UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

JESSICA MAURICIO BATISTA

DETERMINACAO DE LOSARTANA E VALSARTANA EM PLASMA HUMANO
EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA A BASE DE NANOTUBOS DE
NITRETO DE BORO E CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

Belo Horizonte

2021



JESSICA MAURICIO BATISTA

DETERMINACAO DE LOSARTANA E VALSARTANA EM PLASMA HUMANO
EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA A BASE DE NANOTUBOS DE
NITRETO DE BORO E CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

Versao final

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial para obter o grau de mestra em

Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Christian Fernandes.

Belo Horizonte

2021



B333d

Batista, Jéssica Mauricio.

Determinacdo de losartana e valsartana em plasma humano
empregando extracao em fase sodlida a base de nanotubos de nitreto
de boro e cromatografia a liquido de alta eficiéncia / Jéssica Mauricio
Batista. — 2021.

125f1. @il

Orientador: Christian Fernandes.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fammacéuticas.

1. Agentes hipotensores — Teses. 2. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia — Teses. 3. Medicamentos — Pesquisa — Teses. 4. Plasma —
Teses. 5. Validagdo de método — Teses. |. Fernandes, Christian. Il
Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farmacia. lIl.
Titulo.

CDD: 615.4

Elaborado por Aline Guimaraes Amorim — CRB-6/2292




Py OO
ST

-';: \o*

0
o’
o

o

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ATA DA DEFESA DE DISSERTAGAO DA ALUNA JESSICA MAURICIO BATISTA

Realizou-se, no dia 21 de outubro de 2021, 3509:00 horas, por videoconferéncia, a 360° defesa de dissertacao, intitulada DETERMINACAO DE
LOSARTANA E VALSARTANA EM PLASMA HUMANO EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA ABASE DE NANOTUBOS DE NITRETO DE BORO E
CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA, apresentada por JESSICA MAURICIO BATISTA, nimero deregistro 2019659837, graduada no curso de
FARMACIA, como requisito parcial paraaobtencao do grau de Mestra em CIENCIAS FARMACEUTICAS, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a). Prof.
Dr. Christian Fernandes - Orientador (UFMG), Prof(a). Eduardo Costade Figueiredo (UNIFAL), Prof(a). José Eduardo Gongalves (UFMG).

AComissao considerou adissertagao:
(X)Aprovada

( ) Reprovada

Finalizadosos trabalhos, lavrei a presente ataque, lidae aprovada, vai assinada por mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 21 de outubro de 2021.

-

o l Documento assinado eletronicamente por Christian Fernandes, Professor do Magistério
Se|. [‘_—!5 Superior, em 21/10/2021, as 12:08, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
s i art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

-

°| Documento assinado eletronicamente por Eduardo Costa de Figueiredo, Usuario Externo, em
Sel. @ 21/10/2021, as 12:08, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do

cletronica Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

-

'l Documento assinado eletronicamente por Jose Eduardo Goncalves, Professor do Magistério
SeL @ Superior, em 21/10/2021, as 12:08, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no

assinatura

eletrbnica art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

. acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cédigo verificador
Reofl: 1031340 e o codigo CRC FCD68ABS.

Referéncia: Processo n°® 23072.254330/2021-16 SEI n° 1031340



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros agradecimentos:

Ao Prof. Dr. Christian Fernandes, por ter me recebido de bragos abertos no
Laboratério de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e Cosméticos (LCQ) da
Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG); pela
orientacdo inegavelmente eficiente desde a minha graduacgéo e pela valiosa contribuicdo em

meu crescimento profissional.

A todos os membros do LCQ, em especial, aos farmacéuticos Luan Farinelli, Melina

Luiza e Mateus Araujo, pelo auxilio concedido durante a execugdo deste estudo.

Ao Dr. Wellington Marcos da Silva e a Prof®. Dra. Edésia Martins Barros de Sousa,

pela importante colaboragdo e partilha de saberes.

Ao Laboratério de Hematologia Clinica da FAFAR, ao Ambulatorio de
Anticoagulacéo do Servico de Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas da UFMG e
ao Centro de Microscopia da UFMG, por disponibilizarem o espaco e a infraestrutura

adequada para a realizacdo de etapas importantes.
A Fundagfo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais, pela bolsa de estudo.

A todos 0s meus amigos, em especial, & Cristiane Monteiro, pelo companheirismo

durante esta caminhada.

E por fim, mas ndo menos importante, a minha familia de sangue, coracdo e alma,

porque sem voceés, quem eu seria?

“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes.”
(Isaac Newton)


https://www.pensador.com/autor/isaac_newton/

“O essencial é invisivel aos olhos .

(O pequeno principe - Antoine de Saint-Exupéry).



RESUMO

A determinacéo de farmacos em fluidos bioldgicos pode ser feita com diferentes propésitos. Todavia, a
complexidade dessas matrizes pode tornar a etapa de preparo de amostras desafiadora. A extracdo em fase
solida tem sido uma das principais técnicas de extracdo de moléculas nos mais diversos tipos de amostras
liquidas. Apesar dos avangos alcangcados com o desenvolvimento de diversos dispositivos miniaturizados
de SPE, os principais sorventes empregados sdo baseados em reagentes organosilanos, quimicamente
ligados a superficie da silica. Devido as limitacdes inerentes a esses sorventes, 0 desenvolvimento de novas
fases extratoras tornou-se uma alternativa viavel para o aprimoramento da técnica. No presente estudo,
determinaram-se losartana e valsartana em plasma humano, os dois farmacos da classe dos antagonistas dos
receptores da angiotensina Il mais empregados na pratica clinica. Esses farmacos foram extraidos em
cartuchos para extracdo em fase solida, contendo nanotubos de nitreto de boro funcionalizados com grupos
octadecila como sorvente, e analisados por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a detector de
fluorescéncia. As condicBes de extracdo otimizadas, obtidas por meio de planejamento fatorial, foram 60
mg de nanosorvente; 2 mL de metanol para a ativacdo da fase sélida; 500 pL de tamp&o fosfato de potéssio
monobasico anidro 10 mM pH 2 para o condicionamento dos cartuchos; vazdo de, aproximadamente, 0,3
mL/min para a passagem das amostras; 250 uL de mistura de tampdo fosfato de potdssio monobasico
anidro 10 mM pH 2 e metanol (90:10) para a etapa de lavagem; e 2 mL de metanol para a eluicdo dos
farmacos. Entre uma extracdo e outra, 1 mL de acetonitrila foram passados pelos cartuchos para a remogao
de compostos interferentes fortemente retidos pelo nanosorvente. A irbesartana foi empregada como padrdo
interno. As condigdes cromatograficas do método bioanalitico permitiram a separacdo dos compostos de
interesse e compostos interferentes com resolugdo e tempo de corrida satisfatorios. As condi¢Bes
cromatograficas empregadas foram: coluna analitica contendo fase estacionaria com grupos bifenila, do
tipo core-shell (100 x 4,6 mm; 2,6 um); fase moével composta por solucdo de trietilamina 0,1% (v/v) e
metanol (pH 3,2), com eluicdo em gradiente, na vazdo de 0,7 mL/min; volume de injecdo de 10 pL;
temperatura de 25 + 3 °C; e comprimento de onda de excitagdo de 250 nm e de emissdo de 375 nm. A
avaliacdo das figuras de mérito, segundo as recomendacdes dos guias nacionais e internacionais de
validagdo, possibilitou observar linearidade, precisdo e exatiddo, nas faixas de concentracdo de 50 — 1200
ng/mL para losartana e 20 — 1700 ng/mL para valsartana. A aplicabilidade do método foi confirmada por

meio da analise de amostras de plasma de pacientes sob terapia anti-hipertensiva.

Palavras-chave: extracdo em fase sélida; nanotubos de nitreto de boro; grupos octadecila; plasma humano;

planejamento fatorial.



ABSTRACT

The determination of drugs in biological fluids can be done for different purposes. However, the
complexity of these matrices can make the sample preparation step challenging. Solid phase extraction has
been one of the main techniques for extracting molecules from the most diverse types of liquid samples.
Despite the advances achieved with the development of several miniaturized solid phase extraction devices,
the main sorbents used are based on organosilane reagents, chemically bonded to the silica surface. Due to
the inherent limitations of these sorbents, the development of new extracting phases has become a viable
alternative to improve the technique. In the present study, losartan and valsartan were determined in human
plasma, the two drugs of the class of angiotensin Il receptor antagonists most used in clinical practice.
These drugs were extracted in cartridges for solid phase extraction, containing boron nitride nanotubes
functionalized with octadecyl groups as sorbent, and analyzed by high-performance liquid chromatography
coupled with a fluorescence detector. The optimized extraction conditions, obtained through factorial
design, were 60 mg of nanosorbent; 2 mL methanol for solid phase activation; 500 puL of potassium
phosphate monobasic anhydrous buffer 10 mM pH 2 for cartridge conditioning; flow rate of approximately
0.3 mL/min for the passage of samples; 250 uL of a mixture of potassium phosphate monobasic anhydrous
buffer 10 mM pH 2 and methanol (90:10) for the wash step; and 2 mL of methanol for drug elution.
Between one extraction and another, 1 mL of acetonitrile was passed through the cartridges to remove
interfering compounds strongly retained by the nanosorbent. Irbesartan was used as an internal standard.
The chromatographic conditions of the bioanalytical method allowed the separation of compounds of
interest and interfering compounds with satisfactory resolution and running time. The chromatographic
conditions used were: core-shell biphenyl analytical column (100 x 4.6 mm; 2.6 um); mobile phase
composed of 0.1% (v/v) triethylamine and methanol (pH 3.2), in gradient elution, at 0.7 mL/min; injection
volume of 10 pL; temperature 25 = 3 °C; and 250 nm excitation and 375 nm emission wavelengths. The
evaluation of the figures of merit, according to the recommendations of the national and international
validation guidelines, made it possible to observe linearity, precision and accuracy, in the concentration
ranges of 50 — 1200 ng/mL for losartan and 20 — 1700 ng/mL for valsartan. The applicability of the method

was confirmed through the analysis of plasma samples from patients undergoing antihypertensive therapy.

Keywords: solid phase extraction; boron nitride nanotubes; octadecyl groups; human plasma; factorial

planning.
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1.  INTRODUCAO GERAL

As areas que apresentam interesse na analise de farmacos em matrizes bioldgicas sdo
muitas, por exemplo, farmacéutica, ambiental, medicina legal e veterinaria, entre outras
(QUEIROZ et al., 2001). Nesse cenéario, os fluidos biolégicos, tais como soro, plasma,
sangue, liquor e urina, sdo as principais amostras analisadas. Independentemente da matriz,
para a analise quantitativa de analitos, € necessaria a validagdo de métodos bioanaliticos que
possuam, principalmente, seletividade e niveis de quantificacdo adequados. Todavia, para
alcancar esse objetivo, algumas barreiras devem ser vencidas, como a complexidade quimica
dessas amostras (JARDIM, 2010).

Geralmente, os fluidos bioldégicos contém concentracbes de proteinas e
macromoléculas incompativeis com os instrumentos de separacdo. Além disso, a presenca de
acidos, bases e varias substancias organicas e inorganicas, pode interferir na analise de
farmacos; encontrados, em sua maioria, em baixas concentracdes. Devido aos efeitos danosos
ao sistema cromatografico e aos critérios analiticos, essas amostras devem ser pre-tratadas
antes da etapa de separacdo. De maneira geral, as técnicas de preparo de amostras
possibilitam a reducdo dos interferentes matriciais, a pré-concentragdo dos compostos de
interesse e/ou a solubilizacdo dos compostos extraidos em solvente compativel (NIU et al.,
2018).

A precipitacdo de proteinas, extracdo liquido-liquido (LLE- Liquid-liquid Extraction)
e extracdo em fase sdlida (SPE - Solid Phase Extraction) tém sido as técnicas de preparo de
amostras convencionais. A técnica de SPE é mais seletiva, quando comparada as demais;
resultando em amostras mais “limpas”, iSS0 €, com menos compostos interferentes
provenientes da matriz. Quando comparada apenas com a LLE, a SPE é mais rapida e gera
menores volumes de residuos organicos. A miniaturizacdo da SPE foi o primeiro estagio de
aprimoramento da técnica. No entanto, devido a diversidade de dispositivos miniaturizados,
em conjunto com a escassez de fases extratoras ndo baseadas em silica, os esforcos
comecaram a ser direcionados para a sintese e caracterizacdo de novos sorventes, com o
objetivo de obter materiais mais seletivos e/ou com maior estabilidade quimica (KATAOKA
et al., 2016).

Diversos nanomateriais vém sendo estudados como sorventes ndo seletivos para a
aplicacdo em bioanalises. Todavia, segundo KATAOKA et al. (2016), o desenvolvimento de

materiais multifuncionais, biocompativeis e/ou com elevada area superficial, caracteriza uma
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diregdo promissora para o aprimoramento da SPE e das suas miniaturizagdes. Os nanotubos
de nitreto de boro, também conhecidos como BNNTs (Boron Nitride Nanotubes), possuem
essas e outras caracteristicas atraentes para uma variedade de aplicacGes biomédicas e
médicas. No momento, diversos grupos vém estudando os BNNTs em dispositivos
terapéuticos e de diagnéstico (CIOFANI, 2010). Todavia, nenhum trabalho explorou a
aplicacdo desse nanomaterial como sorvente para a extracdo de farmacos de amostras
bioldgicas. A hipdtese deste trabalho é que os BNNTSs funcionalizados com grupos octadecila
(C18) séo eficazes como sorvente em SPE.

2. OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral determinar losartana e valsartana em plasma
humano, empregando SPE a base de BNNTs funcionalizados com grupos C18 e
cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a detector fluorimétrico (CLAE-FLU).
Para facilitar a compreensdo do leitor, as etapas experimentais, conduzidas para atingir esse
objetivo principal, foram divididas em capitulos. Cada capitulo contém seus respectivos

objetivos especificos.

3.  ORGANIZACAO GERAL

Esta dissertacdo foi organizada em trés capitulos. No primeiro capitulo, sdo descritos
0s métodos utilizados para a obtencdo dos BNNTs funcionalizados com grupos C18. Também
sdo apresentadas as caracteristicas quimicas e morfologicas desse nanomaterial, que foi
produzido pelo Laboratério de Materiais Nanoestruturados para Bioaplicacdes (LMNB) do
Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN). No segundo capitulo, sdo
apresentados a confeccdo do dispositivo de SPE e um estudo preliminar de extragdo,
conduzido em solucBes aquosas para determinar as variaveis experimentais capazes de afetar,
de maneira significativa, a recuperacdo dos antagonistas dos receptores da angiotensina 1l
(ARAs I1) pelo nanosorvente, bem como selecionar o padrdo interno (Pl) para o método
bioanalitico. Por fim, no terceiro capitulo, € apresentada a otimizacdo do método de extracédo e
a validacdo do método bioanalitico para determinar a losartana e valsartana em plasma

humano.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica aborda a importancia do pré-tratamento de fluidos
bioldgicos; a técnica de SPE, bem como seu primeiro estagio de aprimoramento, no que diz
respeito aos dispositivos miniaturizados aplicados na literatura e disponiveis no mercado; e a

razdo da necessidade de desenvolvimento de novos sorventes.

41. PREPARO DE AMOSTRAS

Como mencionado na introducdo, a analise de farmacos em fluidos bioldgicos é,
geralmente, uma tarefa desafiadora, devido aos diversos interferentes presentes nessas
matrizes. A coexisténcia de compostos enddgenos e exdgenos, além da alta concentracdo de
proteinas, impede a injecdo direta dessas amostras em instrumentos de separagdo; visto que a
presenca dos compostos matriciais pode incapacitar a quantificacdo dos analitos e acarretar
danos ao sistema cromatografico. Nesses casos, a utilizacdo isolada de técnicas para clean-up
no preparo de amostras, como a precipitacdo de proteinas, pode permitir a permanéncia
demasiada de moléculas interferentes; o que, freqlientemente, compromete a seletividade do
método e, consequentemente, afeta a precisdo e a exatiddo em baixas concentracfes dos
analitos. Logo, para promover uma analise segura e adequada a finalidade proposta, faz-se
necessaria a realizacdo de uma etapa eficiente de pre-tratamento de amostras, para posterior
etapa analitica (JARDIM, 2010).

Os principais objetivos do preparo de amostras sdo (i) remover interferentes da matriz,
para que a mesma possa ser analisada ou submetida a uma etapa subsequente (clean-up); (ii)
promover a extracdo dos compostos de interesse da matriz e, muitas vezes, garantir suas pré-
concentragdes, com o minimo de interferentes possivel (isolamento) e/ou (iii) derivatizar o
analito para possibilitar sua deteccdo (derivatizacdo in situ). A escolha de técnicas para o
preparo de amostras deve ser feita com cautela, uma vez que essa etapa consome cerca de 60
a 80% do tempo total de analise, e € responsavel por, aproximadamente, 30% dos erros
analiticos (Figura 1) (YANG et al., 2013). O requisito geral, € que a técnica ou técnicas
selecionadas, sejam simples, seletivas e rapidas, pois além de viabilizar o emprego do método
de extracdo na rotina, 0 menor manuseio da amostra reduz o risco de erros analiticos
(JARDIM, 2010).
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Figura 1 — Proporcdes de consumo de tempo e de erros analiticos na anélise de compostos em

amostras complexas por CLAE.

Erros

¥ Preparo de amostras
® Operador

M Colunas

H Calibragéo

M |nstrumentacéo
#|ntrodu¢éo da amostra
d|ntegracéo

u Cromatografia

w Contaminacéo

¥ Preparo de amostras

¥ Gerenciamento de dados
u Analise

#Coleta

Fonte: YANG et al. (2013).

4.1.1. Técnicas convencionais

As técnicas convencionais de preparo de amostras sdo baseadas em extracdes do tipo
liquido-sélido, sélido-liquido ou liquido-liquido; por exemplo, a SPE, extracdo Soxhlet e
LLE, respectivamente. A SPE, na sua forma mais comum, emprega cartuchos nas formas de
barril ou seringa, parcialmente preenchidos com fases sélidas particuladas ou monoliticas
(Figura 2). Em comparacdo com a LLE, a SPE é capaz de fornecer uma extracdo mais
completa dos compostos de interesse; remover, majoritariamente, 0s interferentes
provenientes da matriz; reduzir o consumo de solventes organicos; e reduzir o volume e a
manipulacdo das amostras (JARDIM, 2010; MACEDO, 2012).

Usualmente, o procedimento de SPE em sistemas de fase reversa contém cinco etapas
primordiais — ativacdo, condicionamento, introducdo da amostra, lavagem e eluicdo (Figura
2). As particularidades de cada uma dessas etapas, segundo RAYNIE e WATSON (2014) e
FERREIRA (2016), sdo brevemente descritas a seguir.

a) A ativacdo do sorvente por meio da passagem de solventes organicos misciveis em
agua pelos cartuchos é imprescindivel para permitir a penetracdo de solventes aquosos
na fase solida. Em cartuchos com fases so6lidas quimicamente ligadas a grupos
organicos, essa conduta também € importante para ordenar as cadeias da fase ligada,

aumentando a superficie disponivel para a interacdo com 0s compostos de interesse.



b)

d)

Revisdo Bibliografica 27

A funcdo da etapa de condicionamento &, basicamente, cobrir a fase sdlida com uma
camada de solvente similar ao das amostras. O potencial hidrogenidnico (pH) é o
principal pardmetro considerado nessa etapa. Diferencas de pH entre o ambiente do
sorvente e as amostras, faz com que os compostos de interesse presentes nas porgdes
inicial e final das amostras, sejam submetidos a ambientes de extracdo distintos, o que

pode afetar as caracteristicas da retencéo.

Uma das particularidades da SPE é que o sorvente pode ser escolhido para reter
seletivamente os compostos de interesse e, consequentemente, eliminar a maior parte
dos interferentes juntamente com o fluxo das amostras ou vice-versa. Em ambos o0s
casos, a velocidade de passagem das amostras pelos cartuchos é o principal fator
influenciador na retencdo. Por consequéncia, recomenda-se 0 emprego de baixas

vazOes nessa etapa (< 2 mL/min).

A lavagem da fase solida tem como objetivo a remocdo de compostos interferentes
menos hidrofébicos, em comparagdo com os compostos de interesse. A vista disso, 0
solvente utilizado nessa etapa deve conter uma forca de eluicdo maior que o solvente
das amostras, porem menor que o solvente utilizado na etapa de eluicdo. Geralmente,
opta-se por misturas com alta proporcdo de solvente aquoso e baixa proporcao de

solvente organico.

