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RESUMO

O diabetes mellitus € uma das principais causas de morbidade e mortalidade na
populacdo, sendo a classe das sulfonilureias amplamente utilizadas no seu
tratamento. Atualmente, sua determinacdo em matrizes bioldgicas é realizada
por meio de técnicas de preparo de amostras convencionais, 0 que
frequentemente leva ao aumento do tempo total da analise e dos erros analiticos.
Essas limitagbes podem ser reduzidas com o uso de colunas com meio de
acesso restrito (RAM), que possibilitam a injecdo direta de fluidos biolégicos nos
sistemas cromatogréficos. Ademais, o uso de colunas de nucleo fundido, que
permitem o emprego de altas vazfes de fase moével (FM), leva a reducgdo do
tempo total da analise. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de método bioanalitico para a determinacéo simultanea de trés
farmacos da classe das sulfonilureias: glibenclamida, gliclazida e glimepirida, em
plasma humano, empregando cromatografia a liquido de alta eficiéncia
bidimensional (column switching automatizado) em modo de eluicdo backflush,
com coluna RAM, como fase de exclusao, acoplada a coluna com particulas de
nucleo fundido. A média das porcentagens de exclusdo das proteinas
plasmaticas pela coluna RAM foi de 104,5%. As condicdbes do meétodo
desenvolvido, para a primeira dimensdo, foram: coluna RAM-ADS, FM
constituida de agua ultrapura pH 6,0, com vazéo de 1,0 mL min*' e tempo de
viragem de valvula de 3 minutos. Na segunda dimensédo foi empregada pré-
coluna C18 acoplada a coluna analitica contendo particulas de nucleo fundido
C18, FM constituida de acetonitrila e tampéao fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46 v/v),
com vazéo de 0,8 mL mint. O tempo de eluicdo dos analitos foi de 1 minuto, a
temperatura de 35°C, o volume de injecao de 200 pL e o comprimento de onda
de deteccédo de 230 nm. Foi empregado acido flufendmico como padréo interno.
O tempo total da analise, englobando o tempo referente a etapa cromatografica
(8 minutos) e o tempo dedicado a extracao (3 minutos para exclusao proteica e

1 minuto para eluicdo dos analitos), foi de apenas 12 minutos.

Palavras-chave: preparo de amostras — meio de acesso restrito — column

switching — plasma humano — sulfonilureias — particulas de nucleo fundido.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is one of the main causes of morbidity and mortality in the
population and the sulfonylureas are widely used in the treatment. Currently, its
determination in biological matrices is performed by conventional sample
treatment techniques, which often leads to an increase of the total time of analysis
and analytical errors. These limitations can be reduced by using columns with
restricted access media (RAM), which allow the direct injection of biological fluids
in chromatographic systems. Furthermore, the use of fused-core particles
columns, allowing the use of high mobile phase (MP) flow rates, lead to a reduced
total analysis time. Given the above, this study aimed to develop a bioanalytical
method for the simultaneous determination of three drugs of the sulfonylurea
class: glibenclamide, gliclazide and glimepiride in human plasma, using a two-
dimensional high performance liquid chromatography (column switching
automated) in backflush elution mode, with RAM column, as exclusion phase,
coupled with a fused-core patrticle column. The average plasma protein exclusion
percentages of the RAM column was 104.5%. The conditions of the method
developed, for the first dimension, were: RAM-ADS column, MP consisting of
ultrapure water pH 6.0, ate 1.0 mL min* flow rate and 3 minute turning valve time.
In the second dimension was employed a guard column (C18) coupled with a
fused-core particle column (C18), MP consisting of acetonitrile and 10 mM
phosphate buffer pH 3.0 (54:46 v/v) with a 0.8 mL min't. The elution time of the
analytes was 1 minute, temperature was set at 35°C, injection volume set as 200
pL and wavelength detection was set as 230 nm. Flufenamic acid was used as
internal standard. The total time of analysis, including the time related to de
chromatographic step (8 minutes) and the time devoted to the extraction (3
minutes for protein exclusion and 1 minute for the analytes elution) was only 12

minutes.

