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Resumo

Neste trabalho foram desenvolvidos e validados dois métodos sendo um para
bixina, por extracao liquido-liquido, e outro para metformina, por precipitacdo proteica,
ambos extraidos de amostras de plasma de rato.

Devido a complexidade da composicdo do plasma, faz-se necessario o uso de
técnicas de preparo de amostra para eliminacdo de interferentes e/ou pré-concentracéo.
A extracdo liquido—liquido foi utilizada para extracdo de bixina com posterior analise
por cromatografia liquida de ultra eficiéncia associada a um sistema de deteccdo por
absorbancia com arranjo de fotodiodos e posterior espectrometria de massa sequencial
(UHPLC-DAD-MS/MS). A precipitacdo proteica foi empregada na extracdo da
metformina que foi analisada, por sua vez, por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

acoplada a espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS/MS).

Os métodos desenvolvidos para bixina e para metformina foram validados e
foram obtidos valores de exatiddo por ensaio de recuperacdo proximo de 103 e 102%,
respectivamente. A precisdo obtida em termos de coeficiente de variacdo foi de 10%
para ambos os compostos. O limite de quantificacdo foi de 40 ng mL™ para a bixina e 1
ng mL™ para a metformina com coeficiente de variacdo de 15 e 13%, respectivamente.
A faixa linear de trabalho foi de 200-2200 ng mL™ para a bixina e 5-500 ng mL™ para

metformina.

Os resultados obtidos sdo coerentes com a literatura, permitindo a extracdo e
posterior analise dos compostos a partir de uma matriz complexa, no caso plasma de
rato. Além disso, os volumes de amostra utilizados na extracdo liquido-liquido da bixina

foram inferiores aos encontrados na literatura.

Palavras-chave: bixina, metformina, plasma, extracdo liquido-liquido,

precipitacdo proteica, cromatografia liquida de ultra eficiéncia.



Abstract

In this work, two methods, one for bixin, by liquid-liquid extraction, another one
for metformin, by protein precipitation, both extracted from samples of rat plasma, were
developed and validated.

Due to the complexity of the plasma composition, it was necessary to use sample
preparation techniques to eliminate interferents and/or preconcentrate. The liquid-liquid
extraction was used to extract bixin with subsequent analysis by ultra-high performance
liquid chromatography associated to an absorbance with photodiode array detector and
subsequent sequential mass spectrometry (UHPLC-DAD-MS/MS). Protein precipitation
was employed in the extraction of metformin, which was analyzed by ultra-high
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS).

The methods developed for bixin and for metformin were validated and accuracy
values were obtained per recovery experiment near 103 and 102%, respectively. The
precision obtained, in terms of coefficient of variation, was 10% for both compounds.
The quantification limit was 40 ng mL™ for bixin and 1 ng mL™ for metformin with a
coefficient of variation of 15 and 13%, respectively. The linear range of work was 200-

2200 ng mL™ for bixin and 5-500 ng mL™ for metformin.

The results obtained are consistent with the literature, allowing the extraction
and subsequent analysis of the compounds from a complex matrix, in the rat blood
plasma. In addition, the sample volumes used in the liquid-liquid extraction of bixin are

lower than those found in the literature.

Key words: bixin, metformin, plasma, liquid-liquid extraction, protein

precipitation, liquid chromatography
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1. Introducéo

1.1. Bixina

A Dbixina (metil hidrogénio 9’-Cis-6,6’-diapocaroteno- 6,6’-dioato, CasHz004,
massa molar 394,5 g mol™, Figura 1) é um composto presente na casca da semente do
urucum proveniente do fruto do urucuzeiro (Bixa orellana L). A &arvore do urucum é
normalmente encontrada em regides tropicais como o centro e sul da América, Asia e
Africa [3]. Dos corantes naturais utilizados em alimentos, a bixina derivada da semente
do urucum corresponde a 50% dos corantes naturais utilizados no setor alimenticio [4].

Esse corante (E160b) é bastante utilizado para colorir diversos alimentos, tais como

6leo, sorvete, manteiga, queijos, pdes, embutidos e cereais [5].

Figura 1: Estrutura quimica da molécula de bixina.

O pigmento extraido da semente do urucum € constituido por varios
carotenoides, em que a bixina é o componente majoritario sendo ele um apocarotenoide
predominantemente de estrutura na forma cis [3]. Os primeiros relatos do isolamento da
bixina datam de 1875, apesar da sua estrutura ter sido elucidada somente em 1961 com
auxilio da espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear [6, 7]. A bixina possui em
uma extremidade da sua estrutura uma carboxila e uma metil carboxila (ester) na outra
extremidade. Entre as cabonilas ha nove duplas ligagdes conjugadas e quatro metilas
ligadas a sua cadeia principal. Essa estrutura confere a bixina alta lipossolubilidade,
sendo amplamente solGvel em diversos solventes organicos. A cis-bixina € soldvel em
diversos solventes organicos, porém nédo € solivel em 6leo vegetal. Quando aquecido,
ocorre a isomerizacao para a trans-bixina que é mais estavel e solivel em 6leo vegetal

[3]. Apesar de pouco conhecido, a biossintese da bixina comeca de um carotenoide



bastante conhecido, o licopeno. O licopeno sofre varias reacdes enzimaticas oxidativas,
transformando-se em um apocarotenoide (Figura 2)[1, 2, 8].
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Figura 2:Proposta da biossintese de bixina a partir do licopeno por transformacdes enzimaticas
[1, 2].

1.1.1. Propriedades fisico-quimicas

A bixina possui um hidrogénio ionizavel com pka obtido por célculos tedricos

de 4,79 [9]. Seu ponto de fusdo é 198 °C e o sistema de duplas liga¢Ges conjugadas faz
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com que essa molécula possua absorcdo apreciavel na regido do visivel do espectro
eletromagnético sendo o méaximo de absorbancia em cloroféormio observado em 503,
469 e 439 nm. Este composto é fracamente sollvel em agua, porém plenamente soluvel
em acetona, cloroférmio e solugdes aquosas basicas [10].

1.1.2. Propriedades farmacol6gicas da bixina

A bixina é um composto natural capaz de combater diversas enfermidades. Silva
e colaboradores[11] verificaram a eficacia da bixina em reduzir o nimero de aberracfes
cromossOmicas e inibir o aumento da peroxidacao lipidica. Em um estudo em que foram
avaliados corantes alimenticios naturais frente a proliferacdo celular, foi constatado que
a bixina foi habil na inibi¢do de células tumorais humanas de cancer de coldn, sistema
nervoso central, estomago e células pulmonares. Observou-se tambem que a bixina
possui acdo anti-inflamatoria [12]. Tibodeau e colaboradores[13] investigaram a acéo da
bixina sobre células de mieloma multiplo e averiguou-se que a cis-bixina foi eficiente
na atividade anti-mieloma. Em outros estudos Rohers e colaboradores observaram em
2014 que os niveis de glicose em sangue de rato diminuem na presenca de bixina tanto
quanto a metformina que é um farmaco de referéncia e amplamente conhecido com
agente antihiperglicémico[14]. Em 2015 Somacal e colaboradores verificaram que a
bixina possui a capacidade de combater lesGes ateroscleréticas em ratos com dieta
hipercolesterdmicas, provavelmente devido a sua capacidade antioxidante e anti-
inflamatéria[15]. Também foi averiguado que a bixina foi capaz de reduzir a gordura
visceral e massa corporal [16]. Em um estudo realizado por Anantharaman e
colaboradores em 2016 foi verificado que a bixina possui capacidade inibitoria da
atividade da tirosinase em células de melanoma[17]. Recentemente, Pinzon-Garcia e
colaboradores desenvolveram e patentearam uma nanofibra de bixina suportada em um
polimero biodegradavel que demonstrou ser um material promissor quando empregado
como curativos, uma vez gque a nanofibra foi capaz de acelerar a cicatrizacao de feridas
de ratos diabéticos [18]. Em 2010 pesquisadores da Universidade Federal de Vicosa
patentearam uma pomada, a base de extrato do urucum, de uso topico e oral para o

auxilio na cicatrizacdo da epiderme e das mucosas[19].



1.2. Metformina

A metformina (1,1-dimetilbiguanida, C4H;:Ns MM 129,1 g mol™ Figura 3) é
um farmaco da classe das biguanidas que possuem cinco nitrogénios intercalados com
carbonos em uma cadeia curta. A guanidina, precursor das biguanidas, € o composto
ativo presente na Galega officinalis [20]. A metformina assim como as outras
guanidinas sdo compostos utilizados como agentes no combate da diabetes mellitus tipo
2.

NH NH

N

N NH NH,

CHj3

Figura 3: Estrutura quimica da metformina.

1.2.1. Propriedades fisico-quimicas

A metformina € um composto basico com pKa = 12,4 [21], fazendo com que sua
permeabilidade na célula seja limitada dado seu elevado grau de ionizacéo,
lipofobicidade e sua carga positiva. O cloridrado de metformina é um po6 branco,
cristalino, sem cheiro caracteristico, com caracteristicas amargas, higroscopico e ponto
de ebulicdo entre 222-226 °C. Possui alta solubilidade em agua, baixa em etanol e
praticamente insoluvel em solvente organico como acetona, éter etilico e
cloroférmio[22]. Este composto ndo possui cromdforos importantes na estrutura da

molécula sendo 233 nm o comprimento de onda de maxima absorcao da metformina.
1.2.2. Propriedades farmacoldgicas da metformina

Apesar de ser bastante utilizado como agente no combate a diabetes é conhecido
0 uso da metformina em outras enfermidades como, por exemplo, a sindrome
metabolica, sindrome do ovario policistico, hirsurtismo além de ser empregada como

regulador do ciclo menstrual [22].



Esse composto é considerado um agente antihiperglicémico por reduzir os niveis
de glicose no sangue. Alguns estudos demonstram que a metformina atua na diminuigéo
da producdo de glicose hepética, seja ela pela inibicdo da glicogénese hepética por
modificacdo da atividade enziméatica ou por diminuicdo da captacdo hepéatica de
substratos glicogénicos [21].

O cloridrato de metformina é a principal forma como o medicamento é
consumido e nessa apresentacdo ela possui uma absorcéo lenta e incompleta pela parte
superior do intestino delgado, sendo a biodisponibilidade do comprimido de 50-60%. O
tempo de meia vida é de aproximadamente de 6 horas com pico maximo de
concentracdo de 1-3 horas. Seu efeito pode durar até duas semanas sendo sua
eliminacdo realizada majoritariamente por via renal. A interacdo proteina-metformina é
insignificante, fazendo com que o farmaco esteja na forma livre quando presente na

circulagéo sanguinea [22].

1.3.  Sistemas de liberagédo controlada

Os sistemas de dosagem de medicamentos convencionais sdo sistemas que
liberam medicamentos em uma dose Unica ou multiplas doses sequenciais. Uma grande
limitacdo desses sistemas é a baixa capacidade em manter as concentracfes plasmaticas
do medicamento dentro da faixa compreendida entre o limiar toxico e o limiar
subterapéutico. Devido ao risco de intoxicacdes em doses Unicas ou ao inconveniente
em se utilizar maltiplas doses de medicamentos, para manter a concentracdo plasmatica
em niveis adequados, sistema de liberacdo prolongada sdo preferidos ou mesmo
necessarios, com a intencdo de reduzir as intoxicacdes e diminuir o namero de doses.
Com o uso de sistema de liberacdo controlada ha, frequentemente, um menor acumulo
de medicamento no organismo visto que a medida que o farmaco é liberado ele é
consumido, diminuindo tanto o acimulo como a excre¢do de medicamento inalterado e
ndo utilizado. A diminuicdo do metabolismo e excrecdo do principio ativo pelos érgaos
metabolizadores e excretores também constitui uma das vantagens dos sistemas de
liberacdo, uma vez que o farmaco ndo estd totalmente em sua forma livre. Para 0s
sistemas de liberacdo controlada utilizam-se de preferéncia polimeros biocompativeis,

ndo cancerigenos, ndo alergénicos e quimicamente inertes [23, 24].



Um dos principais sistemas de liberagdo de farmacos sdo as nanoparticulas
poliméricas. As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas em que o principio ativo fica
retido no ndcleo da nanoesfera revestida por um polimero ou pode ser incorporada a
matriz polimérica. O farmaco pode ser liberado por meio da difusdo, em que ele penetra
na camada polimérica formando uma gradiente de concentracdo ou pelo rompimento
dessa camada [24]. Os sistemas de liberacdo baseados em bicamadas lipidicas sdo o0s
lipossomas que sdo vesiculas capazes de encapsular farmacos hidrofilicos e
hidrofébicos devido as suas camadas lipofilica e hidrofilica [25, 26]. Os dendrimeros
sdo sistemas baseados em estrutura polimérica nanométricas com mdaltiplas

ramificagdes [27, 28].

Os sistemas de liberacdo controlada podem ser utilizados em tratamento de
doencas como cancer [29-33], Parkinson [34], asma [35] e herpes genital [36, 37]. O
sistema criado por Pinzon-Garcia e colaboradores consitiu de uma nanofibra de
policaprolactona incorporada com bixina que foi desenvolvida para aplicacdo em feridas
de ratos diabéticos [18].