Independentemente do método de extracdo, a eluicdo dos compostos de interesse € a
Gltima etapa da SPE. Logo, o solvente dessa etapa deve ser capaz de promover a
interrupcdo das interagcdes retentivas dos compostos de interesse com o material
sorvente. Todavia, a forca de eluicdo desse solvente deve ser adequada, de modo a
impedir a eluicdo excessiva de interferentes fortemente retidos pela fase solida. No
final do processo extrativo, a conducdo de uma etapa de limpeza do sorvente

possibilita a reutilizacdo do dispositivo.
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Figura 2 — Representacdo esquematica das principais etapas da SPE.
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Fonte: adaptado de MACEDO (2012).

4.1.2. Configuracbes modernas

Apesar de serem amplamente utilizadas em andlises de rotina, algumas técnicas
convencionais de preparo de amostras requerem grandes volumes de solventes organicos.
Considerando os principios da quimica verde, o desenvolvimento de dispositivos modernos,
capazes de reduzir a geracdo desses residuos e/ou a manipulacdo das amostras, por meio da
miniaturizacdo do sistema, simplificacdo de etapas do processo extrativo e/ou da automacéo

das analises, foi o primeiro estagio de aprimoramento da SPE (JARDIM, 2010).

A microextracdo em fase solida (SPME) ou SPME na fibra foi a primeira configuracao
miniaturizada desenvolvida. Nela, uma fibra de silica fundida, recoberta por uma fina camada
de polimero ou sélido sorvente, é usada no modo direto ou headspace, para a extracdo por
equilibrio de particdo de compostos sollveis ou volateis e semivolateis, respectivamente
(Figura 3A). A principal vantagem dessa configuracdo € a introducdo direta dos compostos
de interesse recém-extraidos em interface do sistema cromatografico, sem a necessidade do

uso de solventes organicos para dessor¢ao (modo on-line) (TOFFOLI e LANCAS, 2015).

Além da SPME na fibra, existem outras configuracdes miniaturizadas disponiveis,
entretanto, nem todas comercialmente. Dentre essas configuracdes, destacam-se a extracao

sortiva em barra de agitagdo (SBSE - Stir Bar Sorptive Extraction); microextracdo em filme
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fino (TFME - Thin-film Microextraction); microextracdo em fase solida no tubo, também
conhecida como In-tube SPME; SPME na agulha (ndo disponivel comercialmente);
microextracdo em fase sélida na seringa (MEPS - Microextraction in Packed Syringe) e
microextracdo em fase sélida na ponteira, também conhecida como In-tip SPME (Figuras 3B
a 3F). Mesmo sendo fruto do aprimoramento da SPE, as configuracGes miniaturizadas podem
apresentar desvantagens, quando comparadas com a SPE em cartuchos. Por exemplo, em
razdo da impossibilidade de realizar extragcbes paralelas, a MEPS pode demandar maior
quantidade de tempo e manuseio do analista. Alguns dispositivos comerciais miniaturizados

séo apresentados na Figura 4.

Figura 3 — llustracdo das principais configura¢fes miniaturizadas.
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Figura 4 — Exemplos de dispositivos comerciais miniaturizados.

c @ D T ‘E B

I

(A) SBSE da marca Gerstel de polidimetilsiloxano (PDMS) ou PDMS / etilenoglicol; (B) in-tip SPME da marca
Sigma-Aldrich de PDMS / divinilbenzeno (DVB) ou silica ligada a grupos C18; (C) TFME da marca Gerstel de
PDMS / DVB ou PDMS / carboxeno (CAR); (D) MEPS da marca SGE Analytical Science de silica ou silica
ligada a grupos etila, octila ou C18; (E) SPME na fibra da marca Sigma-Aldrich de PDMS, PDMS / DVB,
PDMS/ CAR, PDMS / DVB / CAR, poliacrilato, polietilenoglicol ou silica ligada a grupos C18.

4.2. SORVENTES EMPREGADOS EM EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A maioria dos sorventes disponiveis comercialmente baseia-se em silica nao
funcionalizada ou quimicamente ligada a grupos organicos, como C18, octila, aminopropila,
cianopropila, bifenila, fenila, cicloexila, entre outros. Devido a boa estabilidade mecéanica,
variedade de tamanho de particulas e facilidade de modificacdes quimicas da superficie, a
silica tem sido o material preferido para o preparo de fases sélidas. Entretanto, suas
limitacGes, como a instabilidade quimica sob valores de pH inferiores a 2 ou superiores a 8, e
a presenca de grupos silanois residuais entre as moléculas da fase ligada, impulsionou a
utilizacdo de outros sorventes. Dentre esses sorventes incluem as fases poliméricas, como o
poliestireno divinilbenzeno, que se destaca pela elevada area superficial e boa estabilidade
quimica em ampla faixa de pH (1 - 14); e as fases sélidas de carbono grafitizado, como as
folhas grafiticas, que sdo altamente homogéneas e possuem capacidade de atuar em sistemas

de fase reversa, alcancando retencGes superiores as obtidas com a fase C18 (JARDIM, 2010).

Devido a disponibilidade de diversos dispositivos microextratores, em contraste com a
escassez de fases sélidas ndo baseadas em silica, os esforcos comecaram a ser direcionados
para outras areas, por exemplo, para a sintese e caracteriza¢do de novos sorventes (MACIEL,
2017). Diversos nanomateriais com diferentes composicdes e morfologias vém sendo

estudados como nanosorventes em dispositivos de SPE para o preparo de amostras biologicas.
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Como nanosorventes ndo seletivos tém-se, por exemplo, 0s nanomateriais a base de polimeros
orgénicos e/ou inorgénicos, as nanoparticulas, e 0s nanomateriais carbonaceos e de silicio
(Figura 5). Como nanosorventes seletivos tém-se 0s imunossorventes e 0s nanomateriais a
base de polimeros molecularmente impressos (MIPs - Molecularly Imprinted polymers). A
seletividade dos imunossorventes é atribuida a capacidade de promover interacfes especificas
do tipo analito-anticorpo. Os MIPs, por sua vez, contém sitios de reconhecimento sintéticos,
com seletividade pré-estabelecida, para um ou mais compostos de interesse (AHMADI et al.,
2017; JARDIM, 2010). Segundo KATAOKA et al. (2016), almejam-se materiais
multifuncionais, biomiméticos, biocompativeis e/ou com elevada area superficial para o

aprimoramento da SPE e das suas miniaturizac6es (Figura 6).

Figura 5 — Nanomateriais utilizados como nanosorventes nédo seletivos em dispositivos de

SPE para o preparo de amostras biologicas.
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Figura 6 — Tendéncias para o aprimoramento da SPE e das suas miniaturizagoes.
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Em que: SPDE é Solid Phase Dynamic Microextraction ou SPME na agulha.
Fonte: adaptado de KATAOKA et al. (2016).

4.3. NANOESTRUTURAS DE NITRETO DE BORO

O nitreto de boro (BN - Boron Nitride) € um composto quimico binario, formado por
atomos de boro e nitrogénio intercalados, ligados entre si por fortes ligacGes covalentes.
Como o boro pertence a familia 3A da tabela periodica e o nitrogénio a familia 5A, o BN
contém diferentes estruturas cristalinas, com ligacdes do tipo sp? ou sp®. O BN hexagonal (h-
BN) é o polimorfo mais estavel (Figura 7A). Esse polimorfo contém estrutura cristalina
disposta em camadas, similar a do grafite. Nela, as nanofolhas de h-BN, também denominadas

BNNS (Boron Nitride Nanosheets), mantém-se unidas por interac@es do tipo Van der Waals.

Segundo BHANDARI et al. (2016), os BNNTs podem ser didaticamente definidos
como rolos cilindricos constituidos de uma ou mais BNNS empilhadas. Os BNNTSs de parede
simples sdo designados SW-BNNTSs (Single-Walled Boron Nitride Nanotubes), enquanto que
0s BNNTs de mdltiplas paredes sdo designados MW-BNNTs (Multi-walled Boron Nitride
Nanotubes) (Figuras 7B e 7C). Em vista das diversas combinacGes geométricas que 0S
atomos de boro e nitrogénio podem assumir nos SW-BNNTS, a simetria dessa nanoestrutura,

geralmente, é classificada de acordo com o angulo de rolamento. Nanotubos com angulo de
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rolamento igual a 0° ou 30°, ndo possuem quiralidade, enquanto que nanotubos com angulo

de rolamento entre 0° e 30°, possuem simetria quiral (Figura 7B).

Figura 7 — llustracdo do h-BN (A), angulos de rolamento dos SW-BNNTSs (B) e organizagédo
estrutural dos MW-BNNTs (C).

SW-BNNTs

Armchair Quiral

Fonte: adaptado de BHANDARI et al. (2016) e IZYUMSKAYA et al. (2017).

Diversas técnicas podem ser empregadas para a sintese de BNNTSs, por exemplo,
ablacdo por laser, moinho de bolas, deposicdo quimica a partir de fase vapor (CVD -
Chemical Vapour Deposition), descarga em arco elétrico, entre outras (FERREIRA, 2010). A
CVD é uma das técnicas mais utilizadas para a producdo de nanotubos de carbono e,
recentemente, foi adotada para a sintese de nanoestruturas de h-BN. Segundo KIM et al.
(2018), essa técnica oferece uma melhor controlabilidade dos parametros relacionados ao

crescimento dos BNNTS, tornado possivel a obtencdo de nanoestruturas de alta qualidade.

A primeira tentativa de sintetizar BNNTs por CVD foi conduzida por LOURIE et al.
(2000), empregando diversos tipos de catalisadores e borazina, formada in situ, como

precursor (KIM et al., 2018). A partir dai, a CVD foi classificada em diversas categorias, com
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base no tipo de precursor e catalisador empregados (AHMADI et al., 2015). Com o intuito de
produzir BNNTs em larga escala (gramas), TANG et al. (2002) desenvolveram a CVD com
oxidacdo do boro (BOCVD - Boron oxide Chemical Vapor Deposition). Nesse método,
reagiu-se boro amorfo com 6xido de magnésio, sob altas temperaturas e atmosfera redutora,
para formar moléculas gasosas de didéxido de boro, capazes de reagir com um fluxo de gas
amonia, possibilitando o crescimento dos BNNTSs. No entanto, essa sintese inicial acarretou a
obtencdo de nanoestruturas com defeitos estruturais. Mais tarde, observou-se que a adi¢do de
6xido de ferro 1l na mistura reacional proposta por TANG et al. (2002) possibilita a obtencéo
de BNNTs com qualidade comparavel aqueles obtidos em sinteses de pequena escala (KIM et
al., 2018).

Desde a descoberta dos BNNTs em 1990, varias abordagens de modificagdo quimica
de superficie foram desenvolvidas. Em relacdo as modificacdes do tipo covalente, tanto os
atomos de boro, quanto os atomos de nitrogénio s@o locais suscetiveis a reagdes de ativacao
e/ou ligacdo de modificadores diversos (GAO et al.,, 2016). Historicamente, o primeiro
experimento de funcionalizagdo covalente dos BNNTSs foi conduzido por ZHI et al. (2005).
Nesse estudo, os BNNTs foram reagidos em sistema de refluxo com cloreto de estearoil, sob
presenca de solvente organico e temperatura de 100 °C, por 120 horas. Pouco tempo depois,
ZHI et al. (2009), descobriram que o tratamento dos BNNTs em autoclave com didxido de
hidrogénio, sob temperatura de 120 °C, é capaz de introduzir grupo hidroxila nos &tomos de
boro. Mais tarde, CIOFANI et al. (2012) oxidaram os atomos de boro dos BNNTS,
empregando &cidos oxidantes fortes, como o acido nitrico. Os grupos B-OH formados nessas
duas Ultimas reacOes, consideradas como reagdes de ativacdo, permitiram a ligacdo covalente

de diversas moléculas polares e apolares na superficie dos BNNTSs.

Os BNNTs possuem caracteristicas atraentes para uma variedade de aplicacbes
(dureza, boa estabilidade quimica, suscetibilidade a funcionalizacdo, entre outras).
Atualmente, devido & notavel biocompatibilidade e elevada area superficial (> 100 m%/g), os
BNNTs vém sendo estudados como nanomateriais para a utilizacgdo em dispositivos
terapéuticos e de diagnostico (CIOFANI, 2010). Pode-se citar, por exemplo, o uso dos
BNNTs como nanovetores para a liberacdo direcionada e controlada de farmacos
(FERREIRA et al., 2011). No que diz respeito ao emprego dos BNNTs em dispositivos de
SPE, nenhum artigo com foco na analise de compostos em amostras bioldgicas foi encontrado
na literatura. Até o momento, somente FU et al. (2014) empregaram os BNNTs como

nanosorvente, em um dispositivo miniaturizado, para a extracdo de hidrocarbonetos
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aromaticos policiclicos em amostras de agua. Nesse cenario, o emprego de BNNTs
funcionalizados com grupos C18 como nanosorvente, caracteriza uma inovagdo na area de

preparo de amostras.

O estudo de nanosorventes biocompativeis e termoestaveis, como os BNNTSs, pode
contribuir para o aprimoramento de configuragdes consideradas inovadoras, como a SPME in
vivo. Nas andlises in vivo, a amostragem depende do contato direto entre o sorvente e o tecido
vivo, a fim de extrair os compostos de interesse, sem a remog¢édo de volumes representativos
de biofltido. Portanto, os dispositivos de microextracdo devem ser biocompativeis e
esterilizaveis, de preferéncia por autoclavagem, de modo a prevenir a ocorréncia de efeitos
adversos e/ou toxicos no organismo; como a coagulacdo do sangue e a ativacdo da resposta
imune (Figura 8). Configuracdes como essa sdo importantes para a aplicacdo em estudos de
farmacocinética, bioacumulacdo, metaboldomica, toxicologia ambiental, entre outros
(KATAOKA, 2011).

Figura 8 — llustracdo de um dispositivo de SPME in vivo para animas de pequeno porte.
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\ Septo
/\% Interface
Insercdo da @
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Fonte: KATAOKA (2011).

4.4, ANTAGONISTAS DOS RECEPTORES DA ANGIOTENSINA 11

Os ARAs 11 sdo anti-hipertensivos capazes de antagonizar a acdo da angiotensina Il na
neuro-hipéfise, vasos sanguineos, supra-renais e rins, por meio do bloqueio competitivo e
especifico dos receptores AT1 (RAMOS e CASALI, 2012). Apesar de recente, essa classe

contém seis farmacos e dois pré-farmacos; seis deles sdo comercializados no Brasil: losartana
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(LOS), valsartana (VAL), irbesartana (IRB), candesartana cilexetila (CAN CIL), olmesartana
medoxomila e telmisartana. As principais propriedades fisico-quimicas dos ARAs I
utilizados neste estudo s&o apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Principais propriedades fisico-quimicas dos ARAs Il utilizados neste estudo.

o Massa molar -
ARA II Estrutura quimica pKa?® LogP® Solubilidade
(9/mol)
Q /N\NH
N=n Soltivel em

3,85 agua e

c
LOS O /(\/ H, 422 91 5.85 5,00 metanol
N\3-85

(MeOH)

Q /N\N)'?BB
:511.52
Q Levemente
VAL 435,52 435 ., soldvelem
S 5,86 agua e soltvel
OH

em MeOH

Praticamente

insoltvel em
4,12 aguae
IRB 428.54 5 85 5,39 levemente
solivel em
MeOH

Continua
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Continuacéo

Praticamente
insolivel em
145 aguae
610,67 5,85 6,10 fracamente
solivel em

MeOH

Final
* Pro-farmaco.
2 Coeficiente de ionizaco. ® Coeficiente de particao.
Fonte: CHEMICALIZE (2019).

4.5. METODOS BIOANALITICOS RECENTES PARA A DETERMINACAO DOS
FARMACOS EM PLASMA HUMANO

No Quadro 2 sdo expostos os métodos bioanaliticos, publicados na literatura, para a
determinacdo de ARASs Il em plasma humano, desde o ano de 2017. Pode-se observar que a
precipitacdo de proteinas tem sido empregada com freqliéncia no preparo de amostras.
Todavia, os trabalhos que empregaram essa técnica, quantificaram simultaneamente varios
farmacos anti-hipertensivos, o que facilita a conducdo de andlises de rotina e justifica a
selecdo da técnica. Foi possivel observar também o emprego de um material alternativo a
silica, em um dispositivo comercial de SBSE — o polimero poliacrilato. Como a maioria dos
sorventes comerciais € baseada em silica, nenhum trabalho empregou esse tipo de fase sélida.
ESFANDIARNEJAD et al. (2019) estudaram um novo material para SPE — a polianilina
imobilizada em fibras poliméricas de policaprolactama em escala nanométrica. Como
esperado, a coluna analitica com fase ligada C18 e o detector ultravioleta foram os mais
usados; em razdo, respectivamente, da popularidade, e do baixo custo e ampla aplicabilidade.
Todavia, também foram usados coluna analitica com grupos ciano e detectores mais seletivos,
como o fluorimétrico e espectrémetro de massas. ESFANDIARNEJAD et al. (2019) e
NAGEL et al. (2017) obtiveram os melhores limites inferiores de quantificacdo (L1Qs). O
primeiro devido ao enriquecimento dos analitos no preparo de amostras, € o0 segundo devido a

maior sensibilidade do espectrdmetro de massas.



Quadro 2 — Métodos bioanaliticos, publicados nos ultimos cinco anos, para a determinacdo de ARAs Il em plasma humano.
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Autores Analito Pl Preparo de amostras Sorvente Separacao Deteccéo (nglln?L)
Precipitacdo de proteinas
Precipitante: ACN (1:2 v/v)
Volume de plasma: 400 pL CLAE
Centrifugacéao: 480 x g, por 10
LOS min, a4 °C Coluna: ciano (250 x 4,6 mm; 5 um) FLU
SOUZA et al VAL FM: acido fosforico 0,1% (v/v) e (ex. 260 nm e 35
2020 N IRB CANCIL Evaporacdo do sobrenadantee ~ N&o se aplica ACN ?;70 nm) 25
Outros reconstituicao Eluicdo: gradiente (em. 410 nm) 25
Vazdo: 1,2 mL/min '
Evaporacgdo: a 45 °C, sob Volume de injecdo: 80 puL
corrente de ar comprimido seco Temperatura: 35 °C
Reconstituicdo: 200 pL de
mistura de ACN e &gua (20:80
v/v)
Precipitacdo de proteinas
Precipitante: MeOH (1:2 v/v) ®
Volume de plasma: 1 mL
Centrifugacéo: 6000 rpm, por 7 CLAE
min Polianilina Coluna: C18 (250 x 4,6 mm; 5 um)
ESFANDIAR- LOS Niio Diluicio do sobrenadante e imobilizada FM: tampéo acetato 0,02 M pH 4, e Ultravioleta 5
NEJAD et al., VAL informado & SPE em nanofibras  mistura de ACN e MeOH (50:50 v/v) (250 nm) 5
2019 IRB — de policapro- Eluigdo: gradiente 10
lactama Vazéo: 0,5 mL/min

Diluigdo: 1 mL de
sobrenadante e 4 mL de tampéo
fosfato 0,1 M pH 7
Extracdo: SPE eletroquimica
com dessorcdo off-line (300 puL
de ACN)

Volume de inje¢do: ndo informado

Temperatura: ndo informada

Continua
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Continuacdo

BABARAHIMI

SBSE

Volume de amostra: 5 mL de
plasma diluido com tampéo
acetato 10 mM pH 2 (1:4 viv)

LOS Agitagdo: 1000 rpm

CLAE

Coluna: C18 (100 x 4,6 mm; 5 pm)

Polimero FM: tampéo acetato 10 mM pH 3,8 e

etal., 2018 VAL Diazepam Forca idnica: 25% (_p/v) de monol_itico de _ ~ACN _ U(I;rzaallr?rls)ta 5‘11
cloreto de sodio acrilato Eluicdo: gradiente
Temperatura: 70 °C Vazdo: 1 mL/min
Tempo de extra¢do: 120 min Volume de inje¢do: 20 pL
Dessorcéo: off-line com Temperatura: 35 °C
MeOH, sob sonicacéo, a 50 °C,
por 10 min
Precipitacdo de proteinas
Precipitante: mistura de ACN e
MeOH, 1:1 viv (1:4 viv) CLUE
Volume de plasma: 50 pL
Centrifugacéo: 16 000 x g, por Coluna: C18 (100 x 2,1 mm; 1,7 pum) R
NAGEL etal., \L/gi E . 5 min < . FM: &cido férmico 0,1% (v/v) e Espectrometro de 4,0
nalapril Né&o se aplica massas
2017 Outros MeOH seqliencial 6,0
Diluicdo do sobrenadante Eluigdo: gradiente
Vazéo: 0,5 mL/min
Diluigdo: 150 pL do Temperatura: 70 °C
sobrenadante e 450 pL de
mistura de &cido férmico 0,1%
(v/v) e MeOH (5:95 viv)
Final

Em que: ACN = Acetonitrila, FM = Fase moével, CLUE = Cromatografia a liquido de ultra eficiéncia.