Keywords: sample treatment — restricted access media — column switching —

human plasma — sulfonylureas — fused-core particles.
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1 INTRODUCAO

A andlise de farmacos e seus metabdlitos em amostras bioldgicas, € um
procedimento comum para diagnostico clinico, analises toxicolégicas e na
pesquisa farmacéutica. Dentre os problemas recorrentes nesse tipo de analise,
podem ser citadas as baixas concentragdes dos analitos nestas matrizes e a
interferéncia causada pela presenca de outros compostos, como as proteinas
plasmaticas, além da ligacdo dos analitos a essas proteinas (QUEIROZ e
LANCAS, 2005; CASSIANO et al., 2006).

Para a andlise de matrizes biolégicas por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) € necessario um pré-tratamento antes da sua injecdo no
sistema, de maneira a concentrar o analito e eliminar as proteinas presentes na
amostra. Essas proteinas podem sofrer adsor¢ao irreversivel a fase estacionaria
da coluna analitica, resultando na diminuicdo de sua vida util e no aumento da
pressao do sistema. Sendo assim, o preparo da amostra € uma etapa critica e
limitante para o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacéo de
farmacos em fluidos bioldgicos por CLAE (QUEIROZ e LANCAS, 2005; MULLET,
2007; SADILEK et al., 2007; SOUVERAIN et al., 2004).

As técnicas empregadas para o preparo de amostras podem ser divididas em
convencionais e modernas, sendo que estas ultimas foram desenvolvidas com o
intuito de diminuir o tempo de analise, o gasto de solvente organico e a exposicao
do analista, problemas frequentemente relacionados as técnicas convencionais.
Dentre as técnicas modernas, pode ser citada a extracdo em fase solida online
empregando colunas com meio de acesso restrito (RAM, do inglés restricted
access media). Esse tipo de suporte permite a injecdo direta de amostras
biolégicas em sistemas cromatogréaficos, por possuir mecanismos de excluséo
de macromoléculas, restringindo seu acesso aos sitios de adsorcéo do suporte
(CHEN et al., 2008; DESILETS et al., 1991).

A injecao direta do material bioldgico no sistema cromatografico, modo online,
permite uma reducao do manuseio do material pelo analista, trazendo vantagens
como sua menor exposicdo a amostra biolégica e a compostos toxicos, menor
exposicado da amostra a oxidacao e evaporacao, além da diminuicdo dos erros

durante a andlise. Esse modo automatizado empregando coluna RAM pode ser
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realizado em um sistema cromatografico bidimensional, com a fase extratora na
primeira dimensdo e a fase analitica na segunda dimensdo (BAKHTIAR e
MAJUMDAR, 2007; MULLET, 2007; KRISHNAM e IBRAHAM, 1994; LIMA et al.,
2006).

O diabetes mellitus (DM) é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade na populacéo, estimando-se que cerca de 382 milhdes de pessoas
no mundo estdo acometidas pela enfermidade, sendo que, no Brasil, a
ocorréncia média de diabetes na populacdo adulta € de 5,2% (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2015; American Diabetes Association, 2015; RAMALHO,
2006, World Health Organization, 2015, Portal da Saude, 2015).

O DM pode ser classificado em tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2). O DM1 é uma
doenca autoimune em que ha um distarbio catabdlico levando a auséncia de
insulina, sendo necessaria a aplicacéo de insulina exdgena como tratamento. Ja
o DM2 é uma patologia heterogénea que abrange varias formas de diabete,
sendo que todas tém em comum a insuficiéncia de insulina ou sua
insensibilidade nos tecidos. E frequentemente associada a idade, hipertenséo
arterial, obesidade, dislipidemias e outras afec¢des cardiovasculares. Seu
tratamento envolve a mudanca do estilo de vida, manutencéo do peso ideal e o
uso de agentes antidiabéticos orais, dentre eles as sulfonilureias (RAMALHO,
2006; MOREAU e SIQUEIRA, 2008).