1.4.  Técnicas de preparo de amostra para extracdo de farmacos em

fluidos bioldgicos

A etapa de preparo de amostra € uma das etapas envolvidas no procedimento
analitico. Essa etapa € de extrema importancia porque visa isolar o analito da matriz,
realizar uma limpeza de interferentes e, quando possivel, pré-concentrar o composto de
interesse. Devido a importancia da analise quimica, o tempo gasto na etapa de preparo
de amostra em um procedimento analito torna-se cada vez maior [38]. Hoje em dia,
diversas técnicas de preparo de amostras podem ser empregadas em preparo de amostra,
que vao desde as técnicas mais comuns como as tradicionais, extracdo liquido-liquido
(ELL), extracdo em fase sélida (SPE) e precipitacdo proteica (PP). Outras técnicas mais
recentemente desenvolvidas também sdo amplamente empregadas incluindo a dispersao
da matriz em fase s6lida (MSPD), microextracdo em fase sélida (SPME), microextracdo
sortiva em barra de agitacdo (SBSE), microextracdo em gota Unica (SDME),
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), preparo de amostra empregando
meios de acesso restritos, polimeros de impressdo molecular, entre outras. Devido a
necessidade de analises cada vez mais rapida e grandes volumes de amostras, técnicas

de preparo de amostra automatizadas vém sendo desenvolvidas. Com a automacao dos
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processos é possivel eliminar o erro proveniente do analista. As técnicas miniaturizadas
recentemente aprimoradas sdo de especial importancia uma vez que, em alguns casos o
volume de amostra é pequeno, como algumas amostras biologicas, impossibilitando o
uso de grandes volumes. A diminuicdo do volume de solvente empregado nas técnicas
de preparo de amostra também tem sua relevancia em virtude da preocupacgdo com o
meio ambiente, visto que a maioria dos solventes organicos empregados séo prejudiciais

ao meio ambiente.

O plasma assim como outras matrizes bioldgicas apesar de, em sua maioria
serem compostas por agua, possui em sua composicdo diversos outros componentes
como lipideos diversos, sais minerais, aglUcares, proteinas entre outros. A presenca
desses componentes nas solucdes a serem injetadas nos sistemas cromatograficos pode
prejudicar o resultado analitico ou mesmo comprometer o equipamento entupindo

colunas e danificando os tanto a parte fluidica quanto os sistemas de deteccao.
1.4.1. Precipitacdo protéica

A precipitacdo proteica € uma técnica de preparo de amostra bastante utilizada
visto que é uma técnica simples, rapida, de facil manipulacdo e de baixo custo [39].
Essa técnica se baseia na desnaturacdo das proteinas pelos agentes precipitantes que
alteram suas estruturas secundarias e tercidrias devido a quebra de interacdo
intramoleculares fazendo com que a proteina exponha grupos hidrofobicos e
consequentemente se enovele e precipite[39-43]. As etapas envolvidas na precipitacao

sdo: adicdo de solvente, agitacdo, centrifugacdo e remoc¢éo do sobrenadante (Figura 4).

Proteinas sdo biomoléculas formadas por uma sequéncia de aminodcidos,
ligados por ligacbes peptidicas. As proteinas determinadas por trés ou quatros
estruturas: a estrutura primaria € formada por ligacbes covalentes conhecidas por
ligacdo peptidicas em que os aminoéacidos sdo ligados uns aos outros pelo grupo amino
e carboxilico formando a cadeia polipeptidica; a estrutura secundaria é a conformacéo
espacial formada por ligacdes estaveis em que ligacdes de hidrogénio ocorrem entre o
grupo NH e C=0; a estrutura terciaria é a estrutura tridimensional que a proteina
adquire devido algumas ligacGes com enxofre (ponte dissulfeto) ou ligagdo com metais;
a estrutura quaternaria acontece quando a proteina possui mais de uma cadeia

polipeptidica no qual os peptideos possuem uma organizacdo definida [44].
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Figura 4: Esquema das diferentes etapas envolvidas nos preparo de amostras por precipitacdo
proteica.

Diversos fatores podem promover a precipitacdo de proteinas, dentre eles a
mudanca de pH do meio em que a proteina se encontra, 0 aumento da temperatura,
adicdo de solvente organico miscivel com a amostra, presenca de sal e de ions

metalicos.

A mudanca de pH do meio (e.g. adicdo de acido tricloroacético, acido perclérico
ou &cido tungstico) atua na mudanca de carga e da conformacdo da proteina, fazendo
com que a repulsdo eletrostatica rompa as ligacGes de hidrogénio danificando as
estruturas secundarias da proteina. Por um mecanismo semelhante o aumento da
temperatura pode danificar as interacdes fracas da proteina, causando o rompimento de
ligacbes de hidrogénio. Alguns solventes organicos misciveis em agua como
acetonitrila, metanol, etanol e acetona também sdo empregados como agentes
precipitantes. Esses solventes diminuem a constante dielétrica do meio causando o
aumento das interacdes entre as proteinas devido ao deslocamento das moléculas de
agua da solucdo [39, 40, 44].

Ja a adicdo de alguns sais pode reduzir a disponibilidade de agua no meio
provocando maior interacdo e aglomeracdo das proteinas e consequentemente a sua
precipitacdo. Alguns ions metalicos (zinco, cobre, chumbo, mercdrio) possuem a

capacidade de complexar com algumas proteinas formando sais insoluveis [40, 44].



A precipitacéo proteica ja foi utilizada na determinacéo de diversos farmacos em
plasma como ibersatana [45], epinefrina e norepinefrina[46] staglipitina [47],
cobimetinibe [48], triptorrelina [49], granisetrona [50].

Algumas vezes a precipitacdo proteica antecede ou sucede uma segunda técnica
de preparo de amostras aumentando assim a capacidade de eliminacdo de interferentes
do método. Em um trabalho de Li e colaboradores publicado em 2012 a técnica de
precipitacdo de proteinas foi empregada em um dispositivo de multipocos previamente
a extracdo em fase solida na extracao de cefnidir em plasma de cachorro da raca Beagle.
A finalidade desse método foi a sua aplicacdo para estudos farmacocinéticos in vivo do
cefdinir encapsulado [51].

1.4.2. Extracéo liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido (ELL) é uma das técnicas de preparo de amostras
mais utilizadas para analise de farmacos em fluidos biologicos [40]. Essa técnica se

baseia na particdo de um analito (A) entre duas fases imiscivelis.
Aag) 2 Acorg)

Nessa técnica, em geral, uma das fases possui carater aquoso (amostra de fluido
biologico) e a outra fase carater organico e imiscivel (solvente organico). Os compostos
que estdo na fase aquosa quando em contato com a fase organica irdo se distribuir, entre
as fases, segundo seus coeficientes de particdo e, apos a agitacdo, migrar para a fase
extratora (Figura 5). Para que ocorra a extragdo € importante que a fase organica seja
imiscivel na amostra e ainda solubilize bem os analitos de interesse, tornando assim a

fase organica um melhor aceptor [39, 40].

A extracdo ocorre quando os dois liquidos sdo postos em contato em um
recipiente seguido de agitacdo para acelerar o processo de transferéncia de massas.
Devido a possivel formacdo de emulsdo, pode-se empregar, apds a agitacdo, a

centrifugacdo, adicdo de sal ou ainda o resfriamento para auxiliar a separacao de fases.
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Figura 5: Esquema das diferentes etapas envolvidas em uma extracéo liquido-liquido.

E possivel associar a particdo do composto entre as duas fases imisciveis com a
constante de distribuicdo de Nerst Ky (Equacdo 01), onde s@o correlacionadas a
concentragdo do composto particionado na fase organica (Corg) € Sua concentragdo na
fase aquosa (Caq) em equilibrio termodinamico.

K; = Corg Equacdo 01

Cagq

Ja a fracdo extraida da quantidade total de matéria presente na amostra também
chamada de eficiéncia (E) dependera dos volumes e concentracdes das respectivas fases

(volume das fases organica (Vorg) € aquosa (Vag)) como descrito na Equacéo 02.

E= Corg Vorg Equagéo 02

Corg-Vorg+Caq-Vaq

Rearranjando a Equacdo 01 e 02 podemos observar que a fracdo extraida
dependente da relacdo dos volumes das fases imisciveis e da constante de distribuicao
(Equacao 03).

Vorg
T ~
E=— -~ Equacéo 03

Para obter eficiéncia de extracdo apreciavel de composto com baixa constante de

distribuicdo € aconselhavel empregar volumes de solvente extrator mais elevados o que
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torna o procedimento invidvel além de ambientalmente pouco amigavel. Outra
estratégia nesse caso € realizar mais de uma extracdo (extragcdo sequencial) para uma
mesma amostra a fim de aumentar a fracdo extraida. Empregando a Equacdo 04 é
possivel prever a porcentagem de extracdo obtida (E) com “n” extragdes sequenciais ou
ainda calcular o numero de extracGes sequenciais (n) necessarias para se obter uma

fracdo extraida desejada:

n

E=1-|—= Equacdo 04

Em que n é o nimero de extra¢des realizadas[39, 40].

Outro fator importante e que deve ser observado na extracao liquido-liquido € o
pH da fase aquosa especialmente quando pretende-se extrair eletrolitos fracos.
Frequentemente analitos na forma né@o ionizada apresentam maior solubilidade na fase
organica. Quando o composto apresenta carater basico, haverd uma maior eficiéncia de
extracdo quando a fase aquosa estiver em pH preferencialmente duas unidades acima do
pK, do analito mais basico. Por outro lado quando o composto possuir carater acido, a

extracdo sera maior quando a fase aquosa apresentar pH duas unidades abaixo do pKa.

Para extrair compostos ionizaveis altamente hidrofilicos pode se utiliza agentes
complexantes ou formadores de par idbnico como estratégia para aumentar a fracdo de
extracdo [52]. O agente de par ibnico, representado por um contra-ion com uma por¢édo
lipossoluvel se associa ao analito de interesse neutralizando a carga do analito e

elevando a sua afinidade pela fase orgéanica.

A adicdo de sal a amostra (salting out) também é uma estratégia amplamente
empregada em ELL para auxiliar no aumento da constante de distribuicdo [53, 54].
Quando se adiciona sal na fase aquosa, as moléculas de 4gua, em geral, apresentam uma
tendéncia maior em solvatar os cations e anions do sal do que do préprio analito, o que
reduz sua solubilidade na amostra e aumenta assim sua afinidade e distribuicdo para a

fase organica [39, 55].

A extracdo liquido-liquido ja foi utilizada para extracdo de diversos compostos

em diversas matrizes como, por exemplo, na extracdo de clindamicina [56], bixina,
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norbixina[57] e odanacatib [58] em plasma. Um sistema de 96 reservatérios foi
utilizado para extracdo de suvorexanto de plasma humano[59].

Recentemente houve um grande avanco em relacdo as técnicas de preparo de
amostras em especial em relacdo a miniaturizacdo de técnicas classicas como a extracdo

liquido-liquido.

Em 1995 foi desenvolvido o precursor da microextracdo em gota Unica
(SDME)[60] em que uma gota suspensa foi utilizada mantida em contato com uma fase
gasosa para analise de gas atmosférico. No ano seguinte foi publicado o primeiro
trabalho demonstrando o potencial da SDME. Neste trabalho uma gota de octano foi
suspensa por uma agulha em uma solucdo aquosa sobre agitagdo para manter a
transferéncia de analito da fase aquosa para a fase orgénica [61]. Essa é uma técnica
com alta capacidade de concentracdo visto que o volume final da amostra é de apenas
alguns microlitros (1-3 pL) [62]. Diversos sdo os fatores que influenciam a SDME entre
eles: a constante de distribuicdo do analito entre as fases; tipo de seringa utilizado;
volume da gota; volume de amostra; velocidade de agitacdo; tempo de extracéo;
temperatura, entre outros [63]. A variacdo do volume da gota pode afetar a precisdo do
método desenvolvido e a estabilidade da gota, sendo a instabilidade da gota devido a
agitacdo da amostra a principal desvantagem desta técnica. A SDME ja foi utilizada na
extracdo de alcaloides [64] e anti-histaminicos [65] em urina e outros farmacos em
plasma [66, 67].

Outra técnica de extracao liquido-liquido desenvolvida nos ultimos anos foi a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME). Em 2006, a técnica foi
desenvolvida baseada na dispersibilidade de solvente empregando um sistema ternario
de solventes [68]. A técnica consiste na injecdo rapida de uma mistura de um solvente
dispersor juntamente com um solvente extrator dentro da amostra contendo os analitos.
O solvente dispersor deve ser soluvel na fase aquosa e fase organica. Apés a injecao
rapida a mistura solvente dispersor-solvente extrator se dispersa em diminutas goticulas
na fase aquosa, promovendo assim maior area de contato do solvente extrator com 0s
analitos. A etapa de centrifugacdo € necessaria para separacdo da fase aquosa com o
solvente dispersor da fase organica. A impossibilidade de automacdo devido a etapa de
centrifugacdo é a principal desvantagem da DLLME. Aos principais fatores que

influenciam esta técnica sdo os tipos de solventes utilizados e o volume do solvente
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extrator e dispersor[40] sendo esta técnica rapida, de baixo custo e de alto poder de
enriquecimento[69]. A DLLME foi utilizada para analise de drogas de abuso em plasma
[70], na determinacdo de antipirina em saliva [71] além da determinacdo de alcaloide
em plasma humano[72].

A microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) é uma alternativa a
microextragdo em gota Unica. A HF-LPME é uma técnica que foi desenvolvida em 1999
em que se utiliza uma membrana porosa embebida em um solvente que separa a fase
doadora (amostra) da fase receptora. A fase receptora fica retida dentro da fibra e
mantém contato com a fase aquosa por meio de uma fina camada liquida suportada
dentro dos poros da fibra. A vantagem da fibra oca sobre a SDME é que a extracdo em
fibra oca ndo corre o risco da dispersédo da gota devido agitacdo da fase aquosa e
também a possibilidade de haver material particulado na amostra [73, 74], entretanto
devido ao pequeno volume de fase extratora utilizada, a precisdo pode ser prejudicada.
Essa técnica ja foi utilizada para determinacdo de muscimol em urina humana [75] e

para analise de aminas aromaticas policiclicas em sangue humano [76].
1.4.3. Extracdo em fase solida

A extracdo em fase sdlida (SPE) é a segunda técnica de preparo de amostra mais
difundida para a extracdo e purificacdo de farmacos em fluidos bioldgicos [40]. As
principais finalidades dessa técnica sdo a remocdo de interferentes, pré concentracdo dos
analitos, dessalinizacdo de amostras, derivatizacdo in situ, estocagem e transporte de
amostras além da mudanca de fase. Essa técnica possui diversas vantagens, dentre elas:
alta capacidade de recuperacdo, altas taxas de pré-concentracdo devido ao fato do
volume final poder ser menor que o volume inicial da amostra, facilidade de recolher a
fracdo desejada, capacidade de eliminar materiais particulados uma vez que o sorvente
age como um filtro, menor consumo de solvente organico quando comparado a ELL,
facilidade de manusear os cartuchos, disponibilidade de aparelhos automatizados e a

ndo formacao de emulsdes [40, 77].

Os principios e mecanismos envolvidos na SPE podem ser classificados como:
particdo, adsorc¢do, troca idnica e exclusdo. Neste caso, a fase estacionaria muitas vezes
¢ um liquido suportado quimicamente em um soélido, representado geralmente pela
silica gel ou silica quimicamente modificada. O analito ao passar pela extracdo se

distribui entre a fase mdvel liquida e a fase estacionaria. Quando a fase estacionaria €
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um liquido trata-se da particdo ja a adsorcdo ocorre quando a fase estacionaria é um
solido. A troca idnica por outro lado se baseia na retencéo por interacdo eletrostatica. O
material sorvente possui um grupo ionizavel ou ibnico, carregado positivamente ou
negativamente. Para ocorrer a retengdo o sorvente possui uma carga oposta a carga do
composto de interesse, ocorrendo assim a retencdo do analito. O principio da exclusdo
se fundamenta na separacdo por tamanho de particula. O sorvente é formado por um
material com poros que retém compostos de tamanhos menores devida a maior
facilidade de penetracdo desses compostos. Os compostos maiores, por outro lado,
possuem maior dificuldade de penetracdo nos poros e por isso passam com maior
facilidade pelo sorvente. Outros sorventes também sdo utilizados na extracdo em fase
solida como: sorventes magnéticos, polimeros de impressdo molecular, nanotubos de
carbono[40, 77, 78].

A técnica de SPE ¢ realizada mais amplamente empregando cartuchos do tipo
seringa (Figura 6) em que o material sorvente é contido entre dois filtros de porosidade
de 20 pm. O volume dos cartuchos mais comuns varia de 0,5 a 10 mL, com uma massa

que pode variar de 35 mg a 2 g.

Basicamente a SPE é realizada em quatro etapas principais. A primeira é a etapa
de condicionamento do sorvente. Nessa fase, 0 material sorvente € preparado para
receber a amostra. Na segunda etapa a amostra é aplicada na fase estacionaria para que
0S compostos de interesse sejam sorvidos. A terceira etapa € a remocao de interferentes
(limpeza ou lavagem) onde se busca a eliminacédo seletiva dos interferentes que ndo sdo
interessantes para a analise. A Ultima etapa é a etapa de eluicdo em que o analito é

eluido em um volume adequado de solvente a fim de ter uma pré-concentracao.

O material sorvente mais empregado na SPE ainda sdo aqueles baseados em
silica e silica modificada com grupos C18, porém existem outros para aplicacdes mais
especificas. A escolha depende das caracteristicas do analito e também dos interferentes
presentes na matriz. Na tabela 1 podemos verificar os diversos tipos de sorventes e 0s

respectivos mecanismos sortivos.
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Figura 6: Esquema da extracdo em fase solida. 1) etapa de condicionamento em que um solvente
é percolado pelo cartucho. 2) etapa de aplicacdo da amostra. 3) etapa de lavagem ou limpeza em
que os interferentes sdo eliminados do sorvente. 4) etapa de eluicdo em que os analitos de
interesse sdo removidos do cartucho.

o >

Tabela 1: Sorvente utilizados em extracdo em fase solida.

Fase normal Silica (SiOH)
(adsorc¢éo) Alumina (Al,Oz)
Florisil (Mg,SiO3)
Fase normal Ciano (CN)
(fase gquimicamente ligada a Amino (NH,)
silica) Diol (-CH(OH)-CH(OH)-)
Fase reversa Octadecil (C18)
(absorcao, alta Octil (C8)
hidrofobicidade)
Fase reversa Phenyl
(hidrofobicidade Ciclohexil
intermediaria) Diphenyl
Fase reversa Butil (C4)
(baixa hidrofobicidade) Etil (C2)
Metil (C1)
Troca idnica Amina secundaria ligada a silica

Amina quaternaria ligada a silica
Acido sulfénico ligado a silica
Acido carboxilico ligado a silica
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Uma das variantes dos dispositivos de SPE séo as placas com 96 reservatorios
ou pocos. Cada reservatério funciona como um cartucho de extracdo em fase sélida
onde o sorvente encontra-se imobilizado entre dois filtros. Os sistemas 96 pogos séo
especialmente interessantes quando uma frequéncia analitica maior é requerida. A SPE
possui também uma ampla gama de sistemas automatizados nos quais as etapas de
extragdo, limpeza (clean up), eluicdo e analise cromatogréafica sdo realizados
automaticamente pelo equipamento. Apesar do custo inicial elevado, esses sistemas
apresentam vantagens como reducdo do tempo de analise e diminuicdo dos erros

provenientes de manipulagéo [40, 77].

Devido suas vantagens a SPE ja foi utilizada em diversos trabalhos como na
extracdo de fluorogquinolonas em ovos com aplicacdo de campo elétrico [79]. Rossmann
e colaboradore desenvolveram em 2014 um método para analise de muitos antibidticos
em aguas residuais [80]. Diversos trabalhos foram descritos empregando a SPE para
extracdo de medicamentos em fluidos biologico como a doxiciclina em gordura de
galinha [81], a etoricoxibe em plasma humano empregando um sistema de SPE online
[82], o alendronato por SPE magnética [83] e drogas ilicitas por microSPE em plasma e

urina humana [84].

Com o avanco do desenvolvimento das técnicas de preparo de amostra, outras

variacdes da técnica de SPE foram surgindo ao longo dos anos.

Uma das variacOes foi a dispersdo da matriz em fase solida (MSPD) que é uma
modificacdo mais recente da extracdo em fase solida. A dispersdo da matriz em fase
solida consiste na homogeneizacdo mecanica da amostra com um suporte solido que
pode ser um sorvente de SPE. Durante a homogeneizacao, os analitos serdo adsorvidos
no suporte para posterior eluicdo. ApoOs a mistura, o conjunto formado é colocado em
um tubo semelhante aos utilizados na extracdo em fase sélida convencional. O material
contendo a amostra e a matriz ficam acondicionados entre dois filtros e em seguida €
realizada a eluicdo seletiva dos analitos com um solvente adequado. Diversos fatores
devem ser levados em conta na dispersdo da matriz em fase solida como: suporte sélido
dispersante; proporcdo amostra/suporte; tempo de mistura; solvente de eluicdo [85]. A
MSPD ja foi utilizada para analise de residuos de pesticidas em alimentos e amostras

ambientais [86] além de antitireoidianos em amostras de leite e urina [87].
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Outra técnica bastante empregada na extracdo e purificacdo de analitos em
fluidos bioldgicos é a microextragdo em fase solida (SPME). A SPME é uma técnica
miniaturizada em que a extracdo ocorre em uma fibra fina (espessura 0,11-0,16 mm) de
cerca de 1 cm recoberta por filme polimérico extrator (espessura 0,1 mm)[40]. Devido
ao tamanho da fibra, essa técnica permite que a injecdo dos analito ocorra diretamente
em um cromatégrafo gasoso apds o aquecimento da fibra contendo os analitos
sorvidos/absorvidos [88]. A extracdo acontece quando a fibra é exposta diretamente na
amostra sobre agitacdo ou quando a fibra fica em contato com o vapor da amostra em
um recipiente fechado. Neste Gltimo caso a extracdo € chamada de espaco confinado
(headspace). Na extracdo por headspace os analitos devem ser volateis para que eles
sejam transferidos (evaporem) da amostra e entrem em contato com a fibra exposta.
Dentre os fatores que influenciam a microextracdo em fase solida podemos citar: o tipo
de fibra, temperatura de extracéo, tempo de extracdo, pH, velocidade de agitacdo, forca
ibnica e tempo de dessorcdo. Exemplos da aplicacdo da SPME em fluidos biolégicos € a
extracdo de clorexidina em saliva [89] e drogas recreativas em suor [90].

1.5.  Técnicas de preparo de amostra empregadas para a determinacao de

bixina, metformina e compostos correlatos

Dentre os diversos métodos de preparo de amostra mencionados, varios deles ja
foram empregados na determinacdo bixina,metformina e compostos correlatos em

fluidos bioldgicos.

Levy e colaboradores descreveram em 1997 um método empregando a extracdo
liquido-liquido para avaliar a extracdo de bixina em plasma humano. Neste trabalho foi
utilizado um volume de amostra, 3 mL, com extracdes multiplas (3x). Como solvente
extrator foi empregado uma mistura composta por etanol:cloroférmio (6:3, 9 mL). Com
esta estratégia 0s pesquisadores conseguiram quantificar a bixina até a concentracéo de
2,8 ng bixina por mL de amostra de plasma devido a pré concentracdo obtida (3x).
Contudo, neste trabalho ndo foram apresentados dados de validacdo para o método

proposto [57].

A ELL também foi utilizada para avaliacdo de carotenoides como a luteina,
licopeno e S-carotene em amostras plasma. Outra técnica baseada na ELL, a extracao

por solvente acelerado, tambem foi utilizada para determinacdo de carotenoides,
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incluindo a bixina, em amostras de alimentos e elevados valores de recuperagdo foram
obtidos [91].

Diversos métodos de extracdo foram relatados em métodos para determinacéo de
metformina em fluidos bioldgicos sendo a precipitacdo proteica empregando acetonitrila
a mais abundantemente utilizada [92-101]. Para esse mesmo farmaco também ja foram
reportados na literatura o uso de &cido tricloroacético [102] e acido perclérico [103]
como agentes precipitantes. Nestes trabalhos, 0s agentes precipitantes foram
adicionados ao plasma seguido de agitacdo, centrifugagéo, separacdo do sobrenadante e

finalmente injecdo no sistema cromatogréafico.

A extracdo em fase sélida também foi utilizada para a extracdo de metformina
em amostras bioldgicas como plasma [104], agua residual [105], suplementos dietéticos
e ervas medicinais [106]. A grande dificuldade de extracdo da metformina nos métodos
descritos é frequentemente associada a baixa afinidade desse medicamento pelos
solventes organicos e sorventes apolares baseados em silica de fase reversa o que pode
ser comprovado pelas baixas recuperacdes observadas. Em alguns casos o problema da
baixa recuperacdo da metformina por SPE ndo foi contornado mesmo utilizando
sorventes hibridos [105]. A extracdo de fase sélida utilizando laurel sulfato de sodio
como agente de par ionico foi reportado na analise de metformina e sitagliptina em
plasma [107]. Um sorvente de troca catibnica fui empregado na extracdo de metformina
em plasma [108]. A microextracdo em fase liquida empregando fibra oca também foi
descrita para extracdo de metformina e rosiglitazona em amostras de plasma e urina
[109].

Devido a falta de afinidade da metformina com grande parte dos solventes
organicos mais comuns, a derivatizacdo com cloreto de p-nitrobenzoil foi empregada
como recurso para auxiliar na extracdo liquido-liquido, uma vez que a metformina € um

composto altamente polar [110].

1.6. Cromatografia liquida na determinacdo de farmacos em fluidos

bioldgicos

A cromatografia liquida de alto e ultra desempenho associada a diversos
sistemas de deteccdo é uma técnica amplamente empregada para a determinacdo de

farmacos em fluidos bioldgicos, devido a sua elevada capacidade de separar compostos
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organicos, inorganicos ou bioldgicos provenientes de diversas matrizes seja na industria
farmacéutica, de alimentos, petroquimica como em laboratérios forense e de analises

clinicas.

A cromatografia € uma técnica de separacdo de compostos que se baseia nas
diferentes interacdes dos analitos entre duas fases, sendo uma fase mével e uma fase
estacionaria. Em 1906 o botanico russo Mikhail Tswett publicou, em uma revista de
boténica, um trabalho em que ele percolou um extrato de planta por uma coluna de
vidro recheada com carbonato de célcio. Apds passar um solvente apolar pela coluna,
Tswett percebeu que os diferentes pigmentos foram separados em bandas de cores
diferentes [111]. Diferentemente de outros trabalhos que antecederam este Tswett
propds que essa separacdo ocorreu pelas diferencas de interacdo dos componentes com a

fase movel e a fase estaciondria.