® Proporcdo plasma:precipitante.




CAPITULO 1

OBTENGCAO DOS NANOTUBOS DE NITRETO DE BORO FUNCIONALIZADOS COM
GRUPOS OCTADECILA
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1.  INTRODUCAO

Os BNNTs utilizados neste estudo foram sintetizados, funcionalizados e
caracterizados pelo Dr. Wellington Marcos da Silva do LMNB do CDTN da UFMG,
coordenado pela Prof®. Dra. Edésia Martins Barros de Sousa. Logo, este estudo é fruto da
parceria entre 0 LMNB, que desenvolve materiais nanoestruturados e investiga suas
potencialidades de aplicacdo em diferentes ramos da biotecnologia, e 0 LCQ, que desempenha
atividades nas areas de desenvolvimento, validacdo e aplicacdo de métodos diversos para a
analise de medicamentos e cosméticos. Para expor as caracteristicas do nanomaterial cedido
pelo LMNB ao LCQ, os métodos empregados em cada etapa para a obtencdo dos BNNTSs e 0s
resultados de caracterizacdo obtidos sdo apresentados neste capitulo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o  Sintetizar os BNNTs por BOCVD.
o Purificar e oxidar os BNNTSs recém-sintetizados com uma mistura de acidos fortes.

o Funcionalizar os BNNTs recém-oxidados com octadecilamina (ODA), via reacéo

quimica conduzida em reator de micro-ondas.

o Avaliar a organizacao estrutural dos BNNTSs e comprovar as modificagdes quimicas da

superficie dessa nanoestrutura por meio de técnicas de caracterizacao.

3.  MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1. Reagentes, solventes e consumiveis

Todos os reagentes e solventes, grau para analises (P.A), foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA). A agua ultrapura foi obtida de um sistema Milli-Q. As
tiras de papel indicador de pH foram adquiridas da Merck (Darmstadt, Hesse, Alemanha).
Membranas filtrantes de politetrafluoretileno, com diametro de 47 mm e poros de 0,22 um,

adquiridas da Merck, foram utilizadas para filtrar as amostras.
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3.1.2. Equipamentos

Balanca analitica da marca Shimadzu, modelo AUW220D; forno tubular horizontal da
marca Lindberg Blue, modelo SRT55433; agitador magnético com aquecimento da marca
Solab, modelo SL 91; bomba de vacuo da marca Vacuubrand, modelo ME 1C; sistema de
ultrapurificagdo de agua da marca Millipore Milli-Q, modelo Direct-Q 3 UV; estufa da marca
DeLeo, modelo A4AF; reator de micro-ondas da marca CEM, modelo Discover; aparelho de
ultrassom da marca Elma, modelo Elmasonic S; microscopio eletrénico de transmissdo da
marca FEI Tecnai, modelo G2 F20 Super-Twin (Centro de Microscopia, UFMG);
difratbmetro de raios X da marca Rigaku, modelo D-MAX 2000 Ultima Plus; espectrémetro
de infravermelho com transformada de Fourier da marca Thermo Fisher Scientific, modelo
Nicolet 6700; analisador de potencial zeta da marca Malvern Instruments, modelo Zetasizer

Nano ZS e analisador termogravimeétrico da marca Shimadzu, modelo TGA-50WS.

3.2. METODOS
3.2.1. Sintese, purificacdo e oxidacdo dos nanotubos de nitreto de boro
3.2.1.1. Sintese

Para sintetizar os BNNTSs, misturou-se boro amorfo, éxido de magnésio e hematita,
com relacdo estequiométrica previamente estabelecida (1:1:1), até completa homogeneizacao.
A mistura obtida foi colocada em um cadinho de alumina, que foi levado a regido central de
um forno tubular horizontal. Sob fluxo de gas nitrogénio, o sistema foi aquecido a uma taxa
de 10 °C/min até 1300 °C. ApoOs atingir essa temperatura, o fluxo de gas nitrogénio foi
interrompido e um fluxo de gas aménia foi inserido por duas horas. Sob o restabelecimento do
fluxo de gas nitrogénio, o sistema foi resfriado a uma taxa de 10 °C/min até a temperatura

ambiente. A amostra ndo purificada de BNNTSs foi denominada BNNT-NP.

3.2.1.2. Purificacdo e oxidacao

Para remover as impurezas presentes na superficie dos BNNTs e promover,
concomitantemente, a oxidacdo dessa nanoestrutura, transferiu-se uma porcdo da amostra
BNNT-NP para um baldo contendo &cido sulfarico e acido nitrico concentrados (proporcao

3:1). A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacéo, a temperatura de 80 °C, por trés
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horas. A amostra de BNNTs purificados e oxidados (BNNT-P) foi filtrada a vacuo, lavada
com agua ultrapura até pH 5,5 - 6,0 e seca em estufa.

3.2.2. Funcionalizagio dos nanotubos de nitreto de boro

Uma porgdo da amostra BNNT-P foi funcionalizada com ODA via reagdo quimica
conduzida em reator de micro-ondas. O reator operou com agitacdo de 50%, rampa de
aquecimento de 20 minutos (até 120 °C), poténcia de 120 Watts e tempo de reacdo de 30
minutos. A amostra de BNNTSs funcionalizados com grupos C18 (BNNT-C18) foi resfriada,
dispersa em etanol absoluto, filtrada a vacuo e seca em estufa.

3.2.3. Caracterizacao dos nanotubos de nitreto de boro

As amostras foram caracterizadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET),
difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR - Fourier-transform Infrared Spectroscopy), analise de

potencial zeta e analise termogravimétrica (TGA - Thermogravimetric Analysis).

3.2.3.1. Microscopia eletrénica de transmissédo

A MET foi utilizada para identificar os tipos de nanoestruturas presentes no
nanomaterial e avaliar as caracteristicas morfologicas dos BNNTs. Para isso, a amostra
BNNT-P foi dispersa em acetona, em banho ultrassénico, por 30 minutos. Uma gota da
suspensdo obtida foi colocada sobre uma grade de cobre com 200 mesh, revestida com filme
de carbono (Holey Carbon). As andlises foram conduzidas no Centro de Microscopia da
UFMG.

3.2.3.2. Difracdo de raios X

Para comprovar a fase cristalina hexagonal das nanoestruturas, a amostra BNNT-P foi
analisada por DRX, empregando valores de angulo de Bragg de 20° a 80° e taxa de varredura
de 0,02°/min.
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3.2.3.3. Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho por transformada de Fourier

A FTIR foi utilizada para identificar as ligacbes quimicas dos BNNTs e 0s grupos
funcionais dos ligantes incorporados a superficie dessa nanoestrutura. Todas as amostras
foram analisadas no modo de reflectancia total atenuada, empregando 64 varreduras no
intervalo de 4000 cm™ a 500 cm™ e resolucéo espectral de 4 cm™

3.2.3.4. Potencial Zeta

A medida do potencial zeta das amostras BNNT-NP e BNNT-P foi realizada para
avaliar as possiveis mudancas de carga na superficie das nanoestruturas. As amostras foram
dispersas em solucdo aquosa com pH 6, na concentracdo de 0,1 mg/mL, utilizando ultrassom

por 30 min, e, em seguida, analisadas.

3.2.3.5. Andlise termogravimétrica

Para avaliar a estabilidade térmica dos BNNTSs e a decomposicao térmica dos ligantes,
aproximadamente, 4 mg de cada amostra foram analisados por TGA. Durante as analises,
empregaram-se razdo de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de ar de 10 mL/min. As
determinacgdes das percentagens de massa foram realizadas na faixa de temperatura de 25 °C a
800 °C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. SINTESE DOS NANOTUBOS DE NITRETO DE BORO

E notdrio que a sintese de BNNTs por BOCVD, fregiientemente, requer o uso de
catalisadores (KIM et al., 2018). Neste estudo, o 6xido de magnésio e o 6xido de ferro IlI
foram usados como catalisadores. Logo, durante o aquecimento da mistura reacional, sob
atmosfera redutora, da-se a reducdo desses Oxidos metalicos, formando nanoparticulas
condensadas de magnésio e ferro (Reacdes 1 e 2). Essas reacdes de oxirreducdo também sao
responsaveis pela formacdo de dioxido de boro gasoso, que durante a etapa isotérmica reage

com o gas amonia, possibilitando a formacdo das nanoestruturas de h-BN (Reacdo 3). Nesse
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contexto, o boro amorfo e 0 g&s amdnia sdo os precursores da sintese (FERREIRA, 2010;
SANTOS, 2017).

2B Ok 2 MgO (s) — B,0, @t 2 Mg () Rea(;éo 1
6B+ 2Fe035— 3 B0+ 4Fe Reacdo 2
B,0, @t 2 NHg(g) — 2 BN ot 2 H,O @7t H, @) Rea(;éo 3

Devido a diversidade de técnicas e condicGes de sintese, tém sido propostos multiplos
mecanismos de formacdo dos BNNTs. No mecanismo de crescimento vapor-liquido-solido,
por exemplo, a reacdo entre o dioxido de boro e a amdnia produz espécies gasosas de BN,
capazes de difundir-se para regibes em torno das nanoparticulas condensadas (Figura 9). A
absorcdo dessas espécies na superficie das nanoparticulas, seguida da dissolugcdo na fase
liquida do metal, acarreta um processo de supersaturacdo. Durante o resfriamento do sistema,
hd a segregacdo das espécies recém-dissolvidas para a superficie das nanoparticulas,
formando sitios que permitem a incorporacdo adicional de espécies gasosas de BN. Esse

fendmeno ocasiona o crescimento dos BNNTs (AHMAD et al., 2015).

Figura 9 — Representacdo esquematica do mecanismo de formacédo dos BNNTSs.
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Fonte: adaptado de COVILLE et al. (2011).
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4.2.  PURIFICACAO, OXIDACAO E FUNCIONALIZACAO DOS NANOTUBOS DE
NITRETO DE BORO

Assim como os nanotubos de carbono, 0s BNNTSs contém determinadas impurezas em
sua superficie, por exemplo, 6xidos de boro e nanoparticulas metélicas. Dependendo da
aplicagdo, como nos estudos com hipertermia magnética, a presenca de nanoparticulas
metalicas é importante para o desempenho dos BNNTSs. Todavia, em outros casos, como nos
estudos de sor¢do de micromoléculas, a remocdo dessas impurezas € essencial para explorar
as propriedades fisico-quimicas do nanomaterial (FERREIRA et al., 2011). Nesse contexto, 0
tratamento dos BNNTs com mistura de &cido sulfirico e &cido nitrico é capaz de remover as
impurezas, geralmente, espalhadas ou na forma de pequenos aglomerados sobre a superficie
das nanoestruturas (Figura 10). Pode-se observar que a presenca de BNNTs e BNNS € uma

caracteristica do nanomaterial.

Figura 10 — Imagem de microscopia eletrénica de varredura de BNNTSs ndo purificados (A) e

purificados com tratamento acido (B).

A
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Fonte: FERREIRA et al. (2011).

Além de remover as impurezas dos BNNTSs, o tratamento acido também promove a
oxidacao das nanoestruturas (SILVA et al., 2018a). Como as liga¢cdes B-N contém ionicidade,
os atomos de boro sdo reativos a nucleodfilos, enquanto que os a&tomos de nitrogénio sdo
suscetiveis a eletréfilos. Segundo PORTO et al. (2018), a mistura de acido sulfurico e acido
nitrico envolve diversas reacdes de equilibrio (Reacdes 4 a 6). Entretanto, dentre as espécies
formadas in situ, o ion nitrénio é o principal agente oxidante, responsavel pela transferéncia

de oxigénio para os &tomos de boro (Figura 11A). Na etapa de funcionalizag&o, as hidroxilas
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presentes na superficie dos BNNTs e BNNS, sdo substituidas por moléculas do agente
modificador (Figura 11B). Até o momento, ndo foram encontrados na literatura mecanismos
para essas reaces. Todavia, as modificacGes quimicas da superficie foram comprovadas por
técnicas de caracterizacdo (RIBEIRO e VILELA, 2018; SILVA et al., 2018a).

H,S04 + H,0 2 HSO4 + H30O" Reagdo 4A
HSO4 +H,0 2 S04~ + H30* Reacdo 4B

HNO3 + H,0 2 NO3™ + H30" Reagdo 5

2 H,SO4 + HNO3 2 NO," + H30" + 2HSO, Reac&o 6

Figura 11 — Oxidag&o dos BNNTs com mistura de acido sulfurico e acido nitrico (A) e
funcionalizagdo dos BNNTs com ODA (B).
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4.3. CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE NITRETO DE BORO
4.3.1. Microscopia eletronica de transmissao

A MET comprovou que o nanomaterial sintetizado é formado, tipicamente, por BNNTs
e nanofolhas de BN (Figura 12). Como o esperado, 0s BNNTSs apresentaram-se sob forma de
tubos com multiplas paredes, contorcidos ou ndo, com diametro e comprimento variaveis. O

espacamento entre as paredes foi de, aproximadamente, 0,33 nm (SILVA et al., 2018b).
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Figura 12 — Imagens de MET da amostra BNNT-P.

* Ampliagdo.

4.3.2. Difracao de raios X

A fase cristalina hexagonal das nanoestruturas foi comprovada pela analise da amostra
BNNT-P por DRX (Figura 13). Segundo FERREIRA et al. (2011), os picos com valores de
angulo de Bragg de 26,75°; 41,58°; 50,16° e 75,86° sdo tipicos do h-BN.

Figura 13 — Espectro de DRX da amostra BNNT-P.

"G? +

=,

(]

=]

[+

S

v +

g R ¢

= — A
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Graus

4.3.3. Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por transformada de

Fourier e potencial zeta

Pode-se observar na Figura 14 que os espectros de FTIR exibiram as bandas

caracteristicas das ligacdes quimicas dos BNNTSs. As bandas de absorcdo em 1367 cm™ e 790
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cm™ séo atribuidas, respectivamente, ao estiramento simétrico das ligagdes B== N no eixo
longitudinal dos nanotubos e ao movimento radial dos 4&tomos de boro e nitrogénio (LEE et

al., 2008).

Figura 14 — Espectros de FTIR das amostras BNNT-NP e BNNT-C18.
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A FTIR comprovou a funcionalizacdo com ODA dos BNNTs. No espectro da amostra
BNNT-C18, as bandas em 2921 cm™ e 2850 cm™ séo atribuidas ao estiramento das ligacdes
C-H dos grupos CH, e CHs, respectivamente. As bandas em 1671 cm™ e 1097 cm™ sdo
atribuidas, respectivamente, a deformacdo angular das ligagcdes N-H e ao estiramento das
ligaces C-N. O intervalo entre, aproximadamente, 3600 cm™ e 3200 cm™, corresponde &
regido em que se observa a banda larga de estiramento das ligacdes N-H dos grupos amina
secundaria (FERREIRA et al., 2013; PAVIA et al., 2015). Devido ao limite de deteccdo da
técnica, ndo se observou a banda fraca em, aproximadamente, 3500 cm™, atribuida ao
estiramento das ligacdes BO-H, no espectro da amostra BNNT- P (FERREIRA et al., 2014).
Todavia, a confirmacao da funcionalizacdo dos BNNTs, em conjunto com a reduc¢do do valor
de potencial zeta da amostra BNNT-P, em comparacdo com a amostra BNNT-NP, comprovou

a oxidacdo das nanoestruturas (Tabela 1).

Tabela 1 — Média dos valores de potencial zeta das amostras BNNT-NP e BNNT-P.

Amostra Média do potencial zeta (mV) (n = 3)
BNNT-NP -19,77
BNNT-P -25,67
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4.3.4. Andlise termogravimétrica

A TGA foi utilizada, principalmente, para avaliar o grau de oxidagdo e
funcionalizacdo do nanomaterial. A amostra BNNT-NP n&o apresentou perda de massa
significativa, o que comprovou a estabilidade térmica das nanoestruturas (Figura 15). As
amostras BNNT-P e BNNT- C18 tiveram uma perda de massa de, aproximadamente, 7%
(entre 150 - 750 °C) e 16% (entre 100 - 600 °C), respectivamente. Segundo a literatura, essas
percentagens de perda de massa sdo atribuidas a decomposicdo térmica dos ligantes organicos
incorporados a superficie das nanoestruturas. Logo, elas sdo capazes de indicar o grau de
oxidacao e funcionalizagdo das amostras modificadas (FERREIRA et al., 2013 e FERREIRA
etal., 2014).

Figura 15 — Curvas termogravimétricas das amostras BNNT-NP, BNNT-P e BNNT-C18.
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5.  CONCLUSAO

Por meio dos resultados de caracterizagcdo, concluiu-se que o nanomaterial obtido
possui caracteristicas quimicas e morfoldgicas adequadas para 0 emprego em dispositivos de
SPE. Os BNNTs e BNNS por si s6 sdo capazes de extrair micromoléculas de diversas
amostras liquidas pelo mecanismo de adsorcdo. A capacidade de estabelecer interacdes do
tipo = com os analitos, e a elevada area superficial, faz com que esses hanomateriais sejam
potencialmente Uteis, principalmente, para a extragdo de moléculas mais apolares. Além de

possibilitar a inser¢do de diversos grupos modificadores na superficie das nanoestruturas, o
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processo oxidativo aumenta a dispersibilidade do nanomaterial, reduzindo a formacéo de
agregados e facilitando os processos sortivos. A funcionalizacdo da superficie dos BNNTSs e
BNNS com grandes cadeias alquilicas pode aumentar a capacidade de retencdo do
nanosorvente, devido a inclusdo do mecanismo de absor¢do dos compostos de interesse na
fase ligada. Acredita-se que o impedimento estérico causado pelo grande volume da cadeia do
modificador, impossibilite a funcionalizagio de todos os 4tomos de boro oxidados. E sabido
que esse fendmeno também ocorre durante a funcionalizacdo dos grupos silandis presentes na
superficie da silica. Segundo SNYDER et al. (1997), apenas 30% dos silandis da superficie da

silica, no maximo, sdo funcionalizados com grupos C18.
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1.  INTRODUCAO

Antes de iniciar os experimentos em plasma humano, conduziu-se um estudo
preliminar de extracdo dos ARAs Il de solugdes aquosas, com o objetivo de determinar as
variaveis experimentais capazes de afetar, de maneira significativa, a extracdo da LOS, VAL,
IRB e CAN CIL pelos BNNTSs funcionalizados com grupos C18. Esse estudo de triagem de
variaveis, e também de carater exploratério, uma vez que permite obter informacdes bésicas,
porém desconhecidas, sobre o sistema de SPE em estudo, também permitiu selecionar o Pl
para 0 método bioanalitico.

2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver um método analitico para determinar simultaneamente os ARAs Il no
solvente dos extratos finais da SPE por CLAE-FLU.

o  Validar o método analitico recem-desenvolvido, conforme o preconizado nos guias

nacionais e internacionais de validacéo.

o Confeccionar cartuchos para SPE, utilizando os BNNTSs funcionalizados com grupos

C18 como nanosorvente.

o Realizar o estudo preliminar de extracdo, empregando um planejamento fatorial

fracionério (PFF).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1. Insumos farmacéuticos ativos

A IRB usada neste estudo foi extraida de comprimidos comerciais, purificada e
caracterizada pelo Dr. Mateus Araujo Castro e Souza do LCQ. Os métodos empregados e 0s
resultados obtidos foram descritos em sua tese intitulada Desenvolvimento de métodos
cromatogréaficos para a determinacdo simultéanea, em plasma humano, de farmacos usados

no tratamento de doencas cardiovasculares. Resumidamente, as analises de caracterizacéo
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comprovaram que a IRB foi obtida com alto grau de pureza (SOUZA, 2021). Os demais
insumos farmacéuticos ativos foram adquiridos da Purifarma (losartana potéssica — LOS K e
VAL) e da Sun Chemical Trading (CAN CIL).

3.1.2. Reagentes, solventes e consumiveis

O acido formico, acido fosforico e trietilamina, todos com grau P.A, foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. O fosfato de potassio monobéasico anidro grau P.A, MeOH grau CLAE e
ACN grau CLAE, foram adquiridos da J. T. Baker (Xalostoc, Morelos, México). A agua
ultrapura foi obtida de um sistema Milli-Q. A coluna cromatogréfica bifenila (100 x 4,6 mm;
2,6 um), do tipo core-shell, foi adquirida da Phenomenex (Torrance, California, EUA).
Membranas de ésteres de celulose, com diametro de 47 mm e poros de 0,45 pm, adquiridas da
Merck, foram usadas para filtrar a FM. Filtros para seringa de fluoreto de polivinilideno, com
didmetro de 25 mm ou 13 mm, e poros de 0,45 um, adquiridos da Agilent (Santa Clara,
California, EUA), foram usados para filtrar as amostras e extratos.

