 rpm por 10 minutos. Quando realizada uma segunda
extragdo, o sobrenadante era transferido para outro tubo contendo 400 pL do
segundo solvente e o processo de agitacdo e centrifugagdo repetido. Apos esta
etapa de desproteinizacdo da amostra, o sobrenadante é transferido e filtrado em
fitros de seringa com membrana de poros 0,22 um, seguindo para etapa de
concentracdo da amostra por evaporacgéao total do solvente e ressuspensdo em 100

uL de sistema solvente equivalente a fase movel.

3.4.2 Curva analitica
Para uma futura validacdo metodologica, deve-se desenvolver uma curva

analitica (em triplicata) que inclua, pelo menos, o branco e mais seis pontos de
concentragdes distintas adicionadas de padrao interno. As concentragdes propostas
para a curva foram: zero (branco); 150; 300; 400; 500; 600; 750 e 1000 ng/mL de
clozapina e N-Desmetilclozapina, sempre acrescidas de 400 ng/mL de N-
Desmetilclozapina D8 (Padrao Interno) a fim de correcao de interferéncias ao longo
do processo. Os pontos propostos para esta curva foram pensados para que
compreendessem as concentragdes que seriam provavelmente encontradas em
amostras de pacientes em uso da clozapina.

Alguns pontos devem ser avaliados como controle de qualidade alto (CQA),
médio (CQM) e baixo (CQB). O CQA deve ser 75 a 85% da maior concentragao da
curva, devendo entdo ser entre 750 e 850 ng/mL dos padrbes avaliados. O CQM
deve ser um ponto aproximado do centro da curva, como entre 400 e 500 ng/mL dos
padroes. Por fim, o CQB deve ser avaliado em até 3 vezes o limite inferior de
quantificacdo, o menor ponto da curva, representando a concentracdo de até 450
ng/mL dos padroes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método foi inicialmente baseado no trabalho de Rosland et al. 2007, no
qual foram selecionadas as condigbes cromatograficas utilizadas num primeiro
momento deste trabalho. Inicialmente foram testados os sistemas de HPLC UV/VIS
(Shimadzu) e HPLC-MS, em modo reverso, e concentragbes de clozapina e N-

Desmetilclozapina maiores do que as utilizadas na literatura para facilitar o estudo
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da otimizacdo das condigbes cromatograficas. Alguns parametros podem ser

observados na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢gdes cromatograficas utilizadas na padronizacdo metodolégica em HPLC
UV-VIS.

Condigoes Cromatograficas

Fase Estacionaria C18 (5 uym, 4,6 mm x 250 mm)
Vazao 1 mL/min

Volume de Injegao 20 pL

Tempo de Analise 20 min
Comprimento de Onda 254 nm

5:2:3 (tampao acetado pH 5, MeOH e ACN)
53:18:29 (tampdo acetado pH 3,5, MeOH e ACN)
58:16:26 (tampdo acetado pH 3,5, MeOH e ACN)
63:14:23 (tampdo acetado pH 3,5, MeOH e ACN)

31:69 (ACN e tampao acetato pH 3,0)
27:73 (EtOH e tampédo acetato pH 2,8)

Fase Movel

No trabalho de Rosland et al. (2007) a fase movel era composta por um
sistema solvente triplo, sendo eles: tampao acetato (em pH 5), metanol e ACN, em
método isocratico nas proporgdes 5:2:3. Porém, a coluna C6 hypersil phenyl (3um,
2.0 x 150 mm) utilizada por este grupo nédo estava disponivel para uso neste
trabalho. Utilizou-se entdo a coluna C18, o que resultou em um perfil de
sobreposicao dos picos avaliados nesta etapa (clozapina: 100 pg/mL e N-
Desmetilclozapina D8: 50 ug/mL), como mostra a Figura 2A. Alterando-se o pH para
3,5 e variando-se as proporcoes de tampao acetato, metanol e ACN, em método
isocratico, para 53:18:29, 58:16:26 ou 63:14:23 observou-se maior separagcao dos
picos (clozapina: 50 ug/mL e N-Desmetilclozapina D8: 50 ug/mL) conforme aumento
da porg¢ao aquosa do sistema solvente (Figura 2B). Ao aumentar a proporgdo da
fase aquosa, a forga de eluicdo do sistema solvente era diminuida, o que garantiu
um maior tempo de retengdo da amostra (que passa a interagir por um maior tempo

com a fase estacionaria) e com isso uma maior resolugao dos picos observados.
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Figura 2. Cromatogramas obtidos em HPLC UV-VS (Shimadzu), em métodos isocraticos.
FM em (A) sistema triplo de tampéao acetato, metanol e ACN, nas proporgdes 5:2:3 em pH
5,0, onde o maior pico representa a CLZ (100 ug/mL) e o menor D-CLZ D8 (50 pg/mL), e em
(B) cromatogramas sobrepostos para comparag¢ao em pH 3,5 nas propor¢des 53:18:29 (pico