Atualmente, a determinacdo de sulfonilureias em fluidos biolégicos é realizada
por meio de técnicas de preparo de amostras convencionais para posterior
separacao cromatografica. Estas técnicas apresentam iniUmeras desvantagens
como, principalmente, o aumento dos erros analiticos e do tempo total de
analise. Diante do exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de método
bioanalitico simples e rapido para a determinacdo simultanea das sulfonilureias
glibenclamida (GB), glimepirida (GM) e gliclazida (GZ), em plasma humano
utilizando um sistema CLAE bidimensional composto por uma coluna RAM na
etapa de preparo de amostras e por uma coluna analitica contendo particulas de

nucleo fundido na etapa de separacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Amostras bioldgicas

A analise de farmacos e seus metabdlitos em fluidos biolégicos é essencial na
guimica clinica, na area de controle de doping, na toxicologia e na pesquisa
farmacéutica (farmacodindmica/farmacotécnica). No entanto, esses ensaios
apresentam muitos problemas, ja que os farmacos frequentemente estdo
presentes em baixas concentracfes, apresentam forte ligacdo as proteinas e
encontram-se em matrizes complexas como, por exemplo, o plasma e a urina.
Os compostos presentes nessas matrizes biolégicas podem causar
interferéncias na identificacdo ou quantificacdo do analito ou serem
incompativeis com os sistemas cromatograficos de analise (CASSIANO et al.,
2006; QUEIROZ e LANCAS, 2005; MULLET, 2007).

As proteinas plasmaticas (macromoléculas) representam um dos principais
interferentes das amostras biolégicas. Elas sofrem adsorcao irreversivel na
superficie da coluna cromatogréfica resultando na perda substancial da sua
eficiéncia, na reducdo do seu tempo de vida e no aumento da pressao do
sistema. Desse modo, a analise cromatografica de substancias presentes
nessas matrizes requer um pré-tratamento da amostra, de maneira a eliminar
esses interferentes levando a um aumento da detectabilidade e seletividade
analitica. Esse preparo da amostra abrange as etapas de extracao,
concentracao e purificacdo do analito, trazendo vantagens como o aumento da
vida util das colunas utilizadas, pré-concentracao do analito na amostra e melhor
separacdo dos compostos durante a analise (MULLET, 2007; SADILEK et al.,
2007; SOUVERAIN et al., 2004; QUEIROZ e LANCAS, 2005; QUEIROZ et al.,
2001).

O preparo de amostra tem impacto em quase todas as etapas de um ensaio
bioanalitico, sendo critico para uma identificacdo inequivoca, confirmacdo e
guantificacdo dos analitos. Nas ultimas décadas, o foco dos estudos estiveram
voltados para a otimizacdo da etapa de analise propriamente dita representada
principalmente pela cromatografia, com melhorias na velocidade, resolucéo,
automacdo, instrumentacdo e andlise de dados. Em contraste, o preparo de

amostras e sua automacéo tém sido negligenciados e, geralmente, as analises
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sdo realizadas utilizando métodos manuais convencionais que sdo grandes
fontes de erro e que consomem muito tempo. Um estudo descrito na literatura
aponta que 30% do erro total da analise estd ligado a etapa de preparo de
amostra (Figura 1) e, aproximadamente, 60% do tempo empregado na
determinacao analitica é consumido nesta etapa (Figura 2). Em um trabalho de
revisdo mais recente que o de Majors, Katatoka descreve que cerca de 80% do
tempo de uma andlise sdo consumidos nas etapas de amostragem e preparo de
amostras (CHEN et al., 2008; NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009; MAJORS, 1991;
KATAOKA, 2003).