3.1.3. Equipamentos

Balanca analitica da marca Shimadzu, modelo AUY220; pipetas automaticas do tipo
monocanal com volume varidvel da marca Mettler Toledo, modelo Rainin Classic;
refrigerador da marca Solab, modelo SL-210/1100; ultrapurificador de dgua da marca Merck
Millipore, modelo Milli-Q Direct-Q 3 UV; potenciémetro da marca Metrohm, modelo 827;
bomba de vacuo da marca KNF, modelo N820.3; aparelho de ultrassom da marca Unique,
modelo USC-1400; sistema de filtracdo a vacuo do tipo Manifold com 24 posicGes da marca
Phenomenex (acoplado a uma bomba da marca Merck Millipore, modelo WP6211560);
concentrador de amostras da marca Tecnal, modelo TE-0194 e cromatdgrafo a liquido de alta
eficiéncia da marca Waters, modelo 2695 (composto de bomba quaternaria, injetor

automatico, forno para colunas e detector de fluorescéncia, modelo 2475).
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3.2. METODOS
3.2.1. Desenvolvimento do método analitico

Para o desenvolvimento do método analitico, consideraram-se as caracteristicas fisico-
quimicas dos ARAs Il e os fundamentos basicos da teoria de separacdo por CLAE. Para a
selecdo do gradiente, injetou-se, reiteradamente, o “branco”; isso ¢, metanol; e uma solucao
metandlica com 400 ng/mL de LOS e 250 ng/mL de VAL, IRB e CAN CIL. As condicbes
cromatograficas empregadas em métodos presentes na literatura foram devidamente

ponderadas.

3.2.2.  Validagédo do método analitico

O método analitico foi validado conforme o estabelecido na Resolugéo da Diretoria
Colegiada n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e no Guia Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1) da
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use. Os softwares Microsoft Excel 2007 e Minitab 18 foram utilizados para analisar

0s dados dos parametros da validagéo analitica.

3.2.2.1. Parametros da validacéo
Adequacao do sistema

A adequacdo do sistema cromatografico foi avaliada por meio da injecdo, em
quintuplicata, de uma solugdo metanolica com 400 ng/mL de LOS e 250 ng/mL de VAL, IRB
e CAN CIL. A média dos valores de nimero de pratos teoricos (N), fator de capacidade (k) e
fator de cauda (T), e o desvio padrdo relativo (DPR) das areas sob os picos de cada analito,
foram analisados. Os critérios de aceitacdo foram estabelecidos conforme as recomendacdes
do Guia Reviewer Guidance - Validation of Chromatographic Methods da Food and Drug
Administration (FDA, 1994).
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Seletividade

A seletividade foi avaliada mediante a compara¢do dos cromatogramas do “branco”;
isso é, do MeOH; com os cromatogramas de uma solucdo metandlica com 160 ng/mL de LOS
e 110 ng/mL de VAL, IRB e CAN CIL. Os cromatogramas foram obtidos por meio da
injecdo, em duplicata, dessas amostras.

Limites inferiores de quantificacéo

Os LIQs foram estabelecidos por meio da andlise dos resultados obtidos na
determinacdo da linearidade e dos resultados de precisdo e de exatiddo do método. Logo,
estabeleceram-se as menores concentracdes dos analitos capazes de serem quantificadas com
precisdo e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2017a). Assim como no método bioanalitico,
obtiveram-se LIQs com razdes sinal/ruido de, no minimo, 5:1 (EMA, 2011; FDA, 2018).

Linearidade

As curvas analiticas foram obtidas por meio da anélise de solugdes metanolicas com
concentracdes decrescentes dos analitos. Dessa forma, foram preparadas trés solucdes dos
ARAs II, provenientes da diluicdo de solugdes estoque distintas, para cada nivel de
concentracdo (ANVISA, 2017a). As faixas de concentracdo testadas foram 400,0 - 2,5 ng/mL
para a LOS e 250,0 - 2,5 ng/mL para a VAL, IRB e CAN CIL. As concentracdes
correspondentes aos LIQs e aos limites superiores de quantificacdo (LSQs) foram
determinadas considerando os resultados de preciséo e de exatiddo do método. Apds avaliar o
DPR das areas sob os picos de cada analito, em cada nivel de concentracdo, verificou-se a
homocedasticidade dos dados utilizando o teste de C de Cochran. Os dados recém-analisados
foram submetidos a regressdo linear pelo método dos minimos quadrados (MMQ), e 0s
coeficientes de determinacdo (R?) e de correlacéo (r) foram analisados. Os testes F e T (de
Fisher-Snedecor e de Student) foram utilizados, respectivamente, para avaliar a significancia
das regressdes e 0s interceptos com o eixo y. A andlise dos residuos foi conduzida para avaliar
a adequabilidade dos modelos matematicos (ANVISA, 2017b).
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Precisdo e exatiddo

Para avaliar a repetibilidade e a exatiddo foram analisadas trés réplicas auténticas * em
trés niveis de concentracdo dos ARAs Il (baixo, médio e alto). A repetibilidade foi expressa
como DPR das concentracdes experimentais de cada analito, em cada nivel de concentragédo,
enquanto que a exatiddo foi expressa como recuperacdo (Equacdo 1). A precisao
intermediaria foi avaliada de maneira idéntica a repetibilidade, porém as analises foram
conduzidas em dia diferente, por analista diferente. Nesse caso, 0 DPR das concentracdes
experimentais foi calculado levando em consideracdo os dados obtidos para as seis réplicas
(ANVISA, 2017a). Os critérios de aceitagdo foram estabelecidos conforme o Guia Guidelines
for Standard Method Performance Requirements da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2016).

Recuperacdo (%) = média das concentragdes experimentais x 100
concentragéo teorica

Equacéo 1
Robustez

Na avaliacdo da robustez, uma solucdo metandlica com 400 ng/mL de LOS e 250
ng/mL de VAL, IRB e CAN CIL, foi injetada, em duplicata, sob as condi¢cdes originais do
método analitico e apos a variacdo da temperatura dos fornos (x 2 °C), vazdo da FM (+ 0,1
mL/min) e pH da FM (x 0,1 unidade). Os parametros de adequacdo do sistema
cromatografico de cada par de injecGes e 0 DPR das areas sob os picos de cada analito foram
avaliados (AOAC, 2016; FDA, 1994).

3.2.3. Estabilidade dos analitos em metanol

Uma solucéo estoque dos ARAs Il em MeOH, com concentracdes idénticas as maiores
concentracBes utilizadas na validacdo do método analitico, foi preparada em triplicata. As
solucdes foram diluidas, filtradas, transferidas para tubos do tipo vial e injetadas no
cromatografo, apos o preparo e apds o armazenamento em refrigerador (2 - 8 °C), ao abrigo
da luz, por 7 e 14 dias (ANVISA, 2012).

! Solugdes metandlicas preparadas individualmente desde o inicio do procedimento de preparo.
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3.2.4. Montagem dos cartuchos para extracdo em fase sélida

Para montar os cartuchos para SPE, utilizaram-se seringas de polipropileno de grau
médico com capacidade de 1 mL e frits de polietileno com poros de 20 um. Apds o
posicionamento dos frits inferiores no interior das seringas, adicionou-se o nanomaterial seco
e posicionaram-se os frits superiores sem pressionar a fase sélida. A passagem de 1 mL de
MeOH pelos cartuchos, permitiu a acomodacdo das particulas do nanosorvente e,
conseqlientemente, o posicionamento adequado dos frits superiores. Para promover a
passagem de amostras e solventes pelos cartuchos durante as analises, acoplaram-se 0s
cartuchos a um sistema de filtracdo a vacuo do tipo Manifold (Figura 16).

Figura 16 - llustracdo dos cartuchos para SPE (A) e do sistema de filtracdo a vacuo do tipo
Manifold (B).
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Fonte: adaptado de ORLANDO et al. (2011).

3.2.5.  Estudo preliminar de extracéo

O estudo preliminar de extracdo dos ARAs Il de solucdes aquosas foi conduzido
empregando um modelo de PFF; selecionado apds a determinacdo das condicGes fixas e a
identificacdo das variaveis envolvidas no processo extrativo. Para analisar os dados
experimentais, utilizou-se uma planilha automatica desenvolvida pelo Laboratério de

Quimiometria (LQTA) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Campinas
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(UNICAMP, 2021). As variaveis consideradas estatisticamente significativas ou inertes foram

determinadas pela estimativa dos efeitos dos fatores de primeira, segunda e terceira ordem.

3.25.1. Variaveis

Apds a determinacdo das condicOes fixas, identificaram-se seis varidveis envolvidas
no processo extrativo. Para ndo excluir variaveis importantes para a recuperacao dos ARAs I,
incluiram-se todas as variaveis no PFF (Tabela 2). Tendo em vista que as interagcdes de
ordem elevada podem ser desconsideradas, ja que, normalmente, ndo sdo de interesse pratico,
por possuirem efeitos despreziveis, selecionou-se o PFF 2°? resolugdo IV (2°7 ). Nesse
modelo de planejamento, os fatores de primeira ordem s&o confundidos apenas com os fatores
de terceira ordem, enquanto que os fatores de segunda ordem sdo confundidos entre si (NETO
etal., 2001).

Tabela 2 — Variaveis do PFF 252,

Variavel Nivel
Na&o codificada Codificada | Inferior | Superior
Quantidade de nanosorvente nos cartuchos (mg) X1 50 60
Volume de MeOH para ativacdo da fase sélida (mL) X 1 2
Volume de tampé&o para condicionamento dos X 250 500
cartuchos (uL)
Vazdo da etapa de introducéo da amostra (mL/min) * X4 0,8 1,0
Proporcao de tampéo de KH,PO, 10 mM pH 2 e de X 100:0 85:15
MeOH no solvente da etapa de lavagem
Solvente para a eluicdo dos ARAs 11 Xe MeOH ACN

*Vacuo do sistema de filtracdo de 5,0 inHg e 7,5 inHg, respectivamente.

3.2.5.2. Niveis

Os niveis das variaveis X; e Xs foram selecionados com base em trabalhos
encontrados na literatura (FISCHNALLER et al., 2016; JIA et al., 2016). Os niveis das

variaveis X, e X3 foram selecionados visando a garantia da ativacdo da fase solida e do
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condicionamento dos cartuchos, sem comprometer a praticidade do método de extracdo. Duas
vaz@es inferiores a 1,5 mL/min foram selecionadas para a variavel X4. Segundo JIA et al.
(2016), vazdes entre 0,5 - 1,5 mL/min mostraram-se adequadas para a extracdo de bifenilos
em cartuchos para SPE & base de BNNS. Para a variavel Xg, selecionaram-se o0 MeOH e a
ACN. Com o objetivo de igualar a forca dos extratos, evaporaram-se 0s extratos acetanélicos,
sob temperatura de 45 ° C e corrente de ar comprimido seco, conforme SOUZA (2021), e
reconstituiram-se os extratos com 2 mL de MeOH.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
4.1.1. Fase moével

Com o objetivo de reduzir a formacao de cauda nos picos, devido as interagcdes dos
ARAs |1 (analitos com grupos funcionais basicos) com os silanois residuais da superficie da
silica, empregaram-se coluna capeada e FM contendo solucdo de trietilamina 0,1% (v/v)
como solvente A. Como o grupo nitrila da ACN é capaz de formar complexos do tipo doador-
aceptor de elétrons com a fase estacionaria (FE) e/ou com os analitos, suprimindo as
interacdes desse ultimo com a FE, selecionou-se 0 MeOH como solvente organico (solvente
B) (MALDANER et al., 2010).

A selecdo do pH da FM baseou-se nas propriedades fisico-quimicas dos compostos de
interesse. De acordo com os graficos de intensidade relativa de fluorescéncia e distribuicéo de
espécies em funcdo do pH (Figuras 17 e 18), a fluorescéncia nativa dos ARAs 11 é atribuida a
protonacdo do grupo funcional imidazol e/ou tetrazol. Logo, a fluorescéncia desses compostos
da-se sob valores de pH inferiores a 6. Pode-se observar na Figura 17 que a faixa de pH
“ideal” para a deteccdo simultdnea dos ARAs Il esté entre 2 e 4. Entretanto, estudos praticos
revelaram que a VAL e a CAN CIL tém ligeiras variacdes de emissdo de fluorescéncia em pH
2 e 3 (GONZALEZ et al., 2002). Com o objetivo de melhorar a deteccdo da LOS e favorecer
a formacdo de espécies ionizadas ou ndo ionizadas dos analitos na FM, sem reduzir a vida util
da coluna analitica, empregou-se um pH de 3,2 na FM. Para isso, a solucdo de trietilamina

0,1% (v/v) e 0 MeOH foram acidificados com acido férmico.
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Figura 17 — Gréficos de intensidade relativa de fluorescéncia versus pH dos ARAs II.
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Figura 18 — Diagramas de distribuicdo de espécies dos ARAs Il (continua).
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Como o uso de colunas analiticas a base de silica quimicamente ligada a grupos

bifenila é vantajoso para a separacdo de compostos aromaticos, especialmente compostos

polinucleares e nitroaromaticos como 0s ARAs Il, selecionou-se uma coluna Kinetex Bifenil,
com 4,6 mm de diametro, 100 mm de comprimento e particulas com 2,6 um de diametro

(MALDANER et al., 2010). Quando comparada com as colunas convencionais 2, essa coluna

proporciona além da maior seletividade, maior eficiéncia e resolucdo. A principal vantagem

do emprego de particulas com nucleo fundido (core-shell) é o estreitamento das bandas

cromatograficas, em razdo da rapida transferéncia de massa e do “empacotamento” ordenado

da FE. O tamanho reduzido das particulas € essencial para a retencdo dos analitos, que assim

como a obtencdo de bandas cromatograficas estreitas, € responsavel pela elevada eficiéncia da

2 Colunas com fase ligada C18 e particulas com 5 um de diametro.
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coluna. Além de reduzir a difusdo longitudinal das bandas cromatogréficas, potencializada por
baixas vazdes de FM, o pequeno comprimento da coluna é indispensavel para a operagdo do

equipamento dentro dos limites de pressdo aceitaveis (LANCAS, 2010).

4.1.3. Comprimentos de onda para detecgdo

Os comprimentos de onda para detec¢do foram selecionados por meio da analise de
espectros de absor¢do na regido do ultravioleta e espectros de emissdo de fluorescéncia dos
ARAs 1l (Figuras 19 e 20). Para obter um método analitico com detecgdo simulténea, e
especificidade e detectabilidade adequadas, selecionou-se um comprimento de onda de
excitagdo de 250 nm e um comprimento de onda de emisséo de 375 nm. Valores semelhantes
foram encontrados na literatura (GONZALEZ et al., 2002).

Figura 19 — Espectros de absor¢édo na regido do ultravioleta dos ARAs 1.
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Figura 20 — Espectros de emisséo de fluorescéncia dos ARAs 1.
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4.1.4. Demais condi¢des cromatograficas

Como a intensidade de fluorescéncia dos ARAs Il reduz com o aumento da

temperatura (EL-SHABOURY et al.,
compartimento da coluna foi mantida a 25 + 3 °C. Um gradiente linear com inclinacdo de

2012), a temperatura do amostrador automatico e do

1,67% de B/min permitiu a separacdo dos ARAs Il entre si e de compostos interferentes (O -
15 min: 70% - 95% de B). Apds a inclusdo do gradiente reverso e da etapa de reequilibrio do
sistema cromatografico, concluiu-se a corrida em 20 minutos (15 - 16 min: 95% de B; 16 - 17

min: 95% - 70% de B; 17 - 20 min: 70% de B). Foram empregados vazdo de FM de 0,7

mL/min 2 e volume de injecéo de 10 pL (Quadro 3).

Quadro 3 — CondicGes cromatograficas do método analitico.

Condigao

Descrigéo

Coluna analitica
Composicdo da FM
Vazao da FM

Bifenila core-shell (100 x 4,6 mm; 2,6 um)
Solugéo de trietilamina 0,1% (v/v) e MeOH (pH 3,2)
0,7 mL/min

Continua

® A pressdo do sistema permaneceu entre 2500 e 3000 psi.
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Continuacdo

Modo de eluicéo
Temperatura dos fornos
Volume de injecdo
Detecgéo

Gradiente

25+3°C

10 pL

Comprimento de onda de excitagdo de 250 nm e de emissdo de 375 nm

Final

4.2.  VALIDACAO DO METODO ANALITICO

4.2.1. Parametros da validacéo

4.2.1.1.

Adequagdo do sistema

Antes de conduzir as etapas propriamente ditas da validagdo, é preciso assegurar que 0

sistema selecionado para a execucdo das analises esteja apto a fornecer resultados confiaveis.

Como preconizado pela FDA, os parametros de adequacdo do sistema cromatografico foram

determinados por meio da injecdo, em quintuplicata, de uma solu¢do metandlica dos ARAs Il

(Figura 21). Os parametros obtidos foram apropriados, de acordo com os critérios de

aceitacdo estabelecidos: N > 2000; 1 <k < 10; T < 2; DPR das areas sob os picos de cada

analito < 1% e resolucdo entre os picos dos ARAs Il e dos compostos interferentes > 2
(Tabela 3) (FDA, 1994; SNYDER et al., 1997). Esses parametros foram monitorados em

todos os ensaios da validacdo analitica.

Figura 21 — Cromatograma da solu¢do metandlica com 400 ng/mL de LOS e 250 ng/mL de

VAL, IRB e CAN CIL.
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Tabela 3 — Resultados da avaliagdo da adequacdo do sistema cromatogréfico.

Parametros (n = 5)

ARAII tr (min) * N k T DPR das areas (%)
LOS 4,28 3942,72 1,58 1,30 0,16
VAL 5,19 6414,59 2,13 1,20 0,24
IRB 6,20 10180,12 2,74 1,28 0,14

CAN CIL 14,74 72384,26 7,90 1,32 0,67

* tr: tempo de retencéo.

4.2.1.2. Seletividade

A seletividade refere-se a capacidade do método em determinar 0os compostos de
interesse, inequivocamente, na presenca de compostos interferentes. Conforme estabelecido
pela ANVISA, a seletividade foi demonstrada por meio da comprovacao de que as respostas
analiticas se devem, exclusivamente, aos analitos, sem interferéncia do solvente (Figura 22).
Como nenhum composto interferente proveniente do MeOH coeluiu com os ARAs I,
considerou-se 0 método seletivo (ANVISA, 2017a).

Figura 22 — Cromatograma do MeOH e da solu¢do metandlica com 160 ng/mL de LOS e 110
ng/mL de VAL, IRB e CAN CIL (continua).
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Figura 22 — Cromatograma do MeOH e da solugdo metandlica com 160 ng/mL de LOS e 110
ng/mL de VAL, IRB e CAN CIL (continuagéo).
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4.2.1.3. Limites inferiores de quantificacdo

O LIQ é utilizado para demonstrar a habilidade do método em quantificar baixas
concentragdes do analito. Logo, o LIQ é a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com preciséo e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2017a). Neste estudo, o LIQ de
cada ARA 11 foi determinado por meio da analise de solu¢des metandlicas com concentracdes
decrescentes dos analitos. Os LIQs obtidos foram 10 ng/mL para LOS e CAN CIL, e 5 ng/mL
para VAL e IRB. Os resultados da avaliacdo da precisdo e da exatiddo do método sdo

apresentados na Subsecédo 4.2.1.5.

4.2.1.4. Linearidade

Para qualquer método quantitativo, existem faixas de concentracdo dos analitos, nas
quais 0 método pode ser aplicado. As faixas de concentracdo testadas neste estudo foram
selecionadas com base nas necessidades do estudo preliminar de extracdo. As faixas lineares
obtidas foram 10 - 400 ng/mL para LOS, 5 - 250 ng/mL para VAL e IRB, e 10 - 250 ng/mL

para CAN CIL. Os DPRs das &reas sob os picos dos analitos, em cada nivel de concentracéo,
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foram inferiores a 7% (Tabela 4). Segundo a AOAC, DPRs de, no méaximo, 15% s&o aceitos
para esses niveis de concentracdo (AOAC, 2016). Como os dados experimentais foram
considerados homocedasticos pelo teste de Cochran; uma vez que os valores de C calculado
(CcaL) foram inferiores aos valores de C tabelado (Crag), com nivel de significancia de 5%, o
método dos minimos quadrados ordindrios (MMQO) foi utilizado para obter as curvas
analiticas (ANVISA, 2017b). Como as trés curvas de cada ARA Il foram consideradas
estatisticamente iguais pelo teste de Chow, com nivel de significancia de 5% (Tabela 4),
plotou-se curvas analiticas Unicas, considerando todos os pontos dos gréaficos de dispersao, de
modo a obter modelos matematicos representativos no que diz respeito a variabilidade do
método (BATTISTI, 2001).