A cromatografia pode ser classificada por dois tipos a planar e em coluna. Na
cromatografia planar a fase estacionaria é suportada em um material plano ou um papel.
A fase mével é um liquido que se move por acdo da capilaridade. Na cromatografia em
coluna a fase estacionaria se encontra empacotada dentro de um tubo. A fase movel
passa pela fase estacionaria por meio da acdo da gravidade (cromatografia liquida
classica), por capilaridade (cromatografia em camada delgada ou papel) ou por acdo de
uma pressdo externa (cromatografia liquida, gasosa ou por fluido supercritico).
Podemos também classificar a cromatografia de acordo com a fase movel em que se
diferem de acordo com o fluido que carreia a amostra, podendo ser a fase movel um

liquido, um géas ou um fluido supercritico [112].

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) o sistema cromatografico é
constituido basicamente por um reservatorio de fase movel, o sistema de bomba de alta
pressdo, o injetor, uma coluna cromatografica e um detector com sistema de aquisicdo
de dados (Figura 7). A eluicdo pode ocorrer no modo isocratico em que a cComposicao
da fase mdvel ndo altera ao longo da andlise ou no modo gradiente em que a

composicaodo solvente de eluicdo muda ao longo da corrida cromatogréfica.
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Figura 7: Sistema cromatografico composto por fase moével, bomba de alta pressdo, injetor,
coluna cromatogréfica, detector e sistema de aquisicao de dados.

A separacdo dos compostos de interesse ocorre na coluna que é recheada com a
fase estaciondria apropriada. A separacao ocorre por diferentes mecanismos, sendo estes
mecanismos basicamente os mesmos dos envolvidos na extracdo em fase solida em que
0 tipo de interacdo com a fase estacionaria é levado em conta. S&o eles: particéo,
adsorcdo, troca ibnica, bioafinidade, quiral e exclusdo[112]. Diversos sdo os tipos de
fase estacionarias que se pode utilizar em cromatografia sendo as mais comuns as
particuladas totalmente porosas, esfericas e de tamanho regular de até 3,5 um. Ja
materiais mais recentemente utilizados sdo aqueles baseados em monolitos de corpo
continuo, particulados totalmente porosos de diametro inferior a 2 um ou ainda

particulado superficialmente porosas e ndcleo ndo poroso [113].

As colunas cromatogréaficas podem variar de tamanho de acordo com o interesse,
podendo variar de 1-25 cm de comprimento nas colunas analiticas e acima de 20 cm as
preparativas. O diametro interno também varia de acordo com a finalidade da separacao,
sendo as analiticas entre 1-4,6 mm e as preparativas maiores que 10 mm. Da mesma
forma o tamanho de particula da fase estacionaria pode variar entre 1,5 a 10 um [112,
114].

Em cromatografia os sistemas de deteccdo estdo conectados em série e apos a
coluna cromatografica. Ao sair da coluna o analito entra no detector e gera um sinal que
é visualizado na forma de um pico cromatografico O sinal € proporcional a
concentracdo do analito na amostra. Os detectores podem ser universais, que geram um

sinal para todos 0os componentes presentes na amostra ou seletivos, que geram sinais
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somente para compostos que apresentem propriedades especificas. Dentre as
caracteristicas de um detector, é importante que ele seja: sensivel, estavel a diversos
tipos de solvente, reprodutivel, o sinal de ser proporcional a concentragdo em uma
ampla faixa linear, ndo deve ser sensivel a variacdo de temperatura nem de vazao, ser
capaz de obter resposta rapida e ser de facil manuseio. Muitos sdo os tipos de detectores
empregados em cromatografia liquida, sendo os principais os de absorvancia,
fluorescéncia, eletroquimicos, indice de refracdo e espectrometria de massas [112, 115].

Com o advento da tecnologia foi possivel o desenvolvimento de sistemas
cromatograficos mais eficientes, que possibilitou a melhor separacdo e menor tempo de
analise. Esse avanco foi possivel devido a diminuicdo do tamanho de particula, com
colunas cromatograficas empacotadas com particulas menores que 2 pum e o diametro
interno das colunas entre 1-2,1 mm. Devido a diminui¢do do tamanho das particulas foi
necessario um sistema que suportasse maiores pressdes (100 MPa). Foi necessaria a
diminuicdo dos volumes internos, reducdo da cela de deteccdo e maior velocidade de
aquisicdo de dados. Esse sistema moderno foi denominado de cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (UHPLC)[114, 116-118].

Por ser uma técnica extremamente relevante o UHPLC ¢ bastante utilizado na
analise de diversos tipos de compostos presentes em diversas matrizes [45-47, 76, 79,
80, 86, 119-122].

Como método de andlise a cromatografia liquida é amplamente empregada como
ferramenta para determinagdo de metformina e bixina em amostras biolégicas. Podemos
observar na Tabela 2 diversos métodos em que diversos tipos de colunas, fases mdveis,

técnicas de preparo de amostra foram utilizadas para analise de metformina e bixina.
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Tabela 2: Comparacdo das técnicas, colunas, fases moveis e preparo de amostra

utilizadas na analise de metformina e bixina

o ] Preparo de
Autores/Ano Técnica/Coluna Fase mdvel Amostra
amostra
Attimarad et al,
HPLC/C18 NH;Ac/MeOH Plasma PP
2015 [97]
Polagani et al, 2013
[94], Chen et al, HPLC/C18 NH,AC/ACN Plasma PP
2011 [100]
Shah et al, 2016
HPLC/CN NH4HCO,/MeOH Plasma SPE
[107]
Koseki et al, 2005 HPLC/Troca
. NH4AC/ACN Plasma SPE
[108] idnica
Scherf-Clavel e NH,HCO,/ACN/C  Mancha de SPE
HPLC/HILIC -
Hogger, 2015 [123] H,0, sangue seco  modificada
Discenza et al, 2010
[92] UHPLC/HILIC NH4HCO3/MeOH Plasma PP
Sherif et al, 2015
UHPLC/C18 ACN/CH,0, Plasma PP
[99]
Pontorolo et al, 2014 NH,HCO,/ACN/C
HPLC/HILIC Plasma PP
[95] H,0,
) Tampéo
Porta et al, 2008 [93] HPLC/Fenil Plasma PP
fosfato/ACN
) ACN/KH,PO./
Chhetri et al, 2014 )
HPLC/C18 lauril sulfato de Plasma PP
[103] -
sédio
Yardimci et al, 2007 ) Tampéo acetato
HPLC/Fenil ) ) Plasma PP
[98] facido acético/ACN
Bem-Hander et al, Tampéo Plasma e
HPLC/C18 ) HF-LPME
2015 [109] fosfato/ACN urina
Porwal e Talele, )
HPLC/Fenil HsPO./ACN Plasma PP
2016 [102]
Levy et al, 1997 [57] HPLC/C18 acido acético/ACN Plasma ELL
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1.7.  Espectrometria de massas na determinacéo de farmacos em fluidos
bioldgicos

O espectrometro de massas € um instrumento extremamente versatil e poderoso
na identificacdo e quantificacdo de diversos composto organicos e inorganicos
especialmente quando associado a cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia. Suas
aplicacbes abrangem todas as &reas da quimica analitica e os mais diversos ramos do
conhecimento. O principio fundamental da espectrometria de massas se baseia na
determinacdo de diferentes espécies quimicas ionizadas em funcdo das suas respectivas

relagdes massa carga (m/z) [115, 124].

O espectrometro de massas € na verdade um equipamento complexo formado
por componentes com fungdes distintas. O primeiro componente na sequéncia por onde
passam os analitos é o chamado sistema de entrada ou infusdo da amostra, responsavel
pela injecdo no espectrometro a uma vazdo controlada. Esse sistema pode ser
representado por uma bomba de seringa ou um cromatografo (a liquido ou a gas). Na
entrada do espectrdmetro a amostra passa por uma fonte de ionizagdo onde os analitos
sdo ionizados e ions livres, em fase gasosa, adentram ao espectrdmetro. O modulo
seguinte é o analisador de ions que ira separar os ions que adentraram de acordo com
suas relacdes massa/carga. Os ions separados pelo analisador colidem entdo com um
detector de ions que faz a contagem desses ions gerando um sinal elétrico que é
convertido em um espectro de massas e/ou em um cromatograma de ions dependendo

do caso (Figura 8).

!

1 -

Fonte de ionizacao Analisador Detector

oo
Entrada da amostra
Sistema de

aquisicdo de dados

Figura 8: Sistema do espectrometro de massas composto por entrada da amostra, fonte de
ionizagdo, analisador, detector e sistema de aquisi¢do de dados.

As fontes de ionizag¢do sdo muito importantes no processo uma vez que para que

os diferentes analitos sejam diferenciados eles precisam ser estar ionizados para que

23



campos eletromagnéticos atuem sobre eles. Existem diversos métodos de ionizacdo
dentre eles pode-se destacar o impacto de elétrons (EI), a ionizacdo quimica (CI),
ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI), o bombardeamento rdpido de atomos (FAB),
ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI), dessor¢do por
eletronebulizagdo (DESI), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) e a
fotoionizagdo a pressdo atmosférica (APPI) [115, 124]. Quando a cromatografia gasosa
é acomplada a espectrometria de massas as principais fontes de ionizacao utilizadas sdo
a El e a Cl, pois essas fontes encontram-se sob alto vacuo, ja para cromatografia liquida
as fontes mais utilizadas sdo ESI, APCI e APPI.

Os analisadores sdo 0s responsaveis pela selecdo dos ions de acordo com a m/z
de interesse do analista. Os analisadores mais comuns sdo o quadrupolo (Q), a
armadilha de ions de Paul (ion-trap), armadilha de ions de Kindon (orbitrap) e tempo
de voo (TOF). O analisador pode ser de alta ou baixa resolucdo. A resolucdo do
analisador estd associada a capacidade do espectrometro diferenciar compostos com

massa nominal iguais [115].

Alguns metodos de ionizagdo sdo capazes ndo sO de ionizar as moléculas de
interesse, mas também sdo capazes de fragmentar os ions, gerando fragmentos
carregados eletricamente caracteristicos de ions filhos. Essa fragmentacdo é importante
porque ajuda na elucidacdo da estrutura quimica dos compostos. Quando a fonte de
ionizacdo ndo € energética o suficiente para formar ions é possivel utilizar a
espectrometria sequencial em que dois analisadores sdo colocados em sequéncia. No
primeiro analisador ocorre a selecdo do ion do analito de interesse. Em seguida o ion
selecionado entra em uma cela de colisdo onde o ion sofre uma fragmentacéo induzida
por um gas inerte gerando fragmentos especificos que sdo transferidos para o segundo

analisador onde ocorre a selecdo dos fragmentos gerados na colisdo[124].

Diversos métodos empregando a fonte de ionizacdo ESI associada com
analisadores do tipo quadrupolo ou triplo quadrupolo ja foram utilizados na
determinacdo de metformina em plasma de rato [92], plasma humano [95, 97, 99, 101,
107, 108], sangue seco [123]. O ESI associado com analisadores seqlienciais do tipo
quadrupolo-armadilha de ions (Qtrap) também ja foi empregado em estudos envolvendo
metformina em plasma humano [100]. Uma fonte de dessorcdo por laser com fonte de

ionizagdo APCIl com analisador do tipo triplo quadrupolo foi utilizado para
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determinag@o de metformina em sangue seco de humanos e ratos [125] e em plasma de
rato[126].
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2. Objetivo Geral

Avaliar diferentes técnicas de preparo de amostras visando desenvolver e validar um
método para determinacdo de metformina e bixina em plasma de rato empregando a
cromatografia de ultra eficiéncia associado a detector por absorbancia com arranjo de
fotodiodos e espectrometria de massas sequencial.

Os objetivos especificos sao:

1. Awvaliar diferentes colunas cromatogréaficas buscando a melhor retencdo, tempo
de analise e seletividade para os compostos alvos;

2. Avaliar os parametros da técnica de precipitacdo de proteinas para obter melhor
extragdo de metformina do plasma;

3. Avaliar os parametros de extracdo em fase solida para obter a melhor extracéo
de bixina do plasma;

4. Avaliar os parametros de extracdo liquido-liquido para obter a melhor extracao
de bixina do plasma;

5. Validar o metodo da precipitacdo proteica e da extracdo liquido-liquido
desenvolvido;

6. Empregar o método validado em amostras de ratos tratados com sistemas de

liberacdo controlada contendo bixina e metformina.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes e solucdes

Os padrdes analiticos dos farmacos utilizados no trabalho foram bixina (96,6%,
ChromaDex) e metformina (99,8%, Sigma-Alcrich). A dgua empregada para 0 preparo
das solugdes e fase moével foi do Tipo | (dgua deionizada) obtida de um sistema de
deionizacdo Milli-Q (Milipore). Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH), foram ambos
grau HPLC (J.T.Baker); etér dietilico (Vetec; Neon); &cido tricloroacético (ATCA,
Synth); acetona (Sigma-Aldrich); acetato de amdnio (NH;Ac, Merck), cloreto de sodio
(NaCl, Synth); &cido férmico (Merck) grau analitico ou superior. Os sorventes para
extracdo em fase solida avaliados foram a base de silica com fase quimicamente ligada
com grupos octadecil (C18) Strata C18T (55 um, 140A, Phenomenex); com grupos octil
(C8) Strata C8 (55 um, 140A, Phenomenex) e HFC8 (Agilent); com grupo fenil —Strata
Phenyl (50 um, 65A, Phenomenex) e fases poliméricas StrataX (33 um, Phenomenex) e
Oasis HLB (30 pum, 80A,Waters).