Figura 1 - Porcentagem de tempo gasto em cada etapa do desenvolvimento bioanalitico

(MAJORS, 1991).

Coleta de

Analise
6%,

Andlise de
dados
27%



24

Figura 2 - Porcentagem dos erros gerados em cada etapa do desenvolvimento bioanalitico
(MAJORS, 1991).
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As técnicas utilizadas no preparo de amostras biolégicas podem ser divididas em
convencionais e modernas. As técnicas convencionais usualmente empregadas
no preparo de amostras biologicas sao a extracao liquido-liquido (LLE, do inglés
liquid-liquid extraction), a precipitacdo proteica (PP, do inglés protein
precipitation) e a extracdo em fase solida off-line com sorventes convencionais
(SPE, do inglés solid phase extraction). No entanto, essas técnicas geralmente
demandam tempo elevado para analise, consomem grande quantidade de
solventes organicos e expdem os analistas ao contato com solventes geralmente

toxicos.

A necessidade de analisar amostras complexas estimulou o desenvolvimento de
técnicas de preparo de amostras com menor consumo de solvente organico,
maior seletividade, maior rapidez e capacidade de automacédo. Essas técnicas
sdo comumente chamadas de modernas e atuam de maneira a reduzir a perda
do analito, o tempo total de analise e a adsorcéao irreversivel de proteinas a
coluna analitica. Neste contexto, algumas estratégias tém sido desenvolvidas
com o intuito de resolver os problemas encontrados com as técnicas
convencionais. Dentre estas estratégias podem-se citar o uso de suportes
especiais (tais como os polimeros de impressdo molecular - MIPs, do inglés,

molecularly imprinted polymer - e os meios de acesso restrito - RAM, do inglés,
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restricted access media) e a miniaturizagdo da SPE, como a microextracao em
fase solida (SPME, do inglés solid phase microextraction) e a microextragédo por
sorvente empacotado (MEPS, do inglés microextraction by packed sorbent)
(CHEN et al., 2008; CASSIANO et al., 2006).

2.2 Técnicas convencionais para preparo de amostras biolégicas
2.2.1 Extracédo Liquido-Liquido (LLE)

A LLE, considerada uma técnica classica de preparo de amostra, € baseada no
coeficiente de particdo do analito entre duas fases imisciveis, organica e aquosa.
Ainda tem sido muito utilizada em analises de diversos tipos de substancias
presentes em fluidos biolégicos, visto que produz extratos limpos e com alta
seletividade para alguns analitos (NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009; CHANG et
al., 2007; QUEIROZ et al., 2001).

A eficiéncia da extracao ira depender da afinidade do analito pelo solvente de
extracdo, da razdo das duas fases e do numero de extracdes realizadas. Para
alguns sistemas, a constante de distribuicdo entre as fases pode ser alterada a
partir de ajustes no pH (para uma faixa em que acidos e bases estejam na forma
nao-ionizada), formacdo de par ibnico e de complexos lipofilicos com ions
metalicos ou pela adicdo de sais neutros (salting out) para reducdo da
solubilidade dos analitos na fase aquosa, aumentando sua recuperacao
(SNYDER et al., 1997).

A LLE apresenta as vantagens de ser simples e permitir o uso de uma grande
variedade de solventes, fornecendo uma ampla faixa de solubilidade e
seletividade. Além disso, as proteinas presentes nas amostras sao
desnaturadas, eliminando a possibilidade de contaminacdo da coluna
cromatografica. Por outro lado, dentre as desvantagens desta técnica podem ser
citadas: perda do analito em amostras muito hidrofilicas, formacao de emulsdes,
varias etapas de execuc¢do gerando um grande consumo de tempo de andlise,
problemas de descarte relacionados aos volumes requeridos relativamente

grandes de amostras e de solventes, consumo de solventes organicos de alta
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pureza e, em alguns casos, toxicos (QUEIROZ et al., 2001, QUEIROZ et al.,
2005; NOVAKOVA e VLCKOVA, 20009).