Tabela 4 — Avaliagédo dos dados experimentais obtidos na linearidade.

LOS
Concentragéo .
nominalg ,MEdla d_as ,DPR das Tesle © &b Sodhren Teste de Chow *
(ng/mL) areas (n=3) | areas (%) CeaL Cras
10 20479 6,42
40 122312 4,68
100 304116 2,49
160 457746 2,31
0,41 0,52 Valor-p = 0,61
220 651680 4,66
280 841246 1,94
340 1029702 1,72
400 1207250 1,92
VAL
Concentragéo -
nomina;; ,Medla d_as ,DPR das Tesle © &b Codhren Teste de Chow *
(ng/mL) areas (n=3) | areas (%) CeaL Cras
5 158368 4,94
40 974900 5,11
75 1717196 6,45
110 2508019 5,44
0,28 0,52 Valor-p = 0,36
145 3094386 4,81
180 3922586 4,78
215 4814865 2,34
250 5534230 2,70

Continua
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Continuagdo

IRB
Concentragéo .-
nominalg ,Medla d_as ,DPR das Teste & & Cochran Teste de Chow *
(ng/mL) areas (n=3) | areas (%) CeaL Cras
5 96611 3,02
40 857080 3,80
75 1755770 2,17
110 2346755 5,48
0,35 0,52 Valor-p = 0,32
145 3189855 1,73
180 3859831 1,71
215 4777199 2,00
250 5407438 1,94
CAN CIL
Concentragéo .
nominalg ,MEdla d_as ,DPR das Teste © & Cochran Teste de Chow *
(ng/mL) areas (n=3) | areas (%) CeaL Cras
10 158752 6,47
40 773550 3,36
75 1516671 3,78
110 2207580 2,85
0,18 0,52 Valor-p = 0,24
145 2999910 2,07
180 3603157 1,57
215 4391779 1,47
250 5065269 1,26

Final

* Se o valor-p do teste de Chow for superior a 0,05, constata-se a igualdade das regresses.

Os R?das curvas analiticas sdo apresentados na Figura 23. Os r, resultados do teste F
da analise de variancia (ANOVA) e resultados do teste T, sdo apresentados na Tabela 5. Os
R? e r foram superiores a 0,99; logo os pontos dos diagramas de dispersdo apresentaram-se
proximos as retas de regressdo e 0 grau de relacionamento linear entre as variaveis € muito
forte. As regressdes foram consideradas significativas pelo teste F; uma vez que os valores de
F calculado (Fca.) foram superiores aos valores de F tabelado (Frag), com nivel de
significancia de 5%; e os interceptos com o eixo y foram considerados estatisticamente iguais

a zero pelo teste T; uma vez que os valores-p foram superiores a 0,05. Dessa forma, ndo se
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observou interferéncia do solvente nos sinais analiticos (ANVISA, 2017b; SOUZA e
JUNQUEIRA, 2005).

Figura 23 - Curvas analiticas dos ARAs 1.
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Tabela 5 — Valores dos r e resultados dos testes Fe T.

Resultado ARATI
LOS | VAL | IRB [ CANCIL
r 0,999 0,998 0,999 0,999
Teste F FcaL=13168,56 FeaL=4723,13 FcaL= 8484,14 FcaL = 19556,95

Fras= 4,30 Fras= 4,30 Fras= 4,30 Fras= 4,30

Teste T Valor-p = 0,20 Valor-p = 0,20 Valor-p = 0,70 Valor-p = 0,14
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Conforme recomendado por SOUZA e JUNQUEIRA (2005), utilizou-se o teste de
Ryan-Joiner, o teste de Durbin-Watson e o teste de Brown-Forsythe, para avaliar a
normalidade, independéncia e homocedasticidade dos residuos, respectivamente. O teste de
Grubbs foi utilizado para avaliar a presencga de valores extremos (outliers). Pode-se observar
na Tabela 6, que nenhum valor extremo foi encontrado e os residuos obtidos tiveram
distribuicdo normal, e foram independentes e homocedasticos. Logo, os modelos matematicos
obtidos mostraram-se adequados para explicar a relagdo entre a variavel resposta e a variavel
explicativa (ANVISA, 2017b). A dispersdo aleatoria dos residuos pode ser observada nos
graficos dos residuos em funcdo dos valores previstos de y (Figura 24).

Tabela 6 — Resultados da analise dos residuos.

Teste ARA

LOS VAL \ IRB \ CANCIL
Grubbs ? ZeaL = 2,27 ZeaL = 2,43 Zeal = 2,09 ZeaL = 2,38
Zrag= 2,64 Zrag= 2,64 Zrag= 2,64 Zrag= 2,64
. b RCAL = 0,99 RCAL = 0,97 RCAL = 0,99 RCAL = 0,99
Ryan-Joiner Rrag=096  Rraa=0,96 Rrag= 0,96 Rran= 0,96

d=221 d=1,71 d=1,69 d=2,28

Durbin-Watson ° dy =1,45 dy =1,45 dy =1,45 dy =1,45
4-dy = 2,55 4-dy = 2,55 4-dy = 2,55 4-dy = 2,55
d FCAL: 2,73 FCAL: 2,54 FCAL: 0,001 FCAL: 2,74
Brown-Forsythe Fras= 4,30 Fras= 4,30 Fras= 4,30 Fras = 4,30

#Se o valor de Z calculado (Zca) for inferior ao valor de Z tabelado (Z 1ag), ndo ha valores extremos.

b Se 0 valor de R calculado (RcaL) for superior ao valor de R tabelado (Rtag), 0s residuos tém distribuicdo

normal.

¢ Se dy < d < 4-dy, os residuos sdo considerados independentes.

9 Se o valor de Fea, for inferior ao valor de Frag, 0s residuos sio considerados homocedasticos.

Foi utilizado um nivel de significancia de 5% em todos os testes estatisticos.
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Figura 24 — Gréficos dos residuos em funcéo dos valores previstos de y.
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y previsto y previsto
Residuo IRB Residuo CAN CIL
250000,00 - 150000,00 -
° L
L L
125000,00 - 75000,00 -
$ o o N : s .
0,00 _‘_3_'_‘_‘_._. 0,00 -l‘ ; -’ o ¢ L 3
0,00 2750000,004 550000000 0,00 42600000,00, $200000,00
-125000,00 - $ . -75000,00 - PN . .
-250000,00 - _ -150000,00 - .
y previsto Y previsto
4.2.1.5. Precisdo e exatidao

A precisdo e a exatiddo referem-se, respectivamente, a capacidade do método em
fornecer dados com baixa disperséo e resultados de concentracdo proximos aos valores reais
(ANVISA, 2017a). Os DPRs obtidos na avaliacdo da repetibilidade e da preciséo
intermediaria foram inferiores a 10% (Tabela 7). Os valores de recuperacdo obtidos na
avaliacdo da exatiddo permaneceram entre 80 e 110% (Tabela 8). Segundo a AOAC, DPRs
inferiores a 15% e valores de recuperacdo entre 80 e 110% para o0s trés niveis de concentracéo
sdo considerados adequados (AOAC, 2016). Logo, o0 método mostrou-se preciso e exato nas

faixas lineares supracitadas.

Tabela 7 — Resultados da avaliacao da repetibilidade e da precisdo intermediéria.

. Repetibilidade Precisdo intermediaria
Concentragao edia d DPR d Média d DPR d
ARA I nominal Média a~s as~ édia a~s as~
(ng/mL) concentragfes | concentragdes | concentragdes | concentragdes
(ng/mL) (n=3) (%) (ng/mL) (n = 6) (%)
10 9,34 6,18 9,19 5,56
LOS 200 203,58 4,53 206,54 4,97
400 419,35 3,50 408,08 4,39

Continua
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Continuacdo

5 4,74 9,82 4,77 9,29

VAL 125 118,70 6,97 123,66 6,60
250 249,35 3,24 257,13 5,79

5 4,23 7,38 4,36 7,24

IRB 125 110,40 6,03 112,82 6,27
250 259,02 3,34 258,29 2,90

CAN 10 9,09 8,03 8,78 8,33
CIL 125 121,27 4,77 123,91 4,86
250 260,29 3,20 255,03 3,42

Final

Tabela 8 — Resultados da avaliacdo da exatidao.

. Exatidao
ARA I Co_ncentragao Meédia das concentracdes | Recuperagdo
nominal (ng/mL)
(ng/mL) (n=3) (%)
10 9,34 93,40
LOS 200 203,58 101,79
400 419,35 104,84
5 4,74 94,77
VAL 125 118,70 94,96
250 249,35 99,74
5 4,23 84,60
IRB 125 110,40 88,32
250 259,02 103,61
10 9,09 90,92
CAN CIL 125 121,27 97,02
250 260,29 104,11

4.2.1.6. Robustez

A robustez avalia a suscetibilidade do método a pequenas variacbes que podem
ocorrer durante as analises de rotina. Logo, os testes da robustez sdo de fundamental
importancia para que os analistas conhegam quais precaucfes deverdo ser tomadas durante o
emprego do meétodo recém-validado (CASSIANO et al., 2009). Como as variacdes de
temperatura dos fornos, variacdo de pH da FM para 3,3 e variacdo de vazdo da FM para 0,6
mL/min produziram resultados de adequacdo do sistema cromatografico e DPRs das areas sob
0s picos dos ARAs Il dentro dos critérios de aceitacao estabelecidos, considerou-se 0 método
robusto a essas variaces (Tabela 9). Todavia, em razdo da vulnerabilidade do método a

variagdo de pH da FM para 3,1 e a variacdo de vazdo da FM para 0,8 mL/min, foram
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necessarios a verificacdo periodica da vazdo e o emprego de potenciémetros devidamente
calibrados durante o preparo da FM. Esse procedimento teve como objetivo evitar a
sobreposicdo de bandas cromatogréficas e o emprego de valores de pH muito proximos de
3,0, que sdo, frequentemente, associados a variacbes de emissao de fluorescéncia dos ARAs 11
(GONZALEZ et al., 2002).

Tabela 9 — Resultados da avaliagdo da robustez (n = 2).

LOS
Variacéo N | k ‘ T ‘ DPR das areas (%0)
Nenhuma 3928,04 1,58 1,30
Vazdo da FM de 0,6 mL/min 4273,12 2,11 1,26
pH da FM de 3,3 4198,43 1,60 1,29 0,63 *
Temperatura dos fornos de 23 °C 3968,12 1,59 1,31
Temperatura dos fornos de 27 °C 3810,66 1,55 1,28
VAL
Variagéo N k T DPR das areas (%)
Nenhuma 6438,23 2,13 1,20
Vazéo da FM de 0,6 mL/min 7380,76 2,73 1,17
pH da FM de 3,3 6732,18 2,15 1,20 0,52 *
Temperatura dos fornos de 23 °C 6651,67 2,14 1,22
Temperatura dos fornos de 27 °C 6380,95 2,11 1,19
IRB
Variacéo N k T DPR das areas (%)
Nenhuma 10163,21 2,74 1,28
Vazéo da FM de 0,6 mL/min 11539,95 3,41 1,24
pH da FM de 3,3 10516,36 2,75 1,29 0,61~*
Temperatura dos fornos de 23 °C 10294,44 2,75 1,29
Temperatura dos fornos de 27 °C 10031,56 2,71 1,27
CANCIL
Variacéo N k T DPR das areas (%)
Nenhuma 72261,10 7,89 1,32
Vazéo da FM de 0,6 mL/min 83377,86 8,75 1,28
pH da FM de 3,3 74085,32 7,88 1,32 0,64 *
Temperatura dos fornos de 23 °C 72511,06 7,90 1,33
Temperatura dos fornos de 27 °C 72151,24 7,87 1,30

* DPR dos dez valores de area.

Resolucgdo entre os picos dos ARAs Il e dos compostos interferentes > 2.
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4.3. ESTABILIDADE DOS ANALITOS EM METANOL

Os ARAs Il foram estadveis em MeOH por, no minimo, 14 dias sob refrigeracdo.
Conforme estabelecido pela ANVISA, o DPR das areas obtidas para cada ARA Il foi inferior
a 10% (ANVISA, 2012). A estabilidade ap6s duas semanas ndo foi avaliada. Segundo
GONZALEZ et al. (2002), quando protegidos da luz, os ARAs I sio estaveis em MeOH por,

no minimo, 1 ano, a4 °C.

4.4. ESTUDO PRELIMINAR DE EXTRACAO
4.4.1. Condicdes fixas
4.4.1.1. Solvente para ativagédo da fase solida e para condicionamento dos cartuchos

Considerando as caracteristicas fisico-quimicas da fase ligada do nanosorvente,
selecionou-se 0 MeOH como solvente para a etapa de ativacdo. A passagem desse solvente
pelos cartuchos ordena as cadeias alquilicas da fase ligada, que se encontram emaranhadas no
nanomaterial seco. A presenca do grupo funcional hidroxila na molécula do solvente organico
permite a interagdo com moléculas de agua, facilitando a permeacdo de solventes aquosos
entre as particulas da fase solida. Com o objetivo de remover o solvente orgénico dos
cartuchos e equiparar o solvente presente no nanosorvente com o solvente das amostras;
impedindo que os analitos presentes nas porcdes inicial e final das amostras sejam submetidos
a SPE sob valores de pH demasiadamente diferentes, selecionou-se uma solugdo tampéo
fosfato de potassio monobésico anidro 10 mM pH 2 como solvente para a etapa de

condicionamento * (Quadro 4).

4.4.1.2. Concentracdes das amostas e volume de amostra

As concentracGes das amostras; isso é, das solucbes aquosas dos ARAs II; foram
selecionadas tendo em vista as concentracfes plasmaticas maximas, no estado de equilibrio,
obtidas apds a administracdo de dose usual da LOS e VAL®, e a possivel utilizagdo da IRB ou
CAN CIL como Pl no metodo bioanalitico (LEIDIG et al., 2001; SASAKI et al., 1996).

* pH ajustado com &cido fosforico.

® 50 mg/dia e 80 mg/dia, respectivamente.
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Devido a baixa solubilidade dos ARAs Il em &gua, as amostras foram preparadas por meio da
diluicdo de solucdes estoque dos ARAs Il em MeOH °. Todavia, 0 volume de MeOH nas
amostras foi inferior ou igual a 1%. Essa conduta € importante para evitar que o0 MeOH,
presente nas amostras, afete a extracdo dos ARAs Il na etapa de SPE. O volume de amostra
foi selecionado com base no trabalho de GONZALEZ et al. (2002).

4.4.1.3. Acidificacdo das amostras

Antes de serem submetidas a SPE, as aliquotas das amostras foram acidificadas, na
propor¢do 1:1, com é&cido fosférico 1 M (pH final < 2). A importéncia dessa etapa para a
extracdo dos ARAs II, principalmente de plasma humano, é discutida com detalhes na
Subsecéo 4.2 do Capitulo 3.

4.4.1.4. Volume de solvente para lavagem da fase solida e para eluicdo dos analitos

Para que ndo houvesse a alteracdo da ionizacdo dos ARAs Il retidos pela fase sélida,
selecionou-se 250 pL de mistura de tampéo fosfato de potassio monobasico anidro 10 mM pH
2 e MeOH como solvente para a etapa de lavagem. O volume de solvente para a eluicdo dos
ARAs I foi selecionado com base no trabalho de FERREIROS et al. (2016).
Independentemente das recuperacfes obtidas (40 — 100%), as concentracdes dos extratos

permaneceram dentro das faixas lineares do método analitico.

4.4.1.5. Vazdo da etapa de ativacdo e de lavagem da fase sélida, de condicionamento dos

cartuchos e de eluicdo dos analitos

As vazdes das etapas da SPE foram controladas por meio do vacuo do sistema de
filtracdo. Na etapa de ativacdo, de condicionamento e de eluicdo, empregou-se um vacuo de
10 inHg, enquanto que na etapa de lavagem empregou-se um vacuo de 5 inHg. Devido as
diferentes viscosidades dos solventes, obteve-se uma vazdo de, aproximadamente, 2,1
mL/min na etapa de ativacdo (MeOH), 1,3 mL/min na etapa de condicionamento (tampéo

fosfato de potédssio monobésico anidro 10 mM pH 2), 0,8 mL/min na etapa de lavagem

® As amostras foram preparadas no momento do uso e, em seguida, descartadas.
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(mistura de tampdo fosfato de potéssio monobésico anidro 10 mM pH 2 e MeOH) e 2,1
mL/min (MeOH) ou 3,4 mL/min (ACN) na etapa de eluicéo.

Quadro 4 — Condicoes fixas do estudo preliminar de extracao.

Etapa da SPE Condicéo fixa Descricéo
Ativagao ) MeOH
— Tipo de solvente -
Condicionamento Tampéo de KH,PO, 10 mM pH 2

Amostra A: 250 ng/mL de LOS

Concentracéo da

) amostra * Amostra B: 1640 ng/mL de VAL, e 205
Introducdo da ng/mL de IRB e CAN CIL

amostra

Volume de amostra

Volume de HsPO, 1 M 250 pL

Lavagem

Volume de solvente
Eluicdo 2mL

* Devido a menor intensidade de fluorescéncia da LOS, conduziu-se a extracdo desse farmaco separadamente.

4.4.2. Planejamento fatorial
4.4.2.1. Tipo do planejamento

A quimiometria é uma ferramenta Util para estudar um sistema complexo, em que
diversos fatores podem influenciar a resposta sob observacdo do analista (NETO et al., 2001).
Como a conducdo de um planejamento fatorial (PF) completo caracteriza-se um verdadeiro
desperdicio; uma vez que o estudo preliminar de extracdo requer a obtencdo de pouca
informacdo, todavia cruciais para 0 método bioanalitico, selecionou-se um modelo de PFF.
Vale enfatizar, que esse tipo de planejamento é considerado ideal, quando néo se conhece, a
priori, a relacdo completa dos fatores capazes de afetar, de maneira significativa, a resposta
sob observacdo do analista. Nesses casos, a inclusdo de todas as varidveis envolvidas no
processo extrativo, torna, na maioria das vezes, a execucao do numero de ensaios requeridos
pelo PF completo impraticavel (NETO et al., 2001).
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4.4.3. Andlise dos dados experimentais
4.4.3.1. Selecdo do PI para 0 método bioanalitico

A matriz e resultados de recuperacdo do PFF sdo apresentados na Tabela 10. Os
ensaios de extracdo da LOS, VAL e IRB obtiveram valores de recuperagdo satisfatorios.
Considerando apenas os valores de log P dos ARAs Il, a ordem esperada dos valores de
recuperacdo é LOS < VAL < IRB. Todavia, devido as caracteristicas fisico-quimicas do
nanosorvente e a ionizagdo da LOS e da IRB; o que aumenta a hidrofilicidade desses
farmacos; a IRB obteve valores de recuperacdo inferiores, quando comparada com a VAL.
Devido a evidéncia de degradacdo da CAN CIL pela solucdo de acido fosférico 1 M,
selecionou-se o farmaco IRB como Pl para o método bioanalitico. Conforme os requisitos
para selecdo de PI, descritos por SNYDER et al. (1997), a IRB ndo se encontra presente na
matriz biologica original; esta disponivel comercialmente com alto grau de pureza; é estavel e
reproduz o comportamento dos analitos durante o preparo de amostras; e possui estrutura

quimica, retencdo cromatogréafica e resposta analitica similares aos analitos.

Tabela 10 — Matriz e resultados de recuperacao do PFF 252

Ensaio Variavel ® Recuperagao (%) °

X; | Xo | X3 | X¢ | X | X | LOS | VAL | IRB
1A-B -1 -1 -1 -1 -1 -1 77,55 87,94 80,28
2A-B 1 -1 -1 -1 1 -1 77,13 85,42 82,44
3A-B -1 1 -1 -1 1 1 74,74 80,49 79,82
4 A-B 1 1 -1 -1 -1 1 83,21 90,34 83,78
5A-B -1 -1 1 -1 1 1 73,28 82,15 77,62
6 A-B 1 -1 1 -1 -1 1 82,07 88,82 86,36
7 A-B -1 1 1 -1 -1 -1 78,39 85,38 83,55
8 A-B 1 1 1 -1 1 -1 78,88 84,78 81,98
9A-B -1 -1 -1 1 -1 1 72,90 81,36 79,11
10 A-B 1 -1 -1 1 1 1 66,52 80,22 73,03
11 A-B -1 1 -1 1 1 -1 64,05 77,66 70,49
12 A-B 1 1 -1 1 -1 -1 76,56 81,85 81,02
13A-B -1 -1 1 1 1 -1 63,60 75,57 68,35
14 A-B 1 -1 1 1 -1 -1 76,16 82,80 80,99
15A-B -1 1 1 1 -1 1 74,94 81,71 80,42
16 A-B 1 1 1 1 1 1 68,57 81,11 74,39

20 nivel inferior foi codificado como -1 e o nivel superior como 1.