3.2.  Equipamentos

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de
ultra desempenho UPLC® Aquity H-Class (Waters). O sistema de deteccéo foi efetuado
por um detector por absorbancia com arranjo de fotodiodo (PDA, Waters) e um
espectrometro de massas Xevo TQD (Waters) do tipo triplo quadrupolo com ionizacao

por eletronebulizacéo.

Para a agitacdo das amostras foi utilizado um agitador tipo Vortex Classic (Velp)
e para centrifugacdo foi utilizado uma centrifuga de tudo de polipropileno 5415D
(Eppendorf). Para dissolucdo de amostras e degaseficacdo da fase movel foi empregado

um aparelho de ultrassonicacéo (Ney Ultrasonic).

3.3. Amostras

As amostras de plasma de ratos sem a presenca de bixina e metformina foram
obtidas do Laboratdrio de Hipertencdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG

(ICB-UFMG), estocados a -20 °C e ao abrigo da luz por no maximo 3 meses. Os
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estudos desenvolvidos nesse trabalho receberam aprovacdo pelo comité de ética

responsavel que se encontra no Anexo |.

3.4.  Parametros cromatograficos

A corrida cromatografica foi realizada em uma coluna Acquity UHPLC® HSS
C18 (100 x 2,2dmm; 1,8 um) com uma coluna de guarda de 0,5 cm de mesma fase
estacionéria e um filtro de linha de 0,2 um. A eluigdo foi realizada com (A) NH4Ac 20
mmol L em 4gua deionizada e (B) 0,5% &cido formico em ACN no modo gradiente. O
gradiente utilizado foi: 0-1min, 99% (A); 1,00-1,01 min, 99-10% (A); 1,01-3,50 min,
10-0% (A); 3,50-5,00 min, 0% (A); 5,00-5,01 min, 0-99% (A); 5,01-7,00 min, 99% (A)
. A vazdo da fase mével foi mantido em 0,300 mL min™ e tanto a temperatura da coluna
como do amostrador foram mantidos a 30 °C. O volume de injecdo foi de 10,0 pL.

3.5.  Parametros da espectrometria de massa

A fonte de ionizacdo empregada foi a de eletronebulizacdo no modo positivo. A
temperatura de dessolvatagdo foi de 450 °C com uma vazdo de 650 L min™ de N,. A
temperatura de bloco foi mantida em 150 °C, a vaz&o de N do cone de 10 L min™ e a
voltagem do capilar de 2,5 kV. O modo de aquisi¢cdo dos dados foi o de monitoramento
de reacbes multiplas (MRM). A analise dos dados foi realizada utilizando o software
MassLynx 4.1 (Waters).

3.6.  Auvaliacdo das colunas cromatogréficas

Nesta avaliacdo foram empregadas cinco diferentes colunas de fase reversa e
com excecdo da coluna com grupos fenil (Agilent) todas as outras colunas foram da

marca Waters. Algumas caracteristicas das colunas sdo descritas na Tabela 3.

Para esta avaliacdo foram utilizadas solucdo padrdo de metformina na
concentracdo 500 ng mL™ preparada em &agua e solucdo padrdo de bixina na

concentracdo de 1000 ng mL™ preparada em metanol.
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Tabela 3: Especifica¢des das colunas cromatogréaficas avaliadas.

. . Tamanho Densidade Area
Dimensoes de . % .
Colunas . de ligante superficial
(mm) particula( carbono
(umol/m?) (m?/g)
Hm)
Poroshell 120 Phenyl Hexyl 3.0x 50 2,7
Acquity UPLC® BEH C18 2,1x 50 1,7 3,1 18 185
Acquity UPLC® HSS T3 2,1x 50 1,8 1,6 11 230
Acquity UPLC® HSS C18 2,1x100 1,8 3,2 15 230
Acquity UPLC® HSS C18 SB  2,1x 50 1,7 1,6 8 230

3.7.  Avaliacéo dos parametros de precipitacdo proteica para extracdo de

metformina de amostras de plasma

3.7.1. Avaliacdo do tipo de agente precipitante na extracdo de

metformina de amostras de plasma

Foram avaliados trés tipos diferentes de agentes precipitantes e suas
combinacgdes para a extracdo da metformina das amostras de plasma. Os trés agentes
precipitantes avaliados foram: solugdo 10% (m/v) de acido tricloroacético preparado em

agua deionizada, acetonitrila e acetona.

As amostras foram preparadas em tubos de polipropileno de 2 mL fortificando
200 pL de plasma com 10 pL de solugdo de metformina (10 pg mL™). As amostras de
plasma fortificadas foram adicionados o0s agentes precipitantes em suas devidas
proporcdes como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Proporgdes dos agentes precipitantes avaliados na extracdo de metformina
em amostras de plasma.

Experimento Solucéo de precipitagao avaliada

1 100 pL de ATCA 10% (m/v) + 200 uL de 4gua deionizada

500 pL de acetona

500 pL de ACN

100 pL de ATCA 10% (m/v) + 500 pL de acetona

250 pL de ACN + 250 pL de acetona

100 pL de ATCA 10% (m/v) + 500 pL de ACN

100 pL de ATCA 10% (m/v) + 250 pL de acetona + 250 uL de ACN

~N o ok wN

ATCA = 4cido tricloroacético, ACN = acetonitrila.
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Em seguida as amostras de plasma adicionadas dos agentes precipitantes foram
agitadas por 30 segundos em vortex e levadas para centrifugacdo por 10 minutos a
13000 rpm. Duzentos microlitros (200 uL) do sobrenadante foram recolhidos em vials,
diluidos com 400 pL de &gua deionizada e 5 pL injetados no cromatografo. As
condi¢des utilizadas nos testes acima foram obtidas a partir de testes prévios.

Os resultados de porcentagem de extragdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de precipitacdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apds a precipitacdo. A recuperacdo de extracdo foi
calculada empregando a Equacéo 5:

area do extrato fortificado antes da extragio

Porcentagem de extracdo = x 100 Equagdo 05

area do extrado fortificado apés a extragio

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo s@o apresentados como a média desses valores.

3.7.2. Avaliacdo do tipo de agente precipitante na extracdo de

metformina de amostras de plasma

Para a avaliacdo da concentracdo do agente precipitante (ATCA em agua
deionizada) foram utilizadas solucGes nas concentracdes de 5, 10 e 15% (m/v).

As amostras foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL fortificando
200 pL de plasma com 10 pL de solucéo de metformina (10 pg mL™) e 12 pL de bixina
(48,5 pg mL™). As amostras fortificadas foram adicionados 200 uL de ATCA em
diferentes concentracdes (5, 10 e 15%, m/v).

Em seguida as amostras de plasma adicionadas dos agentes precipitantes foram
agitadas por 30 segundos em vortex e levadas para centrifugacdo por 10 minutos a
13000 rpm. Cem microlitros (100 pL) do sobrenadante foram recolhidos em vials,
diluidos com 500 pL de &gua deionizada e 5 pL injetados no cromatografo. Os
resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando amostras de
plasma fortificadas antes da etapa de precipitacdo e o extrato livre de metformina

(branco) fortificado apos a precipitacao.
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O célculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéo 05 descrita no item 3.7.1.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores
de porcentagem de extracdo sao apresentados como a média desses valores.

3.8. Otimizacdo da extracdo liquido-liquido para extragdo de bixina de
amostras de plasma

3.8.1. Avaliacdo do tipo de solvente extrator na extracio de bixina de
amostras de plasma

Foram avaliados quatro tipos diferentes de solventes extratores éter dietilico,
diclorometano e hexano e a mistura de acetonitrila/éterdietilico (2/5:v/v).

As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucdo de bixina (97 pg mL™) e 20 pL
de solucéo de metformina (10 pg mL™).

As amostras fortificadas foi adicionadol mL do solvente organico extrator, em
seguida agitadas por 30 segundos em vortex e levadas para centrifugacdo por 10
minutos a 13000 rpm.

Apos a centrifugacdo, 800 pL da fase orgénica foram recolhidos e levados para
completa evaporacgéo do solvente em banho Maria (~ 40 °C) seguida da redissolugéo do
residuo com 400 pL de acetonitrila. Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de
poro de 0,22 um e 10 pL injetados no cromatégrafo.

O calculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacédo 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extracgéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a média desses valores.
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3.8.2. Avaliacéo do efeito da diluicdo da amostra de plasma na extracao

de bixina

Neste estudo as amostras de plasma fortificadas com bixina foram previamente
diluidas com &gua deionizada em diferentes proporcdes (plasma/dgua - 400/100 uL e
400/200puL) para avaliar seu efeito na porcentagem de extracao.

As amostras de plasma foram preparadas em tubos de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
de solucéo de metformina (10 ug mL™). Essas amostras fortificadas foram divididas em
dois grupos. Em um grupo foi avaliado a adi¢do de 100 e no outro 200 pL de agua ao
plasma fortificado para verificar o efeito da diluicéo.

As amostras fortificadas foi adicionado 1 mL de éter dietilico, em seguida
agitadas por 30 segundos em vortex e levadas para centrifugacdo por 10 minutos a
13000 rpm.

Apos a centrifugacdo, 800 pL da fase organica foram recolhidos e levados para
completa evaporagéo do solvente em banho Maria (~ 40 °C) seguida da redissolugéo do
residuo com 400 uL de acetonitrila.

Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de poro de 0,22 um e 10 pL
injetados no cromatografo.

O calculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacédo 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extracéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a média desses valores.

3.8.3. Avaliacédo do tempo de agitacdo entre a amostra de plasma e o

solvente extrator na extracdo de bixina

Neste estudo foram avaliados diferentes tempos de agitacdo entre a solucdo de

extracdo e a amostra de plasma.
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As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 L de solucéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
de solucéo de metformina (10 pg mL™).

As amostras fortificadas foi adicionado 1 mL do solvente orgénico extrator (éter
dietilico) e separadas em dois grupos. Um grupo foi agitado por 30 segundos enquanto
que o outro foi agitado por 60 segundos, ambos em vortex. Em seguida ambos o0s
grupos foram levados para centrifugacdo por 10 minutos a 13000 rpm. Apds a
centrifugacdo, 800 pL da fase organica foram recolhidos e levados para completa
evaporacdo do solvente em banho Maria (= 40 °C) seguida da redissolucdo do residuo
com 400 pL de acetonitrila. Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de poro de
0,22 pme 10 pL injetados no cromatografo.

O calculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéao 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extragéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracGes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a media desses valores.

3.8.4. Avaliacdo da adicdo de sal na amostra de plasma na extracao de

bixina

Neste estudo foi avaliado o efeito da adicdo de sal (salting out) na porcentagem
de extracdo de bixina em amostras de plasma.

As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucéo de bixina (97 pug mL™) e 20 pL
de solugdo de metformina (10 pg mL™). As amostras fortificadas foram separadas em
dois grupos. Um deles recebeu a adi¢do de 100 pL de uma solucdo de acetato de amdnio
(20%, m/v), 100 pL de uma solucdo de cloreto de sodio (20%, m/v), 200 uL de uma
solucdo de hidrogenofosfato dissddico (10%, m/v) enguanto que o0 outro grupo nado
recebeu a adicdo dessa solugéo.

Aos dois grupos de amostras fortificadas foi adicionado 1 mL de éter dietilico,
em seguida agitadas por 30 segundos em vortex e levadas para centrifugagcdo por 10

minutos a 13000 rpm. Ap0s a centrifugacdo, 800 uL da fase organica foram recolhidos
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e levados para completa evaporacdo do solvente em banho Maria (=~ 40 °C) seguida da
redissolucdo do residuo com 400 pL de acetonitrila. Finalmente as amostras foram
filtradas em filtro de poro de 0,22 um e 10 pL injetados no cromatdgrafo.

O célculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéo 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado ap6s a extracéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores
de porcentagem de extracdo sao apresentados como a média desses valores.

3.8.5. Avaliacéo da extracdo liquido-liquido sequencial na extragdo de

bixina das amostras de plasma

Para esta avaliagdo foi utilizado o éter dietilico como solvente extrator e
comparado os valores de recuperacdo empregando duas e trés extracdes sequenciais.

As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
de solugdo de metformina (10 ug mL™).

As extracdes empregando eéter dietilico foram realizadas empregando duas e trés
extracGes com 1,2 mL de éter dietilico.

No modo de duas extracdes sequenciais foi adicionado as amostras uma primeira
aliquota de 1,2 mL de éter dietilico. A mistura foi entdo agitada por 30 segundos em
vortex e levada para centrifugacdo por 10 minutos a 13000 rpm. Apdés a centrifugacao
1000 pL da fase organica (denominado extrato 1) foram recolhidos e armazenados . A
fase aquosa residual foram adicionados mais 1,2 mL de éter dietilico. Em seguida o
tubo foi mais uma vez agitado por 30 segundo em vortex e levado para centrifugacédo
por 10 min a 13000 rpm. Uma segunda aliquota de 1000 pL da fase organica foi
recolhida (denominada extrato 2) e adicionada ao primeiro extrato (extrato 1). A
solucdo combinada dos extratos 1 e 2, ambos no mesmo recipiente de polipropileno de
2 mL, foi entdo levado para completa evaporacdo do solvente em banho Maria (> 40
°C). No teste com trés extracdes foi adicionado a fase aquosa mais uma aliquota de 1,2

mL de éter dietilico, seguido de agitacdo por 30 segundos em vortex e centrifugagdo por
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10 min. Uma terceira aliquota foi recolhida (denominada extrato 3) e adicionado ao
mesmo frasco da solugdo do extrato 1 e 2. Essa ultima fragdo de éter foi evaporado em
banho Maria, seguida da redissolucdo do residuo com 400 pL de acetonitrila.
Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de poro de 0,22 um e 10 pL injetados
no cromatégrafo.

O célculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéo 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extragdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado ap6s a extracéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extragfes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a media desses valores.

3.9. Otimizacdo da extracdo em fase solida para extracdo de bixina de

amostras de plasma

Para a otimizacao da extracdo de bixina por extracdo em fase sélida (SPE) foram
empregados cartuchos montados com seringas de polipropileno de 1 mL contendo um
filtro (frit) superior e outro inferior de politetrafluor etileno (Teflon®) ambos com poros
de 0,22 um de diametro medio. Para a otimizacdo dos parametros de SPE foi utilizado
uma bomba peristéltica Ismatec e tubulacdes de Viton® de 1 mm de diametro em numa
vazdo aproximada de 1 mL min? (£ 0,1 mL min™). Com essas condicdes foram

avaliados os parametros de SPE descritos a seguir.

3.9.1. Avaliacéo do tipo de sorvente na extracédo de bixina de amostras

de plasma

Neste estudo foram avaliados seis tipos diferentes de fase estacionaria: Strata
C18T (55 pm, 140A, Phenomenex); Strata C8 (55 um, 140A, Phenomenex); HFC8
(Agilent); StrataX (33 pum, Phenomenex); Oasis HLB (30 um, 80A, Waters). Strata
Phenyl (50 um, 65A Phenomenex) .Os cartuchos foram montados empregando 80 mg
dos sorventes descritos.

As amostras de plasma foram preparadas em tubos de polipropileno de 2 mL

fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solugéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
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de solucdo de metformina (10 pg mL™) seguido de diluicdo com 400 pL de agua
deionizada.
O procedimento de SPE foi realizado em quatro etapas descritas a seguir:
e Condicionamento do cartucho: uma aliquota de 400 uL de MeOH seguida de
duas aliquotas de 500 pL de agua deionizada;
e Amostragem: 800 pL da amostra de plasma diluida com &gua deionizada

(1:1vv);

e Limpeza (clean up): uma Unica aliquota de 800 uL de &gua;

e Eluigdo: duas aliquotas de 600 pL de uma solugdo ACN:éter dietilico (1:1/ v:v).

Apos a etapa de eluicdo o solvente do eluato recolhido foi reduzido a 600 pL em
banho Maria (~ 40 °C). Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de poro de 0,22
pm e 10 pL injetados no cromatografo.

O calculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéao 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extragéo.

Para cada condicao avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a media desses valores.

3.9.2. Avaliacdo da massa de sorvente na extracao de bixina

Nesta avaliacdo foram montados cartuchos de SPE com 40, 80 e 120 mg de
sorvente Strata C18T a base de silica, com particulas de 55 um, tamanho médio de poro
de 140 A. As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
de solucdo de metformina (10 pg mL™) seguido de diluicio com 400 pL de agua
deionizada.

O procedimento de SPE foi realizado em quatro etapas descritas a seguir:
e Condicionamento do cartucho: 200, 300 e 400 uL de MeOH foram percolados
para os cartuchos contendo 40, 80 e 120 mg sorvente, respectivamente, seguido

de duas aliquotas de 500 pL de agua deionizada;
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e Amostragem: um volume de 800 pL da amostra de plasma diluido com agua
deionizada (1:1/v:v) foi introduzida no cartucho;

e Limpeza (clean up): uma Unica aliquota de 800 uL de &gua deionizada foi
percolada nos cartuchos;

e Eluigdo: duas aliquotas de 600 puL de uma solucdo ACN:éter dietilico (1:1, v/v)
foram percolados nos cartuchos.

Apos a etapa de eluigdo o solvente do eluato recolhido foi reduzido a 600 pL em
banho Maria (= 40 °C). Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de poro de 0,22
pum e 10 pL injetados no cromatdgrafo.

O célculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéao 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extracéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracdes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a media desses valores.

3.9.3. Avaliacéo da adicao de sal na amostra de plasma e na etapa de

limpeza sobre a extracdo de bixina

Para este estudo foi empregada uma solucdo de cloreto de sddio (20 % m/v)
adicionada na amostra de plasma e também durante a etapa de limpeza. As amostras de
plasma foram fortificadas foram separadas em quatro grupos distintos como descrito na
Tabela 5.

Tabela 5: Grupos de condigfes avaliadas no estudo do efeito da adicdo de sal na
porcentagem de extracdo da bixina por SPE.

Experimento Descricao
1 Amostra diluida com agua e limpeza com agua (SA)
2 Amostra diluida com NaCl e limpeza com NaCl (SO1)
3 Amostra diluida com agua e limpeza com NaCl (SO2)
4 Amostra diluida com NaCl e limpeza com agua (SO3)

SA = sem adicdo de sal; SO = grupo salting out.
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Nesta avaliagdo os cartuchos foram montados com 80 mg de sorvente Strata
C18T a base de silica C18.

As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
de solucdo de metformina (10 pg mL™) seguido de diluicdo com 400 pL de agua
deionizada.

O procedimento de SPE foi realizado em quatro etapas descritas a seguir:

e Condicionamento do cartucho: uma aliquota de 400 uL de MeOH foi percolada
seguida de duas aliquotas de 500 pL de agua deionizada;

e Amostragem: 800 pL de amostra de plasma diluida (diluicdo com solucdo de
cloreto de sodio ou agua deionizada);

e Limpeza (clean up): uma uUnica aliquota de 800 pL de agua deionizada ou
solucgéo de cloreto de sodio;

e Eluicdo: duas aliquotas de 600 pL de uma solugdo ACN:éter dietilico (1:1, v/v).

Apos a etapa de eluicéo o solvente do eluato recolhido foi reduzido a 600 pL em
banho Maria (~ 40 °C). Finalmente as amostras foram filtradas em filtro de poro de 0,22
pm e 10 pL injetados no cromatografo.

O calculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacéao 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extracgéo.

Para cada condicao avaliada foram realizadas duas extracfes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a media desses valores
3.9.4. Avaliacéo do solvente de eluicdo na extracédo de bixina

Neste estudo foram avaliadas diferentes composicdes do solvente de eluicao.

Foram avaliados quatro diferentes sistemas de eluicdo descrito na Tabela 6.
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Tabela 6: Sistemas de eluicdo avaliados na etapa de eluicdo para a extragdo da bixina
de amostras de plasma por SPE.

Experimento Descricéo
1 Duas aliquotas de 600 pL de uma solucdo ACN:éter dietilico (1:1/v:v)
2 Unica aliquota de 400 pL de ACN

Uma primeira aliquota de 600 puL de uma solugdo ACN:éter dietilico
(1:1/ v:v) seguida de uma segunda aliquota de 600 pL de éter dietilico

Uma primeira aliquota de 400 puL de ACN seguida de uma segunda
aliquota de 600 pL de éter dietilico

3

ACN = acetonitrila.

Nesta avaliagdo os cartuchos foram montados com 80 mg de sorvente Strata C18T a
base de silica C18.

As amostras de plasma foram preparadas em tubo de polipropileno de 2 mL
fortificando 400 pL de plasma com 12 pL de solucéo de bixina (97 ug mL™) e 20 pL
de solucdo de metformina (10 pg mL™) seguido de diluicio com 400 pL de agua
deionizada.

O procedimento de SPE foi realizado em quatro etapas descritas a seguir:

e Condicionamento do cartucho: uma aliquota de 400 pL de MeOH foi percolada

seguida de duas aliquotas de 500 pL de a4gua deionizada;

e Amostragem: 800 pL de amostra de plasma diluido;

e Limpeza (clean up): uma unica aliquota de 800 pL de agua deionizada ou

solucdo de acetato de amonio;

e Eluicdo: conforme descrito na Tabela 5.

Apos a etapa de eluicdo o solvente do eluato recolhido foi reduzido ao volume total
de ACN na amostra de eluicdo em banho Maria (~ 40 °C). Finalmente as amostras
foram filtradas em filtro de poro de 0,22 um e 10 pL injetados no cromatografo.

O calculo para os valores de porcentagem de extracdo foram realizados
empregando a Equacédo 05 descrita no item 3.7.1.

Os resultados de porcentagem de extracdo foram calculados comparando
amostras de plasma fortificadas antes da etapa de extracdo e o extrato livre de
metformina (branco) fortificado apos a extracgéo.

Para cada condicdo avaliada foram realizadas duas extracdes (n = 2) e os valores

de porcentagem de extracdo sdo apresentados como a média desses valores
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3.10. Determinacao dos parametros de validacdo do método

A validacdo de um método desenvolvido é de fundamental importancia para
demonstrar a sua confiabilidade, uma vez que os resultados obtidos de uma anélise
podem ter consequéncias graves. Para validar um método deve-se seguir alguns
procedimentos que envolvem a avaliacdo de determinados parametros descritos em

diversos protocolos oficiais e artigos da area.

Neste trabalho dado as grandes diferencas fisico-quimicas dos analitos de
interesse foram validados dois métodos distintos de analise, um para a bixina e outro
para a metformina. O método de determinacgdo de bixina em plasma de rato empregou
extracdo liquido-liquido e UHPLC-PDA como técnica instrumental de andlise e o
segundo método para determinacdo de metformina em plasma de rato empregou a
precipitacdo proteica e UHPLC-MS/MS como sistema instrumental de analise. Foram
avaliados os parametros: seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho, preciséo,
exatiddo e limite de quantificacdo. As principais figuras de merito de validacdo foram
avaliadas tomando como referéncia o guia de validagdo do FDA — Food and Drug
Administration [127].

Devido ao fato dos analitos terem apresentado comportamentos cromatograficos
praticamente antagonicos, foi necessario fazer ajustes nas condi¢cbes no metodo

cromatografico que serdo descritos nos itens a seguir.

3.10.1. Condicdes cromatograficas para determinacao de bixina

A corrida cromatogréfica foi realizada em uma coluna analitica Acquity
UHPLC® BEH C18 (50 x 2,21mm; 1,7 um) acoplada a uma coluna de guarda de 0,5 cm
de mesma fase estacionaria e um filtro de coluna de 0,2 um. A eluicéo foi realizada com
(A) acido formico 0,1% (v/v) em agua deionizada e (B) ACN no modo gradiente de
eluicdo. O gradiente utilizado foi: 0-4,00min, 98-2% (A); 4,00-5,00 min, 2% (A); 5,00-
5,10 min, 2-98% (A); 5,10-6,50 min, 98% (A). A vazdo da fase movel foi mantida em
0,4 mL min™. As temperaturas da coluna e do amostrador formam de 40 e 20 °C,

respectivamente. O volume de injecéo foi de 10,0 pL.
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O detector de arranjo de fotodiodos foi empregado no modo varredura do
espectro na faixa de 200 a 650 nm com resolucdo de 4,8 nm. O modo de ionizagédo
empregado foi o de eletronebulizagdo no modo positivo. A temperatura de
dessolvatacdo foi de 400 °C com uma vazdo de 600 L min™ de N,. A temperatura de
bloco foi mantida em 150 °C, a vazdo de N, do cone foi de 25 L min™ e a voltagem do
capilar de 5,0 kV. A anélise dos dados foi realizada utilizando o software MassLynx 4.1
(Waters).

3.10.2. Condigdes cromatogréaficas para determinacdo de metfomina

A corrida cromatografica foi realizada em uma coluna analitica Acquity
UHPLC® HSS C18 (100 x 2,1 mm; 1,8 um) com uma coluna de guarda de mesma fase
estacionéria e um filtro de coluna. A eluigdo foi realizada com (A) NH4Ac 20 mmol L™
em agua deionizada e (B) 0,5% acido formico em ACN no modo gradiente de eluicéo.
O gradiente utilizado foi: 0-1 min, 99% (A); 1,00-1,01 min, 99-0% (A); 1,01-1,50 min,
0% (A); 1,50-1,51 min, 0-99% (A); 1,51-3,00 min, 99% (A). A vazdo da fase movel foi
mantida em 0,300 ml min™ e a temperatura da coluna e do amostrador foram mantidos a

30 °C. O volume de injecao foi de 5,0 pL.

O ESI foi utilizado para analise no modo positivo. A temperatura de
dessolvatacéo foi de 450 °C com uma vazdo de 650 L min™ de N,. A temperatura de
bloco foi mantida em 150 °C, a vazdo de N do cone foi de 10 L min™, a voltagem do
capilar de 2,5 kV. A andlise dos dados foi realizada utilizando o software MassLynx 4.1
(Waters).