2.2.2 Precipitacéao Proteica (PP)

Um dos procedimentos de preparo de amostras mais comum é a precipitacdo
proteica empregando solvente organico. E uma técnica relativamente rapida e
barata, que n&o requer muita experiéncia do analista e com possibilidade de
automacao. Atualmente é uma das técnicas de preparo de amostras mais
popular devido a sua alta recuperacdo. Quando comparada a LLE, tem menor
necessidade de uso de solvente organico, além de ndo possuir o risco de
formacdo de emulsdo (MULLET, 2007; BAKHTIAR e MAJUMDAR, 2007;
NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009).

Nesta técnica um volume igual ou maior de um solvente organico é adicionado
a amostra biolégica que contém o analito e um padréo interno. Em seguida, a
amostra € misturada e centrifugada resultando na formacédo de um pellet de
proteina e o correspondente sobrenadante contendo o analito. Este ultimo, apos
ser recolhido, sera transferido, seco e reconstituido ou injetado diretamente na
coluna (CHANG et al., 2007; BAKHTIAR e MAJUMDAR, 2007).

Uma das principais desvantagens desta técnica é que o sobrenadante produzido
€ considerado relativamente “sujo”, visto que ainda pode conter uma quantidade
significante de componentes do plasma nao-precipitados (ex. lipideos, acidos
graxos, colesterol). Com isso, ao ser empregada a deteccdo por espectrometria
de massas, o efeito da matriz ainda podera ser observado devido a presenca
dessas moléculas enddgenas, que irdo competir com o analito durante a
ionizacdo, tornando a precipitacdo proteica uma técnica pouco especifica e
seletiva. Uma segunda desvantagem ocorre quando o composto analisado tem
uma elevada porcentagem de ligacédo as proteinas plasmaticas, havendo entéo
uma baixa recuperacdo do analito quando este for reconstituido. Por ultimo,
como existe a necessidade de adicao de solvente na amostra, esta sera sempre
diluida em relacdo a concentracéo inicial (NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009;
BAHKTIAR e MAJUMDAR, 2007).



27

2.2.3 Extracdo em Fase Solida (SPE) convencional

Atualmente, a SPE € uma das técnicas mais empregadas na extracdo e/ou
concentragdo de analitos em matrizes complexas, sendo preferida a outros
procedimentos tradicionais principalmente por ser mais eficiente em relacéo a
recuperacdo do analito e por consumir menos tempo durante sua realizagao.
Essa técnica é muito utilizada para sorcédo seletiva de analitos presentes em
matrizes simples ou complexas e para sua concentragdo, precedendo as
técnicas CLAE, cromatografia gasosa (CG), cromatografia ibnica (Cl) e outras
técnicas de separacdo. Baseia-se em mecanismos de retencdo semelhantes
aqueles envolvidos em cromatografia a liquido em coluna (MAJORS, 2007;
QUEIROZ et al., 2001; KRISHNAM e IBRAHAM, 1994).

Essa técnica utiliza sorventes empacotados em cartuchos formados por um tubo
de polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg de sorvente, com particulas
entre 40-60 um de tamanho. A amostra é aplicada no topo do cartucho e eluida
através do sorvente pelo uso de centrifugacéo ou pela aplicacdo de uma presséo
positiva ou negativa (CHANG et al., 2007; QUEIROZ et al., 2001; LINGEMAN e
HOEKSTRA-OUSSOREN, 1997; KRISHNAM e IBRAHAM, 1994).

O procedimento geralmente envolve cinco etapas:

1. ativacéo do sorvente, de maneira a deixar os sitios ativos disponiveis;

2. condicionamento do sorvente, ocorrendo solvatacdo da fase ligada para
gue seja possivel carregar a amostra rapidamente;

3. introducédo da amostra, em que ocorre a retencdo do analito e as vezes
de alguns interferentes;

4. limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o
analito;

5. eluicdo e coleta do analito (LINGEMAN e HOEKSTRA-OUSSOREN,
1997; KRISHNAM e IBRAHAM, 1994; QUEIROZ et al., 2001).