> Os maiores valores de recuperagdo sio apresentados em negrito.
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4.4.3.2. Determinacédo das varidveis significativas

Os efeitos dos fatores de primeira, segunda e terceira ordem, estimados pelo PFF, sdo
apresentados na Tabela 11. Os graficos de probabilidade normal desses efeitos séo
apresentados na Figura 25 . Apenas as variaveis Xi, X, e Xs foram capazes de afetar,
significativamente, a recuperacdo dos ARAs IlI; com nivel de significancia de 5%. Logo,
mantiveram-se essas varidveis no estudo de extragdo. Como esperado, o aumento da
quantidade de nanosorvente nos cartuchos aumentou as recuperagdes, enquanto que O
aumento da vazéo da etapa de introducdo da amostra e da propor¢do de MeOH no solvente da
etapa de lavagem reduziram as recuperagdes. Em razdo da maior hidrofobicidade da VAL, a
recuperacdo desse farmaco foi menos impactada pela reducdo da quantidade de nanosorvente
nos cartuchos, pelo aumento da vazdo da etapa de introducdo da amostra e pelo aumento da
proporcao de MeOH no solvente da etapa de lavagem.

Tabela 11 — Estimativa dos efeitos e confundimento dos fatores do PFF 2572 ..

H a
Fator L OS ‘ 32;[_0 | IRB Confundimento

1 3,71 2,89 3,04 1 235 456 -

2 1,27 -0,12 0,91 2 135 346 -

3 0,40 -0,37 0,46 3 125 246 -

4 -7,74 -5,38 -6,00 4 156 236 -

5 -6,88 -4,10 -5,92 5 123 146 -

6 0,49 0,60 0,68 6 145 234 -
12 0,07 0,33 -1,32 12 35 - -
13 0,16 0,29 0,40 13 25 - -
14 -0,63 -0,47 -0,28 14 56 - -
15 0,15 1,03 0,85 15 23 46 -
16 -2,58° 0,81 -2,90° 16 45 - -
24 -0,03 0,71 0,30 24 36 - -
26 0,41 0,40 -0,34 26 34 - -
124 -0,08 -0,95 0,81 124 136 256 345
126 -0,15 0,61 0,14 126 134 245 356

% Os efeitos significativos sdo apresentados em negrito. Utilizou-se um nivel de significancia de 5%.

b Fator de segunda ordem confundido com o fator de segunda ordem 45.

" Os fatores mais afastados de zero, tém efeitos com maior magnitude e, portanto, mais significativos.
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Figura 25 — Graficos de probabilidade normal dos efeitos.
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As variaveis X,, X3 e Xg apresentaram-se inertes, e por esse motivo foram fixadas. O
volume de MeOH para a ativacdo da fase sélida foi fixado em 2 mL (Quadro 5). O volume
de tampdo fosfato de potassio monobasico anidro 10 mM pH 2 para o condicionamento dos
cartuchos foi fixado em 500 pL. Como 2 mL de MeOH ou ACN foram capazes de promover
a eluicdo completa dos farmacos, e verificou-se por meio de analise univariada que volumes
inferiores de MeOH ou ACN acarretam recuperagdes insatisfatorias, selecionou-se 2 mL de
MeOH para a elui¢do dos ARAs II. O uso de 2 mL de ACN, nesse caso, acarretaria a incluséo
de uma etapa desnecessaria ao preparo de amostras, além de aumentar a quantidade de
compostos interferentes nos extratos provenientes de plasma humano, devido a maior eluicéo

de compostos fortemente retidos pela fase sélida.

Quadro 5 — Condicbes otimizadas no estudo preliminar de extracao.

Etapa da SPE Condicéo otimizada Descricéo
Ativacgéo 2 mL de MeOH
. Vol i <
Condicionamento olume e tipo de 500 pL de tampéo de KH,PO4 10 mM pH 2
solvente
Eluicdo 2 mL de MeOH

5.  CONCLUSAO

Além de possibilitar a triagem das variaveis, e a selecdo do Pl para o método
bioanalitico, o estudo preliminar de extracdo permitiu reduzir o gasto de amostras bioldgicas,
comumente disponiveis em quantidades limitadas, além de reduzir o nimero total de ensaios
e, consequentemente, o tempo de analise e custos envolvidos. Ademais, colaborou para a
expansdo do conhecimento sobre o objeto de pesquisa. Logo, todo o esforco despendido nesse
estudo, voltou-se produtivamente para a clarificacdo gradativa do tema, contribuindo para a

tomada de deciséo racional.



CAPITULO 3

DETERMINACAO SIMULTANEA DE LOSARTANA E VALSARTANA EM PLASMA
HUMANO
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1.  INTRODUCAO

Apobs conhecer quais sdo as variaveis capazes de afetar significativamente a extracao
dos ARAs Il pelos BNNTs funcionalizados com grupos C18, conduziu-se um estudo de
extracdo dos farmacos de plasma humano, como o objetivo de obter um método de extragéo
otimizado. O método bioanalitico obtido foi validado e empregado na determinacédo
simultdnea de LOS e VAL em plasma humano, utilizando a IRB como PI.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o  Otimizar o método cromatogréafico apresentado no Capitulo 2.

o Realizar o estudo de extracdo para otimizar as variaveis significativas, empregando o

método cromatogréafico recém-otimizado.

o  Validar o método bioanalitico, conforme o preconizado nos guias nacionais e

internacionais de validacao.

o  Aplicar o método bioanalitico recém-validado na analise de amostras de plasma de

pacientes hipertensos sob tratamento medicamentoso com LOS ou VAL.

3.  MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1. Reagentes, solventes, consumiveis e equipamentos

A nicotina (NIC) grau P.A, com pureza superior a 99%, foi adquirida da Acros
Organics (lote A0333681). Uma pré-coluna da marca Phenomenex, modelo Security Guard,
com cartucho C18 (4 x 3 mm), foi usada para proteger a coluna analitica. Uma centrifuga com
refrigeracdo da marca Thermo Fisher Scientific, modelo MR231 (equipada com rotor
oscilante, modelo SWM 180.5), foi usada para centrifugar as amostras de sangue. Um
ultrafreezer vertical da marca Revco, modelo UTL-2186-5-D34, foi usado para armazenar as
amostras de plasma. Um agitador do tipo vortex da marca Loccus, modelo Mini Flexvértex

3800, e uma centrifuga com refrigeracdo da marca Eppendorf, modelo 5424 R, foram usados
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durante a etapa de fortificacdo do plasma e de preparo de amostras. Os solventes, e demais

reagentes, consumiveis e equipamentos usados, foram descritos no Capitulo 2.

3.1.2.  Insumos farmacéuticos ativos e substancias quimicas de referéncia

O besilato de anlodipino, insumo farmacéutico ativo, foi adquirido da Purifarma (lote
AMB/070/08/16). A hidroclorotiazida (HCT), substancia quimica de referéncia, foi adquirida
da Farmacopeia Brasileira (lote 1003). O felodipino (FEL), nifedipino (NIF), nimodipino
(NIM) e cafeina (CAF), todos substancias quimicas de referéncia, foram adquiridos da
farmacopeia dos Estados Unidos (lote HOI178, KOD401, FOF203 e KOD372,
respectivamente). Os demais insumos farmacéuticos ativos usados foram descritos no

Capitulo 2.

3.2. METODOS
3.2.1. Obtencéo das amostras de plasma
3.2.1.1. Coleta das amostras de sangue

As amostras de sangue foram coletadas a vacuo, em tubos jateados com spray seco de
heparina de litio. As amostras de sangue de voluntarios sadios (amostras “branco’) foram
coletadas conforme as recomendacdes da ANVISA (ANVISA, 2012), no Laboratorio de
Hematologia Clinica da FAFAR da UFMG. As amostras “branco” normais e hemolisadas
foram coletadas pela manhd, com os voluntarios sob jejum, enquanto que as amostras
lipémicas foram coletadas duas horas apds o almogo. As amostras de sangue de voluntarios
hipertensos sob terapia anti-hipertensiva foram coletadas no Ambulatério de Anticoagulacéo
do Servico de Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nlmero do Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica é 01455418.4.0000.5149.

3.2.1.2. Centrifugacdo das amostras de sangue

Para promover a precipitacdo dos elementos figurados, as amostras de sangue foram

centrifugadas a 1431 x g, sob temperatura de 4 °C, por 10 minutos. O plasma de cada amostra
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de sangue foi coletado e transferido para tubos do tipo falcon devidamente identificados.
Todas as amostras de plasma foram armazenadas em ultrafreezer, sob temperatura de -70 °C,
até o momento do uso. Amostras de pool de plasma foram obtidas misturando aliquotas iguais

de amostras individuais de plasma “branco”.

3.2.2. Otimizagdo do método cromatogréafico
3.2.2.1. Procedimento

Para otimizar as condi¢cdes cromatograficas do método apresentado no Capitulo 2,
com o objetivo de separar os ARASs Il e compostos interferentes provenientes do MeOH e da
matriz bioldgica, injetou-se, reiteradamente, um extrato proveniente de uma aliquota de
amostra de pool de plasma, fortificada com os ARAs Il no nivel de concentragio
correspondente aos presumiveis LSQs do método bioanalitico. Um extrato proveniente de
uma aliquota da mesma amostra de plasma, ndo fortificada com os ARAs II, também foi

injetado.

3.2.2.2. Obtencdo dos extratos
Fortificacdo do plasma

Devido a baixa solubilidade dos ARAs Il em agua, prepararam-se solucdes estoque
dos farmacos em MeOH. Todavia, a solucdo para a fortificacdo da aliquota de plasma foi
preparada por meio da diluicdo de solucBes estoque dos ARAs Il em &gua ultrapura. A
proporcao de MeOH na solucéo para fortificacdo foi inferior a 20%. Na etapa de fortificacdo,
a aliquota de plasma foi transferida para um tubo do tipo eppendorf; fortificada com 5% de
solucdo para fortificacdo ® e agitada em vértex. A proporcdo de MeOH na aliquota de plasma

foi inferior a 1%.

& Porcentagem em relagio ao volume de plasma.
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Acidificacédo das amostras

Antes de serem submetidas a SPE, a aliquota de plasma fortificada com os ARAs Il e
a aliquota de plasma ndo fortificada com os ARAs Il (recém-transferida para um tubo do tipo
eppendorf) foram acidificadas com acido fosforico 1 M, na proporcao 1:1; agitadas em vértex;
e centrifugadas a 10.000 x g, sob temperatura de 4 °C, por 5 minutos.

Extracao em fase solida

Para obter os extratos, empregaram-se as condi¢Ges de extracdo otimizadas até esta
etapa, e selecionaram-se as condicOes de extracdo ndo otimizadas, com base nos maiores
valores de recuperacdo alcancados no estudo preliminar de extracdo. Dessa forma,
empregaram-se 60 mg de BNNTSs funcionalizados com grupos C18 no cartucho para SPE;
ativou-se a fase solida com 2 mL de MeOH; condicionou-se o cartucho com 500 pL de
tampao fosfato de potassio monobésico anidro 10 mM pH 2; passaram-se as amostras pelo
cartucho, sob vacuo de 5 inHg °; lavou-se a fase sélida com 250 pL de tampdo fosfato de
potassio monobasico anidro 10 mM pH 2 e eluiram-se os ARAs Il com 2 mL de MeOH. Para
a remocdo de compostos interferentes fortemente retidos no cartucho, limpou-se a fase solida
com 1 mL de ACN °. Antes de serem injetados no cromatégrafo, ambos os extratos foram

filtrados e transferidos para tubos do tipo vial.

3.2.3. Estudo de extracao

Para otimizar as variaveis significativas, conduziu-se um estudo de extracdo da LOS,
VAL e IRB de plasma humano. Para isso, empregou-se um PF com ponto central (PC), e
utilizou-se a planilha automatica do LQTA e o software Statistica versdo 10 para a analise dos
dados experimentais. As varidveis foram otimizadas visando a obtencdo de recuperacdes

adequadas, com o minimo de compostos interferentes possivel.

® Devido & maior viscosidade do plasma, obteve-se uma vazao de, aproximadamente, 0,5 mL/min.
' Condicdo de extracdo selecionada por meio de analise univariada. Vacuo de 10 inHg (vazdo de,

aproximadamente, 3,4 mL/min).
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3.2.3.1. Variaveis e niveis

Como apenas trés variaveis foram estatisticamente significativas, selecionou-se um PF
23. Para contornar a necessidade da realizacdo de repeticbes auténticas, incluiu-se um
experimento com repeticdes no centro do planejamento, onde os valores medios dos niveis
das variaveis foram empregados (PC). Para permitir a inclusdo dos niveis intermediarios,
ajustaram-se o nivel inferior ou superior das variaveis X; e Xs (Tabela 12). Segundo a
literatura, esse tipo de planejamento minimiza o risco de perder a relacdo nédo linear entre os
intervalos, uma vez que é possivel estimar o grau de curvatura na superficie de resposta. No
geral, quando o PC se encontra préximo da regido da superficie de resposta considerada como
ponto 6timo (PO), a superficie de resposta contém curvatura significativa (TEOFILO e
FERREIRA, 2006).

Tabela 12 — Variaveis e niveis do PF 2% com PC.

Variavel Nivel
N4o codificada | Codificada | Inferior | Médio | Superior
Quantidade de nanosorvente nos cartuchos (mg) X1 50 55 60

Vazdo da etapa de introducdo da amostra

(miLjmin) * X4 03 05 0,7

Proporcao de tampéo de KH,PO,4 10 mM pH 2

X 100:0 95:5 90:10
e de MeOH no solvente da etapa de lavagem °

“Vacuo de 2,5 inHg, 5,0 inHg e 7,5 inHg, respectivamente.

3.2.4. Validacdo do método bioanalitico

O método bioanalitico foi validado conforme o estabelecido na Resolucéo da Diretoria
Colegiada n° 27, de 17 de maio de 2012, da ANVISA; no Guia Bioanalytical Method
Validation - Guidance for Industry da FDA e no Guideline on Bioanalytical Method
Validation da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA - European Medicines Agency). Os
softwares descritos na Subsecdo 3.2.2 do Capitulo 2, também foram utilizados para a analise

dos dados dos parametros da validacdo bioanalitica.
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3.2.4.1. Padronizagéo interna

Por tratar-se de um método bioanalitico com etapa de preparo de amostras, utilizou-se
0 método de padronizacdo interna. Dessa forma, todas as amostras de plasma fortificadas com
os analitos (LOS e VAL) foram, concomitantemente, fortificadas com 205 ng/mL de IRB. As
respostas analiticas foram obtidas por meio das razfes entre as areas sob 0s picos dos analitos
e a area sob o pico do PI.

3.2.4.2. Fortificacdo do plasma

Como supracitado, prepararam-se solucoes estoque dos ARAs Il em MeOH. Todavia,
as solucdes para a fortificacdo das aliquotas de plasma foram preparadas por meio da diluicao
de solucdes estoque dos ARAs Il em agua ultrapura. A proporcado de MeOH nas solucdes para
fortificacdo foi inferior ou igual a 20%. Na etapa de fortificacdo, as aliquotas de plasma foram
transferidas para tubos do tipo eppendorf; fortificadas com 25 pL de solucéo para fortificacao
e agitadas em vortex. A proporcdo de MeOH nas aliquotas de plasma foi inferior ou igual a
1%.

3.2.4.3. Preparo de amostras

Apods a etapa de acidificacdo !, as aliquotas de plasma fortificadas ou ndo com os
ARAs Il foram submetidas a SPE. Nessa etapa, cartuchos contendo 60 mg de BNNTSs
funcionalizados com grupos C18 foram ativados com 2 mL de MeOH e condicionados com
500 pL de tampéo fosfato de potassio monobasico anidro 10 mM pH 2. Apos a passagem das
amostras pelos cartuchos, sob vazdo de, aproximadamente, 0,3 mL/min, lavou-se a fase sélida
com 250 pL de mistura de tampdo fosfato de potassio monobasico anidro 10 mM pH 2 e
MeOH, proporcao 90:10, e eluiram-se os ARAs Il com 2 mL de MeOH. Para remover 0s
compostos interferentes fortemente retidos nos cartuchos, limpou-se a fase solida com 1 mL
de ACN *2. Antes de serem injetados no cromatégrafo, os extratos obtidos foram filtrados e

transferidos para tubos do tipo vial.

11 Conforme descrito na subseg&o 3.2.2.2.

12 CondigBes otimizadas no estudo de extracao.
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3.2.4.4. Parametros da validacao bioanalitica
Seletividade

A seletividade foi avaliada por meio da analise de seis amostras de plasma
provenientes de voluntérios sadios distintos; sendo quatro normais, uma lipémica e uma
hemolisada (ANVISA, 2012). Para isso, aliquotas com 500 pL dessas amostras foram
submetidas ao preparo de amostras. Os cromatogramas obtidos foram comparados com um
cromatograma proveniente da analise de uma aliquota com 500 pL de amostra de pool de
plasma, fortificada com os ARAs Il no nivel de concentracdo correspondente aos LIQs dos
analitos. Como a LOS e VAL sdo, frequentemente, administradas com outros farmacos anti-
hipertensivos, e a ANVISA estabelece a inclusdo de outros xenobioticos, como a CAF e a
NIC, na avaliacdo da seletividade; analisou-se também uma aliquota com 500 pL de amostra
de pool de plasma, fortificada com 150 ng/mL de HCT, 8,5 ng/mL de anlodipino (ANL), 7,5
ng/mL de FEL, 110 ng/mL de NIF, 10 200 ng/mL de NIM, 3500 ng/mL de CAF e 50 ng/mL
de NIC™® (ANVISA, 2012; EMA, 2011; FDA, 2018).

Limites inferiores de quantificacéo

Os LIQs foram estabelecidos por meio da analise dos resultados obtidos na
determinacdo das curvas de calibracdo e dos resultados de precisdo e de exatiddo do método.
Logo, estabeleceram-se as menores concentracbes dos analitos capazes de serem
quantificadas com preciséo e exatidao aceitaveis (ANVISA, 2012). Segundo o guia da EMA e
da FDA, recomenda-se que os LIQs sejam, no minimo, cinco vezes superiores ao ruido da
linha de base (EMA, 2011; FDA, 2018).

3 ConcentracBes idénticas as concentracbes plasméticas maximas, no estado de equilibrio, obtidas apés a
administracao de 25 mg/dia de HCT, 5 mg/dia de ANL, 20 mg/dia de FEL, 10 mg/dia de NIF e 120 mg/dia de
NIM; e apos a ingestdo de 200 mg de CAF e o consumo de um cigarro (BORTEL et al., 1989; CHEN et al.,
2012; DEVINENI et al., 2014; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2002; ISAAC e RAND, 1972; LARSSON
et al., 1990; WICKHAM e SPRIET, 2018).
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Curvas de calibragdo

Foram construidas trés curvas de calibracdo para cada analito. Cada curva de
calibracdo foi obtida por meio da anlise de oito aliquotas com 500 pL de amostra de pool de
plasma, fortificadas com concentracfes decrescentes dos analitos. Uma aliquota da mesma
amostra de plasma, ndo fortificada com os ARAs Il, e uma aliquota da mesma amostra de
plasma, fortificada apenas com o PI, também foi analisada. As solucGes para a fortificacdo das
aliquotas de plasma de cada curva de calibracdo foram obtidas por meio da diluicdo de
solucBes estoque dos ARAs Il distintas. Apds a obtencdo das respostas analiticas, analisou-se
a homocedasticidade dos dados utilizando o teste de C de Cochran, plotou-se as curvas de
calibragdo (resposta analitica versus concentragdo) utilizando o MMQ e determinaram-se 0s
desvios das concentracGes experimentais em relagdo as concentracbes nominais. Apos a
avaliacdo dos R?, r, e coeficientes angulares e lineares; avaliou-se a adequabilidade dos
modelos matematicos por meio da analise dos residuos (ANVISA, 2012; EMA, 2011; FDA,
2018; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

Precisdo e exatidao

A precisdo e a exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida analitica e em trés
corridas diferentes, conduzidas em dias ndo consecutivos *. Em cada corrida foram analisadas
cinco aliquotas com 500 pL de amostra de pool de plasma para cada nivel de concentracgéo.
Os niveis de concentracao testados foram LIQs dos analitos, controle de qualidade de baixa
concentracdo (CQB), controle de qualidade de média concentragdo (CQM), controle de
qualidade de alta concentracdo (CQA) e controle de qualidade de diluicdo (CQD) (ANVISA,
2012; EMA, 2011; FDA, 2018). As solucdes para a fortificacdo das aliquotas de plasma de
cada corrida foram obtidas por meio da diluicdo de solucdes estoque dos ARAs Il distintas
(SOUZA e JUNQUEIRA, 2005). A precisdo foi expressa como DPR das concentracdes
experimentais de cada analito em cada nivel de concentracdo, enquanto que a exatiddo foi

expressa como erro padrdo relativo (Equacao 2).