1 e 2), 58:16:26 (picos 3 e 4) e 63:14:23 (picos 5 e 6). N-Desmetilclozapina D8 (50 pg/mL)

representada nos picos 1, 3 e 5, e a clozapina (50 pg/mL) em 2, 4 e 6.

Devido a relevancia da porgdo aquosa, observada anteriormente com a
diminuicao da forca de eluicao do sistema e maior resolugcdo dos picos analisados,
foi proposto uma simplificacdo para sistema solvente duplo, onde foi somente
utilizado ACN e tampao acetato (pH 3,0) na proporcao 31:69, o que levou a um bom
perfil de separacédo, sem alargamento de bases e com bom tempo de retengéo (N-

Desmetilclozapina D8: 11,5 min e clozapina: 12,4 min) (Figura 3A).

Definido o sistema solvente duplo, objetivou-se a transformacao deste para
um meétodo de “Quimica Verde", como sugerem os ODS, especialmente o ODS 14 e
15, os quais se referem a protecdo da vida aquatica e terrestre. Para tanto, a ACN
foi substituida por etanol. Essa alteragdo promoveu um leve alargamento de banda e
maior tempo de retengdo (N-Desmetilclozapina D8 de 8,09 para 14,16 min, e
clozapina de 9,28 para 16,53 min), uma vez que estes solventes possuem diferentes
seletividades e forgas de eluigdo, porém as vantagens da utilizacdo de solventes
menos danosos ao meio ambiente compensam o prolongamento do tempo de

analise (Figura 3B).
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Figura 3. Cromatogramas obtidos em HPLC UV-VS (Shimadzu) nas condi¢cdes de FM em
sistema duplo de ACN (A) ou etanol (B) em tampao acetato, nas propor¢des 31:69 em pH
3,0 (A), e em pH 2,8 (B) nas proporgdes 27:73, sendo em (A) ambos os padrdes em

concentracao 16,7 ug/mL, e em (B) D-CLZ D8 em 16,7 pg/mL e CLZ em 8,3 ng/mL.

Com o método cromatografico definido, foi entdo transferido para o
equipamento de HPLC-MS (Waters Alliance), o qual possui maior sensibilidade para
detectar baixas concentragdes, ja que diversas moléculas podem ter grupos
cromoéforos que absorvem um mesmo comprimento de onda (HPLC UV-VIS),
problema este contornado quando feito uma analise de busca por m/z de um
composto no espectrometro de massa. Na Figura 4A vemos o perfil apresentado
pelos padrdes do analito (clozapina e N-desmetilclozapina) e do padréo interno (N-
desmetilclozapina D8). A sobreposicdo parcial dos picos nao apresenta grande
impacto neste equipamento, uma vez que, diferentemente do UV/VIS, o detector
utilizado é seletivo a razdo massa/carga do analito (Clozapina: 327 m/z; N-
Desmetilclozapina: 313 m/z; N-Desmetilclozapina D8: 321 m/z), permitindo entdo a

diferenciagao.
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Figura 4. Cromatogramas obtidos em HPLC -MS (Waters alliance) nas condicbes de FM em
sistema duplo de tampao acetato e etanol (73:27, pH 2,8), em concentracdo 10 pug/mL (A) e

50 ng/mL (B).

Na figura 4A utilizaram-se concentragdes muito superiores ao que realmente
seria utilizado numa futura curva analitica (10 pg/mL), com o objetivo de identificar
mais facilmente a localizagao dos picos e possiveis interferéncias. Para testar a
sensibilidade do equipamento, analisou-se a menor concentragdo inicialmente
proposta para a curva (50 ng/mL) e, conforme observado na Figura 4B, pode ser
verificado que o ruido apresentado pelo equipamento era superior ao permitido para
a validacado do método, quando comparado a altura dos picos de interesse. Portanto,
a partir deste momento foi padronizado um método de concentracdo da amostra
para resolugdo do problema encontrado, onde um volume inicial de 400 pL de
plasma utilizado na extragdo seria, posteriormente, ressolubilizado em apenas 100

uL de fase movel.