Atualmente, um grande numero de sorventes esta disponivel comercialmente.
Os grupos mais frequentemente usados como sorventes a base de silica
guimicamente ligada podem ser divididos em trés categorias: fase reversa, fase

normal e troca ibnica. A escolha do sorvente é um fator chave na SPE, visto que
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controla parametros como seletividade, afinidade e capacidade. Essa escolha
depende fortemente do analito e das suas propriedades fisico-quimicas, que
devem definir as interagbes com o sorvente escolhido. Os sorventes mais
utilizados podem variar de silica quimicamente ligada e materiais de troca ibnica,
até materiais poliméricos e de acesso restrito (CHANG et al., 2007; LINGEMAN
e HOEKSTRA-OUSSOREN, 1997; KRISHNAM e IBRAHAM, 1994; QUEIROZ et
al., 2001; NOVAKOVA e VLCKOVA, 20009).

Basicamente, h4 duas maneiras de se escolher um sorvente. Ele pode possuir
elevada afinidade pelo analito, retendo-o0 e excluindo os componentes né&o
requeridos da amostra; ou apresentar baixa afinidade pelo analito, permitindo
sua passagem enquanto retém os demais componentes. Para aumentar a
seletividade da extracdo podem ser feitas sucessivas extra¢cdes com suportes
gue possuem empacotamentos diferentes, utilizar sorventes diferentes em um
mesmo suporte dispostos em camadas como uma coluna de extragao ou utilizar

fases mistas em um mesmo suporte (QUEIROZ et al., 2001).

Dentre as desvantagens da SPE podem ser citadas: perda de amostra pela
adsorcao na parede do sistema ou pela volatilizacdo do analito, introducao de
impurezas presentes nos solventes e reagentes utilizados, limitacdo do uso de
baixas vazdes devido as menores dimensdes dos cartuchos, utilizacdo de
solventes organicos para a eluicdo, variacbes analiticas entre cartuchos
extratores e o grande numero de etapas operacionais para sua execucao. Além
disso, quando sorventes convencionais sao empregados, podem ser comum a
baixa seletividade e o blogueio dos poros da fase extratora pelos componentes
da matriz (QUEIROZ e LANCAS, 2005; LINGEMAM e HOEKSTRA-
OUSSOREN, 1997).

2.3 Técnicas modernas para preparo de amostras biolégicas

Devido a sua melhor eficiéncia na recuperacédo dos analitos, a técnica SPE tem
sido amplamente empregada nos estudos de preparo de amostras. Com o intuito
de contornar algumas das suas desvantagens, novas configuracdes

cromatograficas e 0 uso de sorventes mais seletivos estdo sendo avaliados em
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SPE para o preparo de amostras em matrizes mais complexas. Dentre as novas
configuragbes podem ser citadas a SPME e a MEPS. J4 dentre os sorventes
mais seletivos com desenvolvimento mais recente, citam-se os MIPs e RAM
(QUEIROZ et al., 2001).

2.3.1 Configuragdes para SPE modernas
2.3.1.1 Microextragao em fase sdlida (SPME)

E uma técnica de preparo de amostras moderna, desenvolvida por Arthur e
Pawliszyn em 1990 e introduzida no mercado pela Supelco em 1992. Seu
mecanismo envolve uma adsorc¢ao/absorcao e dessorcao simples e efetiva que
elimina o uso de solventes por meio do uso de uma microfibra de silica fundida
modificada quimicamente. Ao contrario dos cartuchos de SPE, as seringas de
SPME permitem a combinacé&o das fases do preparo de amostras (amostragem,
isolamento e concentracdo do analito) em uma Unica etapa. Desse modo, ha
uma reducdo do tempo gasto, do custo e do uso de solventes organicos
(QUEIROZ et al., 2001; NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009; CHEN et al., 2008;
HENNION, 1999; VALENTE e AUGUSTO, 2002; KOLE et al., 2010; ARTHUR e
PAWLISZYN, 1990).