4 As corridas 11 e 111 foram conduzidas por analistas diferentes.
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EPR (%) = média das concentraces experimentais — concentracdo nominal x 100
concentragdo nominal

Equacéo 2
Efeito residual

A auséncia de efeito residual entre injecGes (carry over) foi avaliada por meio da
injecdo, em triplicata, de um extrato proveniente de uma aliquota com 500 pL de amostra de
pool de plasma, ndo fortificada com os ARAs II; sendo uma injecdo antes e duas injecoes
apos a injecdo de um extrato proveniente de uma aliquota com 500 pL da mesma amostra de
plasma, fortificada com os ARAs Il no nivel de concentracdo correspondente aos LSQs dos
analitos (ANVISA, 2012; EMA, 2011; FDA, 2018).

Recuperacéo

Os dados obtidos na avaliacdo da precisdo e da exatiddo do metodo foram utilizados
para determinar as recuperacfes dos ARASs Il nos niveis de concentracdo CQB, CQM e CQA
(Equacdo 3). Para obter as areas sob os picos dos ARAs Il correspondentes ao alcance de
100% de recuperacéo, trés extratos provenientes de trés aliquotas com 500 pL de amostra de
pool de plasma foram fortificados antes de serem filtrados e injetados no cromatdgrafo *°. As
concentracdes empregadas foram idénticas as concentracdes calculadas do extrato do CQB,
CQM e CQA (FDA, 2018).

Recuperacédo (%) = média das areas sob o0s picos do ARA 11 adicionado na matriz x 100
area sob o pico do ARA Il adicionado no extrato

Equacéo 3
Efeito matriz

A auséncia de efeito matriz foi avaliada por meio da injecdo de dezesseis extratos
fortificados com os ARAs Il. Para isso, duas aliquotas com 500 pL de oito amostras de
plasma de voluntarios sadios distintos; sendo quatro normais, duas lipémicas e duas

hemolisadas; foram submetidas ao preparo de amostras. Antes de serem filtrados e injetados

151975 pL dos extratos foram fortificados com 25 pL de solucio dos ARAs 11 em MeOH.
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no cromatografo, cada par de extratos obtido foi fortificado com os ARAs 11, considerando as
concentracdes calculadas do extrato do CQB e CQA, com recuperacdes de 100% '°
(ANVISA, 2012). Duas aliquotas de MeOH também foram fortificadas, filtradas e injetadas
no cromatografo. Os fatores de matriz normalizados por Pl de cada amostra de plasma foram

calculados conforme a Equacéo 4.

FMN = resposta analitica do analito adicionado no extrato
resposta analitica do analito adicionado no solvente

Equacéo 4

3.2.4.5. Estabilidade dos analitos na matriz biologica

Para cada estudo de estabilidade, seis aliquotas com 2 mL de amostra de pool de
plasma foram fortificadas apenas com os analitos; trés no nivel de concentracdo
correspondente ao CQB e trés no nivel de concentracdo correspondente ao CQA (ANVISA,
2012; EMA, 2011; FDA, 2018). Para isso, as aliquotas foram transferidas para tubos do tipo
eppendorf, fortificadas com 50 pL de solucdo para fortificacdo e agitadas em vortex. Apés
esse procedimento, 1 mL das aliquotas de plasma foram coletados, transferidos para tubos do
tipo eppendorf, fortificados com 25 pL de solucdo para fortificagdo contendo apenas o Pl e
agitados em vortex. 500 pL dessas amostras foram submetidos ao preparo de amostras. Os
extratos obtidos foram filtrados, transferidos para tubos do tipo vial e injetados no
cromatografo. O volume restante das aliquotas de plasma fortificadas com os analitos (i.e.
sem a adicdo de Pl e sem a realizacdo da etapa de preparo de amostras) foi submetido as

condicdes de seu respectivo estudo de estabilidade.

Estabilidade de longa duracao

As aliquotas de plasma fortificadas com os analitos foram armazenadas em
ultrafreezer, sob temperatura de -70 °C, por 30 dias e, em seguida, descongeladas a

temperatura ambiente e fortificadas com o PIl. 500 pL dessas amostras foram submetidos ao

161975 pL dos extratos foram fortificados com 25 pL de solucdo dos ARAs Il em MeOH.
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preparo de amostras. Os extratos obtidos foram filtrados, transferidos para tubos do tipo vial e
injetados no cromatografo.

Estabilidade apo6s ciclos de congelamento e descongelamento

As aliquotas de plasma fortificadas com os analitos foram congeladas em temperatura
de -70 °C por 24 horas e, em seguida, descongeladas a temperatura ambiente. ApGs repetir
esse procedimento trés vezes, fortificaram-se as aliquotas com o PI. 500 pL dessas amostras
foram submetidos ao preparo de amostras. Os extratos obtidos foram filtrados, transferidos
para tubos do tipo vial e injetados no cromatografo.

Estabilidade de curta duracéo

As aliquotas de plasma fortificadas com os analitos foram mantidas sobre a bancada
do laboratdrio, sob temperatura de 22 °C, por 4 horas. Apds esse tempo de espera,
fortificaram-se as aliquotas com o PI. 500 uL dessas amostras foram submetidos ao preparo
de amostras. Os extratos obtidos foram filtrados, transferidos para tubos do tipo vial e

injetados no cromatografo.

Estabilidade p6s-processamento

As aliquotas de plasma fortificadas com os analitos foram prontamente fortificadas
com o PI. 500 pL dessas amostras foram submetidos ao preparo de amostras. Os extratos
obtidos foram filtrados e transferidos para tubos do tipo vial. Os tubos foram lacrados, de
modo a impedir a evaporacdo do solvente e, em seguida, foram armazenados no amostrador
automatico, com controle da temperatura (25 + 3 °C), por 24 horas. Apés esse tempo de

espera, removeram-se 0s lacres dos tubos e injetaram-se 0s extratos no cromatografo.

3.2.5.  Aplicacdo do método bioanalitico

Apos a validacdo do método bioanalitico, aplicou-se 0 método na analise de trés
amostras de plasma de voluntérios hipertensos (do sexo masculino e feminino) sob tratamento

medicamentoso com LOS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. FORTIFICACAO DO PLASMA

Conforme as boas praticas para a fortificacdo de matrizes bioldgicas, adicionou-se 5%
de solucdo para fortificacdo em relacdo ao volume das aliquotas de plasma; de modo a
impedir a alteracdo da matriz e, portanto, obter amostras fortificadas, tdo proximas quanto
possivel, de amostras “reais” " (NOWATZKE e WOOLF, 2007). A propor¢do de MeOH nas
solugdes para fortificacdo foi controlada com o objetivo de obter amostras fortificadas com,
no maximo, 1% de MeOH. Como discutido no estudo preliminar de extracdo, essa conduta é
importante para impedir que 0 MeOH, presente nas amostras, afete a extracdo dos ARASs Il na
etapa de SPE.

4.2. ACIDIFICACAO DAS AMOSTRAS

A utilizacdo isolada de técnicas de SPE para a extragdo de ARAs Il em plasma
humano, geralmente, produz baixas recuperacdes, devido ao alto nivel de ligacdo desses
farmacos & proteinas plasmaticas (SOUZA et al., 2020). A vista disso, solucdes de &cido
fosférico sdo, frequentemente, utilizadas, na proporcéo 1:1; para reduzir a viscosidade do
plasma e interromper as interacdes desses farmacos com as proteinas (WATERS, 2018).
Segundo FERREIROS et al. (2006) e GONZALEZ et al. (2002), na etapa de acidificacdo das
amostras de plasma com acido fosférico 1 M, deve-se centrifugar as amostras a 10.000 x g,
sob temperatura de 4 °C, por 5 minutos. Neste estudo, além de possibilitar a recuperacao
adequada dos ARAs I, devido a interrupcdo das interacdes do tipo farmaco-proteina, a etapa
de acidificacdo favoreceu a formacdo, em elevada proporc¢do, de espécies ionizadas ou nao
ionizadas dos farmacos nas amostras; em razdo da protonacdo do grupo funcional imidazol,
presente na LOS e IRB, porém, ausente na VAL. Gracas a estabilidade quimica dos BNNTSs, a
utilizacdo de amostras acidificadas (com pH inferior a 2), ndo compromete a estrutura do
nanosorvente (FERREIRA et al., 2015). Po outro lado, o acerto do pH das amostras para
valores superiores a 2 € imprescindivel para o uso de fases sélidas a base de silica (JARDIM,
2010).

7 Amostras de plasma provenientes de individuos hipertensos sob tratamento medicamentoso com LOS ou
VAL.
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4.3. OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Apenas o gradiente do método cromatografico apresentado no Capitulo 2 foi
otimizado. Os ARAs Il e compostos interferentes foram devidamente separados empregando
um gradiente linear com inclinagdo de 0,67% de B/min (0 — 12 min: 65% — 73% de B).
Antes de executar o gradiente reverso, utilizou-se uma maior proporcao de solvente orgénico
na FM para promover a elui¢cdo de compostos interferentes fortemente retidos pela FE (12 —
13 min: 73% - 100% de B; 13 — 16 min: 100% de B). Apds a execuc¢do do gradiente reverso,
adicionou-se a etapa de reequilibrio do sistema e conclui-se a corrida em 20 minutos (16 — 17
min: 100% - 65% de B: 17 — 20 min: 65% de B)

4.4. ESTUDO DE EXTRACAO
4.4.1. Ajuste das condices fixas

Tendo em vista a faixa de trabalho do método bioanalitico, as recuperagdes obtidas no
estudo preliminar de extracdo, o volume de eluente e os LI1Qs do método analitico, ajustou-se
0 volume de amostra com o objetivo de obter LIQs proximos aos relatados na literatura
(Quadro 6). As concentracbes das amostras (i.e. das aliquotas com 500 uL de amostra de
pool de plasma, fortificadas com os ARAs Il) foram ajustadas com base no nivel de
concentracdo correspondente aos presumiveis LSQs do método bioanalitico. Para promover a
remocdo de interferentes fortemente retidos pela fase solida, utilizou-se o volume de ACN
selecionado na etapa de otimizacdo do método cromatografico. O vacuo utilizado na etapa de

lavagem foi ajustado para 2,5 inHg (vazédo de 0,5 mL/min).

Quadro 6 — CondicGes fixas do estudo de extracao.

Etapa da SPE Condicéo fixa Descrigéo
Ativacéo ° Volume e tipo de 2 mL de MeOH
Condicionamento * solvente 500 pL de tamp&o de KH,PO, 10 mM pH 2
Concentracédo da 1200 ng/mL de LOS, 1700 ng/mL de VAL e
Introduggo da amostra 205 ng/mL de IRB
amostra Volume de amostra
500 pL
Volume de HsPO, 1 M

Continua



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo 96

Continuacdo

Lavagem Volume de solvente 250 pL
Limpeza ® solvente 1 mL de ACN

& Condicdo otimizada.

4.4.2. Andlise dos dados experimentais

Final

A matriz, resultados de recuperacdo e efeitos dos fatores de primeira, segunda e

terceira ordem do PF 2% com PC sdo apresentados nas Tabelas 13 e 14. Conforme observado

no estudo preliminar de extracéo, a ordem dos valores de recuperagdo foi LOS < IRB < VAL,

exceto nos ensaios presentes na regido da superficie de resposta correspondente ao PO.

Mesmo apresentando um dominio experimental diferente, o estudo de extracdo também

mostrou que os fatores de segunda e terceira ordem ndo sdo significativos, e que a

recuperacdo da VAL foi menos impactada pela redugdo da quantidade de nanosorvente nos

cartuchos, pelo aumento da vazdo da etapa de introdugdo da amostra e pelo aumento da

proporcao de MeOH no solvente da etapa de lavagem.

Tabela 13 — Matriz e resultados de recuperagdo do PF 2° com PC.

. Variavel ® Recuperacéo (%) °
Ensaio

Xi | X | Xs LOS | VAL | IRB
1 -1 -1 -1 85,36 91,39 88,54
2 1 -1 -1 91,49 92,42 90,73
3 -1 1 -1 70,52 81,62 75,11
4 1 1 -1 73,84 82,47 77,92
5 -1 -1 1 82,27 86,83 84,86
6 1 -1 1 82,61 92,25 87,40
7 -1 1 1 63,77 78,22 70,42
8 1 1 1 70,24 81,30 75,36
9 0 0 0 85,38 88,49 86,09
10 0 0 0 84,23 90,12 84,94
11 0 0 0 83,98 88,28 87,01

2 0O nivel intermediario foi codificado como 0.

® Os maiores valores de recuperagao sdo apresentados em negrito.
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Tabela 14 — Efeitos dos fatores do PF 2% com PC.

Fatores Efeitos *

LOS | VAL | IRB
1 4,07 2,60 3,12
2 -15,84 -9,82 -13,18
3 -5,58 -2,33 -3,57
12 0,83 -0,63 0,75
13 -0,66 1,66 0,62
23 0,41 0,04 -0,06
123 2,23 -0,54 0,44

® Os efeitos significativos sdo apresentados em negrito. Foi utilizado um nivel de significancia de 5%.

Pode-se observar na Tabela 15 que houve curvatura significativa na superficie de
resposta, o que indica que o PC encontra-se proximo do PO, responsavel pelos maiores
valores de recuperacdo dos ARAs Il. Caso 0 objetivo fosse determinar condi¢fes de extracéo
para obter valores especificos de recuperagdo, seria necessario ampliar o PF por meio da
inclusdo de pontos axiais, formando um planejamento composto central, também conhecido
como planejamento em estrela, capaz de fornecer os niveis adicionais cruciais para a
construcdo de modelos matematicos quadraticos (BREITKREITZ et al., 2014). Porém, como
0 objetivo do estudo é determinar condi¢Ges de extracdo capazes de produzir recuperacoes
adequadas, com o0 minimo de compostos interferentes possivel, selecionaram-se as condi¢oes
do ensaio 6 (Quadro 7) como ponto ideal (PIL). Os graficos de contorno dos ARAs Il sdo
apresentados na Figura 26. As regides representadas pelas areas em vermelho indicam altos

valores de recuperacao.

Tabela 15 — Resultados da ANOVA.

Resultado ARATI
LOS | VAL | IRB
~ Fear=2,41 FcaL=4,05 FcaL=3,33
a
Teste F da regressdo Fras= 8.89 Fras= 8.89 Fras= 8,89
Teste F da falta de Fear=192,73 Fcar=21,35 Fcal = 45,21
ajUSte b Frag= 18,51 Frag= 18,51 Frag= 18,51

#Se FcaL < Frag a regressdo linear néo é significativa.
8Se FcaL > Fras 0 modelo matematico linear ndo ajusta-se adequadamente aos dados experimentais.

Foi utilizado um nivel de significancia de 5%.
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Quadro 7 — Condicbes do método de extracao.

Condigéo Descricéo
Quantidade de nanosorvente nos cartuchos 60 mg
Volume e tipo de solvente para ativagdo da fase solida 2 mL de MeOH
Vazdo da etapa de ativacdo da fase solida ? 2,1 mL/min

Volume e tipo de solvente para condicionamento dos
cartuchos

Vazio da etapa de condicionamento dos cartuchos *
Volume de amostra e de H;PO, 1 M
Vazio da etapa de introducio da amostra °
Volume e tipo de solvente para lavagem da fase sélida
Vazo da etapa de lavagem da fase sélida °
Volume e tipo de solvente para eluigdo dos ARAs Il
Vazio da etapa de eluicdo dos ARAs Il ¢
Volume e tipo de solvente para limpeza dos cartuchos

Vazio da etapa de limpeza dos cartuchos *

500 pL de tampéo de KH,PO,4 10 mM pH 2

1,3 mL/min
500 pL

0,3 mL/min

250 pL de mistura de tampéo de KH,PO, 10
mM pH 2 e MeOH (90:10)

0,5 mL/min
2 mL de MeOH
2,1 mL/min
1 mL de ACN

3,4 mL/min

Vazéo de 10 inHg. ® Vazdo de 2,5 inHg.

Figura 26 — Gréficos de contorno dos ARAs Il (continua).
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Quant. nanosorvente (mg) B <67 % de MeOH Il <66
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Figura 26 — Gréficos de contorno dos ARAs Il (continuagéo).
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Quant. nanosorvente (mg) <73 % de MeOH <72
4,5. VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO
45.1. Padronizacédo interna

Escolher 0o método de padronizacdo adequado é essencial para qualquer analise

quantitativa. Dentre os métodos de padronizacdo empregados tém-se a padronizagao interna, a

padronizacdo por adicdo de padrdo e a padronizacdo externa. A padronizacdo interna, ou seja,

a adicdo de uma quantidade constante de uma substancia quimica conhecida as amostras

“branco” e “reais”, foi empregada neste estudo por ser capaz de corrigir erros relacionados a

perda dos analitos, devido a manipulacdo das amostras. Logo, esse método é considerado

ideal para analises em matrizes bioldgicas, nas quais, ha maioria das vezes, nao se trabalha

com a injecdo direta das amostras no sistema cromatografico (CASSIANO et al., 2009).
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4.5.2. Parametros da validacédo bioanalitica

45.2.1. Seletividade

Os cromatogramas provenientes da analise das amostras de plasma de voluntérios
sadios distintos sdo apresentados nas Figuras 27A a 27C. Por meio da comparacdo desses
cromatogramas com o cromatograma proveniente da analise de pool de plasma fortificado
com os ARAs Il no nivel de concentracdo correspondente aos LIQs dos analitos (Figura
27E), constatou-se que nenhum composto interferente coeluiu com os compostos de interesse.
A presenca de picos de compostos interferentes nos mesmos tempos de retengdo dos analitos
e/ou Pl s6 é aceitavel quando a precisdo e a exatiddo do método ndo sdo comprometidas.
Segundo a ANVISA, caso haja coelui¢do, a area sob o pico do composto interferente deve ser
inferior a 20% da area sob o pico do analito ou inferior a 5% da area sob o pico do PI
(ANVISA, 2012). Como ndo se observou pico adicional no cromatograma proveniente da
analise de pool de plasma fortificado com os xenobioticos (Figura 27D), considerou-se o
método seletivo (EMA, 2011; FDA, 2018).

Figura 27 — Cromatogramas obtidos na avaliagdo da seletividade (continua). *®
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'8 O cromatograma A é representativo das amostras de plasma normais.
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Figura 27 — Cromatogramas obtidos na avaliacdo da seletividade (continuag&o).
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Em que: os tempos de retencdo dos ARAs Il foram 6,89 min, 9,08 min e 10,74 min. Os pardmetros de adequacao
do sistema cromatografico foram apropriados, de acordo com os critérios de aceitagdo descritos no Capitulo 2.
Esses pardmetros foram monitorados em todos os ensaios da validacgao bioanalitica.
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4.5.2.2. Limites inferiores de quantificagdo

Os LIQs obtidos foram 50 ng/mL para a LOS e 20 ng/mL para a VAL. Valores
semelhantes foram encontrados na literatura. Por exemplo, GONZALEZ et al. (2002),
alcancaram LIQs de 16 ng/mL para a LOS e 50 ng/mL para a VAL, também utilizando
detector fluorimétrico. Os resultados da avaliacdo da precisdo e da exatiddo do método sdo
apresentados na Subsecéo 4.5.2.4.

4.5.2.3. Curvas de calibragédo

Pode-se observar na Tabela 16 que as respostas analiticas foram consideradas
homocedasticas pelo teste C de Cochran, com nivel de significancia de 5%. As curvas de
calibracdo obtidas por meio do MMQO e modelo de regresséo linear sdo apresentadas na
Figura 28. As faixas de concentragdo compreenderam os LIQs dos analitos e as
concentracdes plasmaticas maximas, obtidas no estado de equilibrio, ap6s a administracéo de
dose méaxima da LOS e dose usual da VAL (LEIDIG et al., 2001; PARK et al., 2019).

Tabela 16 — Resultados da avaliagdo da homocedasticidade das respostas analiticas.

Teste ARAI

LOS VAL

C de Cochran CcaL =0,26 CcaL=0,35
CTAB = 0,52 CTAB = 0,52

Figura 28 — Curvas de calibracdo dos analitos.