3.10.3. Seletividade

A seletividade é a capacidade do método de determinar exatamente 0 composto
de interesse na presenca de interferentes da matriz. Para avaliacdo da seletividade, deve-
se comparar 0 extrato da matriz branco com o extrato da matriz fortificado. Assim
verifica-se a existéncia ou ndo de algum interferente da matriz no mesmo tempo de
retencdo do composto de interesse [128]. Para essa avaliacdo o branco deve ser

avalidado em replicata (n=6).
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3.10.4. Lineariadade e faixa linear de trabalho

A linearidade e a faixa linear de trabalho foram avaliadas construindo uma curva
analitica adicionando concentracGes conhecidas de metformina e bixina ao plasma
seguido da extracdo. Foi utilizado oito niveis de concentracdo para cada composto com
um minimo de trés extracdes (triplicata) para cada concentracdo. Para a bixina o plasma
foi fortificado nas concentragbes de 200; 400; 600; 800; 1200; 1500; 1800 e 2200 ng
mL™. Para a metformina foi o plasma fortificado nas concentracdes de 10; 25; 50; 100;
200; 300; 400 e 500 ng mL™. Ap6s a extracdo, as areas correspondentes ao sinal dos
compostos de interesse foram inseridos em um grafico de area vs concentracdo. Através
de um modelo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados ordinarios, foi
obtida uma equagdo que descreve uma relacdo linear do tipo y =ax+ bemque a é o
coeficiente angular, b o coeficiente linear, y € o sinal analito (area) e x a concentracao
do analito. O coeficiente de correlacdo € um bom indicativo ajuste do modelo em uma

determinada faixa de concentragéo.
3.10.5. Exatidao

A exatiddo de um método esta relacionada com a proximidade do teor do
composto de interesse encontrado na amostra com a concentragéo tedrica esperada. Esse
ensaio foi realizado por meio do teste de recuperacdo em que se compara o resultado

obtido da Equacdo 06 com o valor teorico.

Valor de concentracgio obtido

Recuperacgao = x 100 Equacéo 06

Valor de concentracgio teérico

O branco de plasma foi fortificado em trés niveis de concentracdo diferentes em
quintuplicata (n=5) para cada nivel. Para a bixina foi avaliada as concentracdo de 300,
1000 e 2000 ng mL™. Para a metformina foi avaliada as concentracdes 10, 150 e 450 ng
mL™. Apés fortificar o plasma nestas concentracdes, realizou se a extragdo e os sinais
de area obtidos foram aplicados na equacao da regressdo linear para obter o valor de

concentragao.
3.10.6. Preciséo

A precisdo do método verifica se ha proximidade dos resultados da analise de
amostra homogéneas analisadas em replicara em um determinado nivel de

concentracdo. Neste ensaio verificasse a variacdo das medidas feitas em um dia

42



(precisdo) e em dias diferentes (precisdo intermediaria) sendo avaliados trés niveis de
concentragdes em quintuplicata (n=5). O resultado da precisdo ¢ dado em fungdo do
coeficiente de variagdo (CV) (Equacéo 07).

CV (%) = = x100 Equaggo 07

Em que S é o desvio padrdo dos valores obtidos e Cm a concentracdo média
obtida. Para a precisdo intermediaria foi feita a analise em trés dias diferentes pelo
mesmo analista e 0 mesmo equipamento. Para a bixina foram avaliados os niveis de
concentracdo de 400, 1200 e 2200 ng mL™. Para a metformina foram avaliados os niveis
de concentracéo de 25, 200 e 500 ng mL™.

3.10.7.  Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo é definido como a menor quantidade de composto de
interesse que pode ser determinado pelo método proposto com precisdo e exatidao
aceitaveis. Esse parametro de determinado pela Equacdo 08 que leva em consideracdo

parametros obtido pela curva de calibracéo.
LQ =10 x% Equacdo 08

Em que s € o desvio padrdo do branco medido em seis replicas (n=6) e Sé o

valor da inclinacdo da curva de calibragéo.
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4. Resultados e discussao

4.1. Otimizacdo das condi¢bes cromatogréficas, arranjo de diodo e

espectrometria de massas

A otimizacdo da cromatografia liquida acoplada ao detector de absorvancia com
arranjo de fotodiodos e espectrometria de massas foi de extrema importancia para
aumentar a detectabilidade do método. A quantificacdo da metformina foi realizada
utilizando se o fragmento de maior intensidade. Para a metformina usou-se o ion
molecular protonado [M+H]" de m/z 130 como ion precursor e para a fragmentacdo a
transicdo de quantificagdo foi feita pela transi¢do 130—60 com energia do cone de 28 V
e colisdo de 10 V. A confirmagao foi realizada pela transicdo 130—71 com energia do
cone de 28 V e colisdo de 18 V. Na Figura 9 é apresentado o local de quebra da
metformina, sendo esses fragmentos ja descritos na literatura [92, 95, 100, 101, 106,
108, 126]. Foi utilizado o modo de janela de deteccdo em que a metformina foi
monitorada entre 0 e 2,50 min. O tempo de retencdo da metfomina foi de 1,06 min
(Figura 11).

NH

NH;

m/z 60

Figura 9: Estrutura da metformina e fragmentos do ions monitorados.

Para a bixina foi utilizado o comprimento de onda de maximo de absorvancia no
visivel (459 nm). No espectrometro de massas foi utilizada o ion precursor protonado
[M+H]" de m/z 395 e a transi¢do de quantificagdo da bixina foi a de 395—363 com a
voltagem do cone de 24 V e colisdo de 8 V. A transi¢do de confirmagdo foi a 395—335
com voltagem do cone de 24 V e colisdo de 8 V. Essas transicdes utilizadas no
espectrometro de massas (Figura 10) e o comprimento de onda me méaximo de absor¢édo

foram baseados em trabalhos descritos na literatura [57, 129-132]. O tempo de retencédo
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da bixina foi de 4,57 min (Figura 11). Na Figura 12 podemos observar o espectro de

absorcdo do pico cromatografico correspondente a bixina.

m/z 377

m.ﬂ'7. 363

Figura 10: Estrutura da bixina e fragmentos dos ions monitorados.
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Figura 11: Cromatograma das injecdes de solucéo padrdo de metformina(A) (500 ng mL™*)com
deteccdo por espectrometria de massas sequencial (m/z 130—60), solu¢do padréo de bixina (B)
(2500 ng mL*)com deteccao por absorbancia com detector com arranjo de fotodiodos e solugio
padrdo de bixina (C) (2500 ng mL™) com deteccdo por espectrometria de massas (m/z
395363).
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Figura 12: Cromatograma da injecdo de solucéo padrédo de bixina (2200 ng mL™) com destaque
para 0 espectro de absor¢ao no tempo de retencdo (4,57 min).

4.2.  Avaliacéo das colunas cromatografica

O resultado da avaliagéo das diferentes colunas cromatogréaficas de fase reversa
estdo apresentados na Tabela 7. Nesta tabela podemos observar que a coluna a base de
silica modificada com grupos fenil foi a que apresentou o resultado mais satisfatorio,
pois esta teve 0s maiores valores de fator de retencdo e nimeros de pratos teoricos para
metformina. Pode-se atribuir a alta retencdo as interacdes com silandis livres uma vez
que o comprimento do grupo fenil quimicamente ligado possui um comprimento menor
em relacdo ao C18, tornando o acesso aos grupos silandis livres mais facil. Outra coluna
que apresentou bons resultados foi a coluna HSS C18 SB. Nesta coluna a maior
retencdo da metformina também poderia ser atribuida a forte interacdo com grupos
silanois residuas devido a falta de capeamento do grupo ligado quimicamente a silica.
Em geral o capeamento de colunas de fase reversa é empregado para diminuir a
interacdo de analitos basicos com silandis livres por impedimento estérico, que no caso
de compostos muito hidrossollveis e pouco retidos o efeito € uma perda de retencao
significativa [113, 133]. A coluna HSS C18 SB apresentou uma alta dispersdo da
bixina, fazendo com que ndo obtivéssemos um sinal mensuravel. A coluna HSS T3
possui caracteristicas semelhantes a HSS C18, entretanto ela possui menor densidade de
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ligante e menor porcentagem de carbono, fazendo com que o acesso a silandis livres
seja maior. A coluna da familia BEH (ethylene bridged hybrid) C18 é uma coluna que
possui ponte de pontes de etileno entre os silicios no suporte da coluna. A presenca
desses grupos etilenos diminui a presenca de grupos silandis tornando-a menos retentiva
para compostos basicos e ainda mais estaveis ao ataque de &lcalis. A principal diferenca
entre as colunas HSS e a BEH é que o suporte da coluna HSS é basicamento 6xido de
silicio, enquanto que o suporte da coluna BEH é composta pelas chamadas silicas
hibridas. Para o caso particular da metformina que possui baixa afinidade pelos grupos
apolares a maior presenca de grupos silanois auxilia na sua retencdo [134].

Tabela 7: Parametros cromatograficos de separacdo obtidos nas diferentes colunas
cromatogréaficas avaliadas.

Coluna Metformina Bixina
k N tr k N tr
BEH C18 0,2 115 0,88 59 38109 5,21
Phenyl 2,6 205 1,34 14,5 46276 5,74
HSS T3 2,0 115 1,12 13,7 33284 5,42
HSS C18 1,3 416 1,73 6,8 47292 5,80
HSSClgsse 109 5741 4,39 * * *

k = fator de retengc@o; N = numero de pratos; tg = tempo de retencéo.

4.3. Avaliacdo dos parametros para extracdo de metformina por

precipitacdo proteica

4.3.1. Avaliacdo do tipo de agente precipitante na extracdo de

metformina

Trés diferentes agentes precipitantes foram avaliados na precipitacdo das
proteinas de plasma para determinacdo de metformina (Figura 13). Apesar de a
acetonitrila ser amplamente utilizada como agente precipitante, o acido tricloroacético
(ATCA) foi 0 que o obteve maior porcentagem de extracdo da metformina (Figura 13).
Um dos possiveis motivos do melhor rendimento empregando o ATCA pode ser
atribuida a ionizacdo das proteinas que se tornaram catidnicas e consequentemente

arrastaram menos metformina para o precipitado.
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Figura 13: Avaliacdo do tipo de agente precipitante (ATCA, acetona e acetonitrila) na
porcentagem de extracdo de metformina em amostras de plasma.
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4.3.2. Otimizacdo da concentracao do &cido tricloroacético na extracao

de metformina

Outro parametro avaliado foi a concentracdo de ATCA empregado para a
precipitacdo das proteinas do plasma. Foram avaliados trés concentracfes de ATCA na
solugdo de precipitacdo (5, 10 e 15% m/v). Nos resultados da Figura 14 podemos
observar na faixa de concentragdo avaliada ndo houve mudangca aparente na
porcentagem de extragdo da metfomina. Em todos 0s casos a porcentagem de extragdo
média foi superior a 90%.

110

66

44 -

22

% de extracdo de metformina

5 10 15
% ATCA (miv)

Figura 14: Avaliacdo do teor de agente precipitante (5, 10 e 15% m/v) na porcentagem de
extracdo de metformina em amostras de plasma.

Apesar dos resultados de porcentagem de extracdo indicarem que ndo houve
diferenca aparente entre os teores de ATCA quando observarmos 0s cromatogramas
referentes a estas analises (Figura 15) é possivel notar que o formato do pico da
metformina se altera com o aumento da concentracdo do agente precipitante. Dessa

forma optou-se por empregar a concentracao de 5% do agente precipitante ATCA.
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Figura 15: Cromatogramas demonstrando a distor¢do no formato do pico da metformina apds a
extracdo por precipitacdo proteica empregando o agente precipitante acido tricloroacético em
diferentes concentragdes (5, 10 e 15%, m/v).

4.4. Otimizagdo da extragdo liquido-liquido para extracdo de bixina nas

amostras de plasma
4.4.1. Avaliacéo do tipo de solvente extrator na extracdo de bixina

A escolha do tipo de solvente é extremamente importante em procedimentos de
extracdo liquido-liquido, pois o analito de interesse deve ter elevada solubilidade no
solvente organico escolhido para que haja uma extracdo eficiente. Podemos perceber
que o éter dietilico foi o que obteve maior porcentagem de extracdo de bixina (Figura
16). Podemos atribuir a maior porcentagem de extracdo do éter a possivel ligacdo de
hidrogénio em que o oxigénio do éter faz com o hidrogénio da bixina, visto que o éter
possui um carater mais basico em relacdo os outros solventes. O diclorometano possui
um carater anfétero quando avaliado em termos de acidez, por isso possui valor de
extragdo maior que o do hexano [135]. Comparando a solubilidade do éter (69 g L™), do
diclorometano (13 g L™) e do hexano (insoltvel), podemos verificar que a solubilidade
do éter em agua é maior. Essa maior solubilidade ajuda na transferéncia de bixina para a

fase organica, fazendo assim o éter um melhor solvente para extracdo de bixina. A
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adicdo de acetonitrila ao éter praticamente ndo resultou em melhora na extracdo da
bixina. Podemos atribuir isso ao fato da acetonitrila ser prontamente solivel em agua,
logo ao entrar em contato com a fase aquosa ela se distribui preferencialmente na
amostra aquosa e ndo auxilia na extracdo. Entdo o solvente escolhido para os proximos
teste foi o éter dietilico.

100
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70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 - ., ! ! -
Eter dietilico Diclorometano Hexano Eter dietilico com
ACN

% extracdo de bixina

Tipo de solvente extrator

Figura 16: Avaliacdo do tipo de solvente extrator (éter dietilico, diclorometano, hexano e éter
dietilico:acetonitrila/5:2) na porcentagem de extracdo de bixina por extracdo liquido-liquido.

4.4.2. Avaliacédo do efeito da diluicdo da amostra de plasma na extracao
da bixina

Outro parametro avaliado na extracao liquido-liquido foi o efeito da diluicdo da
amostra na porcentagem de extracdo de bixina em plasma de rato (Figura 17). Como
podemos verificar que a adicdo de agua ao plasma ajudou discretamente a extracao da
bixina. Esse auxilio pode ser atribuido a uma reducéo da interacdo bixina-proteina ou
bixina-enddgeos tornando a bixina mais amplamente disponivel para extracdo. Esse tipo
de efeito ja foi amplamente descrito e avaliado em outros procedimentos de equilibrio

como a SPME[136]. Entdo ndo foi utilizada a diluicdo do plasma na extracdo de bixina.
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Figura 17: Avaliacdo da diluicdo do plasma na porcentagem de extracdo de bixina na extragéo
liquido-liquido. Sem diluicdo = sem diluicdo dos 400 pL de plasma com agua deionizada;
diluicdo 100 = 400 pL de plasma diluido com 100 pL de agua deionizada; diluicdo 200 = 400
pL de plasma diluido com 200 pL de agua deionizada.