Nesta técnica, uma fibra de silica fundida de pequeno diametro (110 a 160 pum),
coberta por um polimero organico sorvente ou por um solido adsorvente com
espessuras que variam de 7 a 100 um, esta inserida em um microtubo de aco
inoxidavel localizado dentro da agulha de uma seringa modificada. A fibra é
entdo posicionada em contato com a amostra, onde os analitos irdo sofrer
particdo com a fase estacionaria por meio de um processo de equilibrio entre as
fases. O procedimento tipico envolve duas etapas essenciais: extracdo e
dessorcdo do analito no equipamento cromatografico (Figura 3) (QUEIROZ e
LANGAS, 2005; QUEIROZ et al., 2001; NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009;
ARTHUR e PAWLISZYN, 1990; KOLE et al., 2010; VALENTE e AUGUSTO,
2000).
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Figura 3 - Esquematizag&o da técnica SPME. Adaptado de Valente, 2000.

‘ Injetor do cromatagrafo |

EXTRACAO DESSORCAO

O processo de extracdo pode ser realizado de duas maneiras, por meio da
abordagem headspace, em que a amostra € aquecida e os componentes volateis
séo sorvidos na fibra ou mantendo a fibra em contato direto com a solugéao da
amostra. Esta etapa pode ser otimizada para algumas condi¢cdes, como por
exemplo, pH, concentracdo de sal, volume da amostra, agitacdo, temperatura e
tempo de extracdo. Apdés a extracdo, os analitos presentes na fibra séo
dessorvidos termicamente diretamente no injetor de um cromatégrafo a gas ou
dessorvidas em solvente organico para posterior injecdo em um cromatografo a
liquido (QUEIROZ et al., 2001; CHEN et al., 2008; KOLE et al., 2010; ARTHUR
e PAWLISZYN, 1990; QUEIROZ e LANCAS, 2005).

Dentre os materiais de recobrimento para fase estacionaria disponiveis
comercialmente, podem ser citados: polidimetilsiloxano para extracdo de analitos
menos polares; poliacrilato, polidimetilsiloxano—divinilbenzeno e carbowax—
divinilbenzeno para extracdo de analitos polares, sendo especialmente usados
para fendis, aminas e alcoois respectivamente; carboxeno—polidimetilsiloxano,

para extracdo de analitos volateis de baixo peso molecular; e para a extracdo de
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uma ampla faixa de analitos pode ser utilizado o divinilbenzeno—carboxeno—
polidimetilsiloxano. As fibras estdo disponiveis em diferentes espessuras, com
cobertura Unica, combinada ou com co-polimeros, porém, mesmo assim suas
variagdes ainda sao limitadas, o que restringe o uso da SPME (KOLE et al., 2010;
CHEN et al., 2008).

Dentre as vantagens da SPME, podem ser citadas sua simplicidade e rapidez
em relacdo a LLE e a SPE, a obtencéo de extratos mais limpos, o que permite a
automacao das andlises e a reutilizacdo das fibras extratoras, além de nao
utilizar solventes organicos. Por outro lado, a utilizacdo desta técnica requer que
o analito seja volatil e termicamente estavel, sua recuperacdo é considerada
menor do que as obtidas na LLE e na SPE e sua extracdo ndo é totalmente
eficiente, podendo ser encontradas interferéncias de tracos de substancias
endogenas, formando um extrato considerado “sujo” (NOVAKOVA e VLCKOVA,
2009; QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ e LANCAS, 2005).