0,800 -~ LOS 10,000 - VAL
0,700 -
0600 - Y= 0,00062x + 0,00060 8,000 -y =0,0050x + 0,0698
o] ’ 2 _
% 0500 - ‘2 6,000 R?=0,998
2 0,400 - 2
& 0,300 - & 4,000
0,200 - 2,000
0,100 -
0,000 n T T T T T 1 0,000 T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0 300 600 900 1200 1500 1800
Concentragdo (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)

Em que: a igualdade das regressbes foi constatada pelo teste de Chow (valores-p de 0,12 e 0,38,
respectivamente).
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Todos os niveis de concentracdo das curvas de calibracdo foram aprovados, uma vez
que o nivel de concentracdo correspondente aos LIQs dos analitos teve desvios das
concentragdes experimentais menores ou iguais a 20% em relagdo a concentracdo nominal, e
os demais niveis de concentracdo tiveram desvios das concentracGes experimentais menores
ou iguais a 15% em relacdo as concentracdes nominais (Tabela 17) (ANVISA, 2012; EMA,
2011; FDA, 2018).

Tabela 17 — Desvio das concentracdes experimentais em relacdo as concentragdes nominais.

LOS VAL
Nivel Concen-trag&o Conceptraqéo Desvio Concen_tragéo Conce_ntra(;éo Desvio
nominal experimental (%) nominal experimental (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
42,84 -14,32 17,58 -12,10
I 50 56,04 12,08 20 22,63 13,16
41,49 -17,03 17,02 -14,92
239,99 14,28 271,38 4,38
I 210 229,83 9,44 260 234,95 -9,63
201,36 -4,11 263,72 1,43
367,27 -2,06 493,59 -1,28
i 375 398,35 6,23 500 483,88 -3,22
341,67 -8,89 507,92 1,58
508,41 -5,85 694,13 -6,20
v 540 553,91 2,58 740 767,19 3,67
551,98 2,22 789,76 6,72
662,36 -6,05 940,59 -4,02
\ 705 711,84 0,97 980 996,25 1,66
666,95 -5,40 1004,11 2,46
895,66 2,95 1219,85 -0,01
VI 870 933,08 7,25 1220 1252,66 2,68
846,32 -2,72 1177,73 -3,47
1040,61 0,54 1488,59 1,96
Vil 1035 1012,39 -2,18 1460 1499,23 2,69
1074,91 3,86 1436,61 -1,60
1201,70 0,14 1695,99 -0,24
VIl 1200 1145,96 -4,50 1700 1664,86 -2,07
1230,09 2,51 1699,76 -0,01

Em que: o nivel de concentracdo | corresponde aos LIQs dos analitos e o nivel VIII aos LSQs.

Os R? das curvas de calibragdo sdo apresentados na Figura 28. Os r, resultados do

teste F da ANOVA e resultados do teste T, sdo apresentados na Tabela 18. Tanto os R?
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quanto os r foram superiores a 0,99. Assim como no tratamento estatistico da validagdo do
método analitico, utilizaram-se os testes F e T para avaliar os coeficientes angulares e
lineares; além de utilizar o teste de Ryan-Joiner, o teste de Durbin-Watson e o teste de Brown-
Forsythe, para avaliar a normalidade, independéncia e homocedasticidade dos residuos
(Tabela 19). As regressdes foram significativas e os interceptos com o eixo y foram
estatisticamente iguais a zero, com nivel de significancia de 5%. Como os residuos tiveram
distribuicdo normal, e foram independentes e homocedasticos, consideraram-se 0os modelos
matematicos adequados para explicar a relacdo entre as variaveis. A dispersdo aleatéria dos
residuos pode ser observada nos graficos dos residuos em funcdo dos valores previstos de y
(Figura 29). Nenhum valor extremo foi encontrado pelo teste de Grubbs (ANVISA, 2017b;
SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

Tabela 18 — Valores dos r e resultados dos testes F e T.

Resultado ARATI
LOS | VAL
r 0,997 0,999
FCAL = 3940,58 FCAL = 10053,55
Teste F Frra= 4,30 Frra = 4.30
Teste T p-valor = 0,93 p-valor = 0,19

Tabela 19 — Resultados da analise dos residuos.

Teste ARATI
LOS | VAL

ZCAL = 2,19 ZCAL = 1,89

Grubbs Zrne= 2,64 Zrn= 2,64
. RCAL = 0,99 RCAL = 0,99
Ryan-Joiner Ropa= 0,96 Rixa= 0,96
d=245 d=2,64*

Durbin-Watson dy =1,45 dy =1,45
4-dy = 2,55 4-dy = 2,55

FCAL: 3,58 FCAL: 1,12

Brown-Forsythe Fras = 4,30 Fras = 4.30

* Resultado inconclusivo, com nivel de significancia de 5,0%. Todavia, os residuos foram considerados

independentes, com nivel de significancia de 2,5%.
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Figura 29 — Gréficos dos residuos em funcéo dos valores previstos de y.

Residuos LOS Residuos VAL
0,050 - 0,300 -
0,040 - * .
0,030 - 0,200 1 . :
0020 1 o ¢ * 0,100 - ¢ z
oo | ¢ ¢ 0,000 -§ $ ¢ &
0,000 : ‘ |‘ |’ T ’ ‘_l ’ ’ I ‘_
000 5,000
0010000 0,200 0,400 40,609 0,800 0,100 * ¢ ’
-0,020 - o o .
-0,200 *
-0,030 - s . * *
-0,040 - . -0,300 - .
y previsto y previsto

45.2.4. Precisdo e exatidao

Conforme recomendado pela ANVISA, as concentragdes do CQB foram até trés vezes
superiores as concentracdes do nivel correspondente aos LIQs dos analitos, e as concentragdes
do CQM e CQA foram proximas ao centro das curvas de calibracdo e entre 75 - 85% das
concentragdes do nivel correspondente aos LSQs dos analitos, respectivamente (ANVISA,
2012). As concentragdes do CQD foram superiores as concentracfes plasmaticas maximas,
obtidas no estado de equilibrio, apés a administracdo de dose maxima da LOS e VAL *°
(BHAD et al., 2011; PARK et al., 2019). Na avaliacdo da precisdo e da exatiddo no CQD,
fortificaram-se cinco aliquotas com 500 pL de amostra de pool de plasma com 2000 ng/mL
de LOS e 16 000 ng/mL de VAL, para cada corrida analitica. As aliquotas foram diluidas, na
proporcao 1:10, com pool de plasma e, em seguida, agitadas em vortex. 500 pL dessas
amostras foram coletados e submetidos ao preparo de amostras. Os DPRs das respostas
analiticas foram inferiores a 12% e os EPRs permaneceram entre +11% (Tabelas 20 e 21).
Segundo os guias de validacdo, DPRs iguais ou inferiores a 20% e EPRs entre +20% para 0
nivel de concentracdo correspondente aos LIQs dos analitos, e DPRs iguais ou inferiores a
15% e EPRs entre +15% para os demais niveis de concentracdo, sdo considerados aceitaveis
(ANVISA, 2012; EMA, 2011; FDA, 2018).

19100 mg/dia de LOS e 320 mg/dia de VAL.
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Tabela 20 — Resultados da precisdo intracorrida e intercorridas.

106

LOS VAL
Nivel | Corrida Concentragdo Resposta analitica Concentragéo Resposta analitica
nominal DPR (%) | DPR (%) nominal DPR (%) | DPR (%)
(ng/mL) (n=5) (n=15) (ng/mL) (n=5) (n=15)
I 11,82 10,60
LIQ I 50 11,57 11,74 20 10,94 10,90
Il 11,74 11,73
I 6,04 10,28
CcQB I 130 7,21 5,95 60 8,66 8,78
Il 5,26 9,04
| 5,30 4,10
CQM I 625 6,54 5,62 860 4,89 4,14
Il 6,77 3,59
| 3,67 1,78
CQA I 955 3,47 3,58 1340 3,44 2,46
Il 1,87 1,94
| 6,01 3,04
CQD I 2000 3,03 6,18 16 000 1,93 3,74
Il 575 3,83
Tabela 21 — Resultados da exatid&o intracorrida e intercorridas.
LOS VAL
Nivel | Corrida | COMC®NtraS80 | top o4y | EPR (96) | CONCENA%A0 | bop 06y | EPR (%)
nominal (n=5) (n=15) nominal (n=5) (n=15)
(ng/mL) (ng/mL)
| 7,90 -9,93
LIQ 1 50 10,81 8,58 20 -4,54 -3,55
Il 7,04 3,80
| -7,46 3,06
cQB 1 130 -5,79 -6,18 60 7,70 5,74
il -5,29 6,47
| 3,75 -2,61
CQM i 625 -6,83 -2,18 860 -5,42 -4,41
il -3,47 -5,20
| -4,90 -2,05
CQA i 955 -0,44 -2,54 1340 -0,12 -1,10
il -2,28 -1,13
| 7,93 4,43
CQD i 2000 3,74 4,95 16 000 1,61 1,48
il 3,18 -1,61
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45.25. Efeito residual

O efeito residual € caracterizado pelo aparecimento de sinal analitico ou aumento do
sinal analitico nos tempos de retencdo dos compostos de interesse; causado por contaminagao
oriunda de amostras precedentes (ANVISA, 2012). Segundo HUGHES et al. (2007), o efeito
residual, geralmente, esta relacionado a limpeza inadequada do injetor automatico ou a
auséncia da etapa de lavagem da coluna analitica %°. Os cromatogramas do extrato proveniente
de pool de plasma néo fortificado com os ARAs I1; injetado uma vez antes e duas vezes ap0s
a injecdo do extrato proveniente da mesma amostra de plasma fortificada com os ARAs Il no
nivel de concentracdo correspondente aos LSQs dos analitos; sdo apresentados na Figura 30.
Por meio da comparagdo desses cromatogramas, constatou-se a auséncia de contaminacao
intercorridas cromatograficas (ANVISA, 2012; EMA, 2011; FDA, 2018).

Figura 30 — Cromatogramas obtidos na avaliacéo do efeito residual (continua).
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2 Utilizou-se mistura de dgua ultrapura e MeOH, proporcdo 90:10, para a limpeza do autoinjetor.
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Figura 30 — Cromatogramas obtidos na avaliacéo do efeito residual (continuagéo).
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A recuperacao avalia a eficiéncia do método de preparo de amostras (CASSIANO et

al., 2009). Conforme estabelecido pela FDA, esse parametro foi calculado utilizando as

médias das areas sob os picos dos ARAs Il adicionados na matriz bioldgica e as areas sob os

picos dos ARAs Il adicionados no extrato (FDA, 2018). Embora altos valores de recuperacéo

sejam desejaveis para melhorar a detectabilidade do método, ndo é necessaria a obtencdo de

recuperacdes iguais a 100% (CASSIANO et al., 2009). Pode-se observar na Tabela 22 que as

recuperacgdes obtidas nos trés niveis de concentracéo testados foram inferiores a 100%, porém

reprodutivas.

Tabela 22 — Recuperacdes dos ARAs Il no CQB, CQM e CQA.

LOS
. Concentragéo MEdle} (_jas areas do AR.A Areado ARA II Recuperagéo
Nivel . Il adicionado na matriz .
nominal (ng/mL) (n=15) adicionado no extrato (%)
CcQB 130 77729,60 95088 81,74
CQM 625 39224453 471952 83,11
CQA 955 586122,33 711781 82,35

Continua
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Continuacéo

VAL
. Concentracao MEd'a.l glas areas do AR.A Areado ARA 11 Recuperacéao
Nivel . Il adicionado na matriz ..
nominal (ng/mL) (n=15) adicionado no extrato (%)
CQB 60 397904,40 431246 92,27
CQOM 860 4365151,40 4687230 93,13
COA 1340 6865096,80 7392375 92,87
IRB
- Média das areas do ARA | Média das areas do ARA .
. Concentragao L. . . Recuperagao
Nivel nominal (ng/mL) Il adicionado na matriz 11 adicionado no extrato (%)
g (n=45) (n=3) 0
Todos 205 1032778 1191538 86,68
Final
45.2.7. Efeito matriz

A investigacdo do efeito matriz avalia fendmenos de diminui¢do e/ou ampliagcdo dos
sinais analiticos, causados por compostos interferentes procedentes da matriz bioldgica, que
coeluem com os compostos de interesse, mas ndo sdo monitorados pelo método (CASSIANO
et al., 2009). Conforme estabelecido pela ANVISA e EMA, o DPR dos FMNs de cada nivel
de concentracdo foi inferior a 15% (Tabela 23). Logo, ndo se observou efeito matriz
(ANVISA, 2012; EMA, 2011).

Tabela 23 — DPR dos FMNSs de cada nivel de concentracao.

FMN

A";f;;;aade LOS VAL
CQB | COQA CQB | CQA
Normal 1 0,97 1,03 1,00 0,99
Normal 2 0,93 1,07 0,87 1,07
Normal 3 1,03 1,03 1,09 1,11
Normal 4 1,09 0,98 1,05 1,02
Lipémica 1 0,93 0,90 0,90 0,98
Lipémica 2 0,98 1,01 0,98 1,08
Hemolisada 1 1,06 1,05 1,02 1,01
Hemolisada 2 1,14 1,01 1,11 0,98
DPR (%) | 751 5,23 8,50 4,61
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4.5.3. Estabilidade dos analitos na matriz bioldgica

Os resultados dos estudos de estabilidade sdo apresentados nas Tabelas 24 e 25.
Nenhuma degradacdo significativa dos analitos foi observada, uma vez que os desvios das
médias das concentracdes experimentais em relacdo as concentracdes nominais foram
inferiores a 15% (ANVISA, 2012). Resultados semelhantes foram encontrados na literatura.
GONZALEZ et al. (2002), por exemplo, descreveram que a LOS e VAL sio estaveis em
plasma humano por, pelo menos, quatro meses, sob temperatura de -20 °C; e suportam, no
minimo, quatro ciclos de congelamento e descongelamento. Além disso, enfantizou-se que os
analitos sdo estaveis em FM (mistura de tampéo acetato 5 mM pH 4 e ACN, proporgdo 70:30)

por, pelo menos, 24 horas de armazenamento no amostrador automatico, sem o controle da

temperatura.
Tabela 24 — Resultados dos estudos de estabilidade da LOS.
ESTABILIDADE DE LONGA DURACAO
CQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado , . , .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Média das concentracdes 124,85 118,06 948,31 895,76
(ng/mL) (n=3)
Desvio tim relac_;aoa 3,96 9,18 0,70 6,20
concentra¢ao nominal (%)
Variagdo -5,22 - 5,50

ESTABILIDADE APOS CICLOS DE CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

CQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado , . , .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Media das concentragoes 128,08 117,67 958,23 880,24
(ng/mL) (n=3)
Desvio em relagao a 1,47 -9.48 0,34 8,88
concentra¢ao nominal (%)
Variagdo -8,01 -9,22

Continua
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Continuagdo

ESTABILIDADE DE CURTA DURACAO

CcQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado ] . , .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Media das concentragGes 125,75 122,87 929,71 910,40
(ng/mL) (n=3)
Desvio em relat_;ao a 327 5,48 265 -4,67
concentracdo nominal (%)
Variacéo -2,21 - 2,02
ESTABILIDADE POS-PROCESSAMENTO
cQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado , . , .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Média das concentragdes 125.93 12348 960,51 93151
(ng/mL) (n=3)
Desvio Fim relac_;ao a 313 5,02 0,58 2,46
concentra¢do nominal (%)
Variagdo -1,89 -3,04
Final
Tabela 25 — Resultados dos estudos de estabilidade da VAL.
ESTABILIDADE DE LONGA DURACAO
CQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado , . , .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Média das concentracdes 6152 58 51 1330.39 1249 18
(ng/mL) (n=3)
Desvio (im rela?ao a 253 2,49 072 6,78
concentracdo nominal (%)
Variagdo -5,02 - 6,06

Continua
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Continuacao

ESTABILIDADE APOS CICLOS DE CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

CcQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado ; . ) .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Media das concentragGes 64,14 57,60 1331,08 1219,15
(ng/mL) (n=3)
Desvio ?m relagao a 6.90 3,99 067 9,02
concentracdo nominal (%)
Variacdo -10,89 -8,35
ESTABILIDADE DE CURTA DURACAO
CcQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado , . ] .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Media das concentragGes 60,02 57,95 1271,88 1249,10
(ng/mL) (n=3)
Desvio (im rela(_;ao a 0.04 342 5,08 6,78
concentra¢do nominal (%)
Variagdo - 3,46 -1,70
ESTABILIDADE POS-PROCESSAMENTO
cQB CQA
Amostra Amostra Amostra Amostra
Resultado ] . ] .
recém- submetida ao recém- submetida ao
preparada estudo preparada estudo
Media das concentragoes 61,43 60,81 1366,70 1325,07
(ng/mL) (n=3)
Desvio (im relagao a 239 135 199 0,88
concentra¢do nominal (%)
Variagao -1,04 -2,87
Final

4.6.

APLICACAO DO METODO BIOANALITICO

Como a VAL néo pertence ao elenco da Relacdo Nacional de Medicamentos

Essenciais, e as amostras de sangue foram coletadas de pacientes hipertensos em atendimento
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no servico publico de saude, encontrou-se apenas LOS nas amostras de plasma dos
voluntarios. As respostas analiticas e as concentragdes obtidas sdo apresentadas na Tabela 26.
Os resultados obtidos foram concordantes com a concentragdo plasmatica maxima descrita na
literatura, para pacientes que utilizam LOS na dose de 50 mg/dia (SASAKI et al., 1996). O
cromatograma proveniente da amostra de plasma do segundo voluntario é apresentado na

Figura 31.

Figura 31 — Cromatograma da amostra de plasma do segundo voluntario.
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Tabela 26 — Concentracéo de LOS nas amostras de plasma dos voluntérios hipertensos.

Amostra de plasma | Resposta analitica Concentracédo (ng/mL)
Voluntério 1 0,098 159,74
Voluntério 2 0,159 259,83
Voluntério 3 0,119 194,26

5. CONCLUSAO

A otimizacdo das condigdes de extracdo foi essencial para obter altos valores de
recuperagdo (> 80%) e, concomitantemente, reduzir a quantidade de compostos interferentes
provenientes da matriz nos extratos. O uso do detector fluorimétrico possibilitou o alcance de
LIQs adequados, mesmo sem o enriquecimento dos ARAs Il no preparo de amostras, devido a
sua maior seletividade e sensibilidade. Por meio da avaliagdo dos parametros de validacdo,
observou-se que 0 metodo bioanalitico € seletivo e linear, preciso e exato nas faixas de
concentracdo de 50 — 1200 ng/mL para LOS e 20 — 1700 ng/mL para VAL. Mesmo ndo sendo
possivel aplicar o método na analise de amostras de plasma de pacientes hipertensos sob
tratamento medicamentoso com VAL, acredita-se que o0 método € adequado para essa
finalidade, visto que o método mostrou-se adequado para a analise de LOS em amostras

“reais” de plasma humano.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os BNNTs tém fascinado a comunidade cientifica desde sua descoberta. Esses
nanomateriais relativamente novos possuem hoje uma ampla gama de aplicacdes, incluindo a
area médica. Na busca de novos materiais de extracdo, FU et al. (2014) empregaram 0S
BNNTs em um dispositivo miniaturizado, no qual o nanosorvente foi fixado em um fio de ago
inoxidavel. Todavia, essa aplicacdo teve como objetivo a extracdo/enriquecimento de
poluentes de amostras de dgua. Até agora, ndo se encontraram trabalhos na literatura que
empregaram 0os BNNTs puros ou quimicamente modificados como material extrator para a
analise de amostras complexas. Logo, todo o potencial dos BNNTs em Quimica Analitica
ainda nao foi demonstrado. Felizmente, devido a vasta aplicagdo dos BNNTs na
Biotecnologia, muitos grupos vém estudando estratégias de sintese em larga escala, de
modificagdes quimicas da superficie, e de procedimentos eficientes de purificacdo e
caracterizacdo, visando a obtencdo de produtos comerciais. Um namero maior de obras,
incluindo a exploracdo das diferentes possibilidades quimicas, no que diz respeito a
funcionalizacdo dos BNNTs, bem como a aplicacdo desse nanomaterial em diferentes
configuracbes miniaturizadas, € esperado. Desenvolvimentos futuros em todos esses aspectos
certamente contribuirdo para a expansdo do uso dos BNNTs como material extrator e

beneficiardo configuracdes inovadoras, como a SPME in vivo.
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“Tenho a impressdo de ter sido uma criancga brincando a beira-mar, divertindo-me em
descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma concha mais bonita que as outras, enquanto o

imenso oceano da verdade continua misterioso diante de meus olhos. ”

(Isaac Newton)