4.4.3. Avaliacdo do tempo de agitacdo entre a amostra de plasma e o

solvente extrator na extracdo da bixina

O tempo de agitacdo também € importante na extracdo liquido-liquido, em
funcdo da preferéncia por realizar o procedimento em regime de equilibrio do analito
entre as duas fases onde se obtém o maior rendimento de extracdo. Quanto maior o
tempo de agitacdo espera-se haver maior extracdo até que se atinja um maximo,
assinalando que o equilibrio de particdo foi atingido. Na Figura 18 observa-se que com
maior tempo de agitacdo houve uma maior porcentagem de extracdo. Essa maior
porcentagem de extracao certamente pode ser atribuida ao maior tempo de contato entre
a bixina e a fase organica, resultando em uma maior transferéncia de massa do analito
da amostra para o solvente extrator. Logo o tempo utilizado para extracdo foi de 60

segundos.
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Figura 18: Avaliacdo do tempo de agitacdo na porcentagem de extracdo de bixina por extracéo
liquido-liquido.

4.4.4. Avaliagdo da adicio de sal na amostra de plasma na extracdo da
bixina

A adicdo de sal na fase aquosa pode auxiliar na extracéo liquido-liquido. Com a
adicao de sal ocorre o aumento da quantidade de ions solvatados pela agua da amostra
(salting out), em que a agua presente no meio solvata o sal diminuindo a solubilidade do
analito na fase aquosa. Entretanto, podemos observar, na Figura 19, que a adi¢édo de sal
em alguns casos fez o efeito contrario, pois houve uma diminuicdo da porcentagem de
extracdo. Uma possivel explicacdo para essa observacdo seria 0 aumento da solubilidade
do analito em fase aquosa devido a possivel formacdo de um par idnico do sal
adicionado com a bixina, tornando a bixina mais solivel em agua, sendo esse o efeito

salting in, em que o0 aumento da forca ibnica gera 0 aumento da solubilidade de analito
no meio.
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Figura 19: Avaliacdo do efeito da adicdo de NH,Ac (acetato de am6nio)(20%, m/v), NaCl
(20%, m/v) e Na,HPO, (10%, m/v) no plasma na porcentagem de extracdo de bixina por
extracdo liquido-liquido.

4.4.5. Extracgdo liquido-liquido sequencial na determinagéo de bixina

Ao empregar a estratégia das extracdes sequenciais espera-se um aumento na
porcentagem de extracdo do analito de interesse como foi apresentado no item 1.4.2.
Podemos observar na Figura 20, que com trés extracdes sucessivas obtivemos uma
porcentagem de extracdo acima de 80%, valor desejado para o desenvolvimento do

método.
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Figura 20: Avaliacdo do numero de extracdo na porcentagem de extracdo de bixina por
extracdo liquido-liquido.

Com base nos resultados apresentados de otimizagdo dos parametros de extracdo
liquido-liquido avaliados para bixina, as condi¢des finais 6timas consistiram em utilizar
1,2 mL de éter dietilico, empregando 60 segundos de agitacdo e extracdo tripla sem

adicao de sal ou diluicdo da amostra.

4.5. Otimizacdo da extracdo em fase solida para extracdo de bixina de

amostras de plasma

4.5.1. Avaliacédo do tipo de sorvente na extracédo de bixina de amostras

de plasma

No estudo do tipo de sorvente foram avaliadas seis fases diferentes. Podemos
verificar nos resultados apresentados na Figura 21 que o sorvente Strata C18T foi o
material que obteve maior valor de extracdo de bixina. A bixina é um composto que
possui cadeia carbbnica extensa e essa estrutura faz com que as interagdes hidrofobicas
fracas, do tipo dipolo induzido, com o grupo apolar C18 ligado quimicamente com a
base de silica seja maior comparativamente com as outras fases. A fase Strata X possui
trés tipos de interagdo em que o analito pode ficar retido, ibnica com o grupo amino da

ponta da cadeia, interagdo m-m como grupo benzil, e interagdo hidrofobica. Ja a elevada
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taxa de extragdo no cartucho de Strata X pode ser devido & interacdo da carboxila da
bixina com os grupos amino da ponta da cadeia do polimero.

100

80 -

' IJI[

Strata C18T  Phenyl StrataX  Oasis HLB Strata C8 HF C8
Polimérica
Tipo de sorvente

% de extracdo de bixna

Figura 21: Avaliacdo do efeito do tipo de sorvente empregado na porcentagem de extracdo de
bixina de amostras de plasma empregando a extracdo em fase sélida.

45.2. Avaliacdo da massa de sorvente na extracdo de bixina de

amostras de plasma

Para este parametro foram avaliadas trés diferentes massas (40, 80 e 120 mg de
fase estacionaria Strata C18T) para a extracdo de bixina em plasma. Na Figura 22
podemos perceber que quanto maior a massa de sorvente maior a porcentagem de
extracdo. [Esse comportamento, como esperado, obedece aos principios da
cromatografia, pois quanto maior a massa menor a possibilidade de eluicdo do analito

de interesse nas etapas de aplicacdo da amostra e lavagem.
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Figura 22: Avaliagdo do efeito da massa de sorvente na porcentagem de extracdo de bixina de
amostras de plasma empregando a extracdo em fase solida.

4.5.3. Avaliacdo da adicdo de sal na amostra de plasma e na etapa de
limpeza sobre a extracdo de bixina

No estudo da adi¢éo de sal, podemos perceber nos resultados da Figura 23, que a
adicao de sal diminuiu a porcentagem de extracdo. Esse efeito pode ser explicado por
dois fatores. Um deles pode ser o efeito inverso ao salting out, o efeito salting in, em
que o aumento da forca ibnica aumenta a solubilidade do analito em fase aquosa
fazendo com que o analito ndo fique retido no sorvete na aplicacdo da amostra. Outro
fator pode estar relacionado ao forte efeito do salting out, em que a interacdo da bixina
com o sorvete foi extremamente forte e, consequentemente, na etapa de eluicdo nao foi

possivel eluir completamente o analito do cartucho.

58



100 -

80 -

60

% extracdo de bixina

_SA S01 S02 S03

Figura 23: Avaliacdo do efeito da adicdo de sal na etapa de diluicdo do plasma e clean up na
porcentagem de extracdo de bixina em amostra de plasma empregando a extracdo em fase
solida. SA = sem adicdo de sal; SO1 = adicdo de sal na diluicdo do plasma; S02 = Adicdo de sal
da diluicdo do plasma e na etapa de clean up; S03 = adicéo de sal na etapa de clean up.

4.5.4. Avaliacédo do solvente de elui¢do na extracao de bixina

Na otimizacdo da eluicdo (Figura 24) foi verificado que o teste de eluicdo E1 e
E3 foram os que resultaram na maior porcentagem de extracdo. Pode-se associar essa
maior porcentagem de extracdo ao maior teor de éter dietilico na fase extratora, uma vez
que a bixina € um composto lipofilico. A mistura acetonitrila:éter (1:1) (E3) foi mais
eficiente possivelmente devido a capacidade de interacdo da acetonitrila com a agua

residual proveniente da etapa anterior de clean up (lavagem).
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Figura 24: Avaliacdo de diferentes sistemas de eluicdo na extragdo de bixina em amostrsa de
plasma empregando a extracdo em fase solida. E1: 2 x 600uL ACN:éter dietilico (1:1, v/v); E2:
1 x 400 uL ACN; E3: 1 x 600uL ACN:éter dietilico (1:1, v/v) + 1 x 600 pL éter dietilico; E4: 1
X 400 uL ACN + 1 x 600 pL éter dietilico.

4.1. Determinacdo das figuras de mérito de validacdo do método

A validacdo é uma etapa de extrema importancia para dar credibilidade ao
método desenvolvido. Nesta validacdo foram avaliados a seletividade, linearidade, faixa
linear de trabalho, precisdo, exatiddo e limite de quantificacdo. A seletividade é
importante para verificar se ha a presenca de interferentes no mesmo tempo de retencao
dos compostos de interesse. Podemos verificar que no tempo de retencdo da bixina
(4,57 min) e da metformina (1,06 min) ndo ha nenhum composto endégeno coelulente
(Figuras 25 e 26).
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Figura 25: Cromatogramas da injegdo de bixina (2200 ng mL™) adicionado em um extrato de
plasma e um extrato de branco de plasma. O espectro Uv-Vis foi adquirido no comprimento de
onda de 459 nm.
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Figura 26: Cromatogramas da metformina (500 ng mL™) com detecgdo por espectrometria de
massas sequencial (m/z 130—60) adicionado em um extrato de plasma e um extrato de branco

de plasma.

A linearidade do método foi demonstrada para a faixa de concentra¢do 5-500 ng
mL™ para metformina e 200-2200 ng mL™ para bixina ambos com coeficientes de
correlacdo superiores a 0,99 o que comprova a capacidade preditiva do método. Os
coeficientes angular (inclinacdo), coeficiente linear (intercepto) e o coeficiente de

correlagdo (r) obtidos pela regressao pelo método dos minimos quadrados ordinarios sao
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apresentados na Tabela 8. O limite de quantificacdo calculado pela Equacdo 08
apresentou coeficiente de variagdo de 15% para bixina e 13% para metformina, de
acordo com o guia da FDA[127].

Tabela 8: Parametros da validagdo da bixina e metformina. Curva de calibragéo, faixa
linear, coeficiente de correlacdo e limite de quantificacdo.

Bixina Metformina
Inclinagéo 0,040 70,22
Intercepto 0,501 -455,53
Faixa linear de trabalho (ng mL™) 200-2200 5-500
Coeficiente de correlacao (r) 0,997 0,998
Limite de quantificagdo (ng mL™) 40 1

A precisdo do metodo visa avaliar a dispersdo dos resultados de uma
determinada concentracdo. No ensaio da precisdo foram avaliados trés niveis de
concentracdo em cinco leituras e o resultado € dado em termos de coeficiente de
variagdo (CV) pela Equagdo 07. A precisdo foi verificada em ensaio intra-dia (preciséo)
e inter-dia (precisdo intermediaria) em que as medidas sdo realizadas em trés dias
diferentes (Tabela 9).

Tabela 9: Valores de precisdo para bixina e metformina.

Analito Concentracéo (ng mL'I) Intra-dia (CV%) Inter-dia (CV%)
400 8 8
Bixina 1200 4 10
2200 5 10
25 6 8
Metformina 200 2 10
500 3 8

A exatiddo foi avaliada pelo teste de recuperacdo para verificar se os valores
obtidos foram préximos aos valores tedricos de concentracdo. No ensaio de exatiddo
foram avaliados trés niveis de concentracdo em cinco leituras e trés dias diferentes,
sendo os resultados expressos em termos de porcentagem de recuperacdo (Equacéo
07)(Tabela 10). Podemos observar que os valores de recuperacdo obtidos foram
proximos de 100% de acordo com o guia de validacdo da FDA, visto que a faixa
aceitavel é entre 80 e 120% [127].
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Tabela 10: Valores de recuperacdo da exatidao para bixina e metformina.

Analito Concentracdo (ng mL™) Recuperagdo (%)
300 103
Bixina 1000 100
2000 105
10 115
Metformina 150 101
450 89
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5. Conclusofes

Um novo método para determinacdo de bixina por extragdo liquido-liquido com
analise por UHPLC-DAD e metformina por precipitacdo proteica com andlise por
UHPLC-MS/MS foi desenvolvido e validado.

Foram avaliadas cinco colunas cromatograficas diferentes. A que obteve melhor
resultado para a metformina foi a coluna de fase reversa a base de silica C18, HSS C18
SB, entretanto devido a sua falta de capeamento, acredita-se que a retengdo nessa coluna
deveu-se exclusivamente por interacdes com os silandis livres. A coluna de fase reversa
a base de silica fenil apresentou um resultado intermediario também provavelmente as
interacbes com silandis livres visto que o grupo ligado a silica é menos volumoso

comparativamente aos grupos C18, facilitando o acesso aos grupos silandis.

Devidos as grandes diferencas fisico-quimicas entre a bixina e metformina, neste
trabalho ndo foi possivel desenvolver um método Unico para determinacdo destes
compostos em plasma de rato. Por isso a SPE e ELL foram avaliadas para extragdo de

bixina e precipitacdo proteica para extracdo de metformina.

No desenvolvimento do método para extracdo de bixina por ELL foram
avaliadas a presenca de sal no plasma, a diluicdo do plasma, o tempo de agitacédo, e 0
numero de agitacdo. Os fatores presenca de sal e diluicdo do plasma ndo demonstraram

auxiliar de forma expressiva a extracao de bixina nas faixas avaliadas.

No desenvolvimento do método para extracdo de metformina foi possivel
verificar que o &cido tricloroacético foi o que obteve melhor extracdo de metformina.
Na avaliacdo da concentracdo, a menor concentracdo de acido tricloroacético

demonstrou ser melhor em termos de dispersdo do pico cromatografico.

Os métodos de ELL e precipitacdo proteica demonstraram ser adequados de
acordo com os parametros de linearidade, precisdo e exatiddo previsto pelo guia de
validacdo do FDA.
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