Como pode-se observar (Figura 5) o método padronizado para concentragao
da amostra atingiu os objetivos esperados de aumento da area do pico e intensidade
do sinal. Deste modo, os picos avaliados encontram-se dentro das especificagdes da
RDC 27/2012, uma vez que esta determina que o ruido mais préximo ao pico de

interesse deve representar no maximo 20% da area deste.
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Figura 5. Cromatogramas obtidos em HPLC -MS (Waters alliance) na avaliagao de
eficiéncia de diferentes metodologias para extragdo do farmaco (clozapina) apds o processo
de concentragdo das amostras. O pico corresponde a 100 ng/mL.

Além disso, a figura acima nos permite realizar uma comparagao entre os
diferentes métodos de extragdo propostos para o preparo da amostra, sendo eles:
ACN-MeOH - uma primeira extragdo com acetonitrila gelada, seguida de outra (no
sobrenadante) com metanol gelado (ambos em propor¢édo 1:1 da amostra de
plasma); 2x ACN 1:1 - extragdo 1:1 de acetonitrila gelada, mas realizada duas vezes
na mesma amostra; ACN 2:1 — MeOH - uma primeira extracdo com acetonitrila
gelada 2:1 em relagao a amostra, seguida de outra (no sobrenadante) com metanol
gelado 1:1 em relacdo a amostra; ACN 2:1 - unica extragdo 2:1 de acetonitrila
gelada, em relagdo a amostra; ACN 3:1 - Unica extragdo 3:1 de acetonitrila gelada,

em relagdo a amostra.

Nesta avaliagédo, evidenciou-se as vantagens do sistema ACN-MeOH frente
aos demais, visto que este atingiu altura de pico de aproximadamente 3100 em
‘unidades de intensidade de sinal’, enquanto os demais testes variaram,
aproximadamente, de 1900 a 2500 unidades de Intensidade de sinal (vide anexos
para melhor visualizagao do resultado). Desta forma, verificou-se uma extragdo mais

eficiente do farmaco (clozapina) das amostras de plasma quando realizada a adi¢gao
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de acetonitrila gelada seguida de metanol gelado, o que garantira uma maior

precisdo em uma etapa de quantificacao.

5. CONCLUSAO

Os resultados encontrados até o presente momento mostram que as
condi¢gbes cromatograficas propostas para melhor atender os principios da Quimica
Verde, com a nao utilizacdo de solventes nocivos a vida terrestre e aquatica,
apresentam boa resolu¢do para que sejam feitas analises quantitativas de clozapina
e N-desmetilclozapina em plasma humano. Soma-se a isto, a metodologia efetiva de
extragao do farmaco das amostras de plasma, bem como uma eficiente técnica de
concentracdo da amostra via evaporacao de solvente e ressuspensao do precipitado
em menor volume.

A curva analitica proposta para o método possui faixa de abrangéncia de 150
a 1000 ng/mL, deste modo, a mesma deve se mostrar eficaz na monitorizagéao
plasmatica do farmaco e seu metabdlito ativo, visto que estes encontram-se
aproximadamente entre 350 e 600 ng/mL nesta matriz bioldgica. Apesar de
inicialmente aparentar boa faixa de concentracdes, faz-se necessario a analise da
faixa de linearidade desta.

Porém, deve-se destacar que o presente método deve ser ainda validado,
como proposto inicialmente, avaliando parametros como seletividade, linearidade e
faixa de aplicacao, precisao, exatidao, limites de quantificacdo e robustez, o que nao
pode ser realizado dentro do periodo inicialmente proposto visto que o equipamento
se encontra em manutengao, assim como os demais equipamentos de laboratérios
que poderiam auxiliar na finalizagdo deste projeto. Com uma futura validagado do
meétodo, este podera ser aplicado para a monitorizagao terapéutica da clozapina e

seu metabalito ativo em plasma de pacientes humanos.
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ANEXOS
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3 - ACN 2:1 - MeOH
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5-ACN3:1
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