2.3.1.2 Microextracdo em sorvente empacotado (MEPS)

E um técnica recente, desenvolvida por Abdel-Rehim e colaboradores em 2004
no laboratério da empresa AstraZeneca na Suica. Pode ser considerada uma
miniaturizacdo da SPE convencional, sendo descrita como uma pequena coluna
analitica dentro de uma seringa (ABDEL-REHIM, 2010; VLCKOVA et al., 2011;
CHAVES et al., 2010).

Nesta técnica, a amostra biologica é aspirada por um amostrador automatico
para dentro de uma seringa que contem aproximadamente 1 mg de sorvente
sélido empacotado, responsavel pela sorcdo dos analitos. Assim como a SPE,
varios materiais sortivos podem ser utilizados como fase solida, como por
exemplo: silica, RAM ou MIPs. ApGs concluir a etapa de sorcdo, o suporte €
lavado uma vez com agua para remocdo das proteinas e outros materiais
interferentes e, em seguida, € realizada a eluicdo dos analitos pela passagem de
um solvente orgéanico (Figura 4). Como as dimensdes do leito da MEPS sao
proporcionais em escala as do leito da SPE convencional, a maioria dos métodos

por SPE podem ser adaptados para MEPS apenas pelo ajuste dos volumes de
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amostra e reagentes (ABDEL-REHIM, 2004, 2010; VLCKOVA et al., 2011;
CHAVES et al., 2010).

Figura 4 - Esquematizagéo da técnica MEPS. Adaptado de Abdel-Rehim, 2004.

FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4

Leito de absorgdo

Amostragem Lavagem Eluigao Injegéo

Quando comparada com a SPE convencional, duas grandes diferencas podem
ser observadas. Em relacdo a forma de empacotamento do material sorvente,
observa-se que enquanto no MEPS ele se encontra integrado diretamente a
seringa, na SPE ele esta localizado em uma coluna separada; ja quanto ao
numero de extracdes que podem ser realizados por unidade, MEPS permite um
maior numero de analises enquanto a coluna de SPE convencional s6 pode ser
utilizada uma vez. Quando comparada com a SPME, esta por apresentar uma
fibra mais sensivel a natureza da matriz € considerada menos robusta do que a
MEPS. Além disso, MEPS geralmente apresenta recuperacdes da ordem de 60-
90% enquanto apenas 10% sao recuperados pela SPME (ABDEL-REHIM, 2004,
2010).

Uma das principais vantagens desta técnica € a facilidade de automacéo. Visto
gue esta técnica pode ser conectada online em instrumentos para cromatografia
gasosa e liquida sem nenhuma modificacdo do aparato cromatografico, a eluicao
dos analitos pode ser realizada diretamente no sistema de injecdo do

instrumento de analise. Uma segunda caracteristica desta técnica que também
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favorece a sua automacéao é o volume de solvente empregado na elui¢cdo, que é
adequado para a injecéo direta do analito nos sistemas CLAE ou GC. Dentre
suas demais vantagens podem ser citadas: facil uso, rapidez, possibilidade de
uso para baixos volumes de amostra e flexibilidade dos materiais de
empacotamento, que permitem melhorar a seletividade e criar condigdes de uso
mais adequadas (CHAVES et al., 2010; ABDEL-REHIM, 2004, 2010; SOMAINI
et al., 2011; VLCOVAK et al., 2011).

2.3.2 Sorventes para SPE modernas
2.3.2.1 Polimeros de Impressao Molecular (MIPs)

Os polimeros molecularmente impressos sdo materiais sintéticos com elevada
capacidade de reconhecimento molecular por meio de sitios de reconhecimento
especificos para certas moléculas. Nos Ultimos anos vém sendo muito
pesquisados devido a sua estabilidade, possibilidade de aplicagdo em uma
ampla faixa de moléculas alvo, além de ser uma técnica relativamente facil e de
baixo custo de preparo. Visto que podem ser aplicados em sistemas de extracéo
por SPE (MISPE), estdo sendo muito utilizados para o preparo de amostras tanto
para modelos de extracdo para compostos especificos, quanto para um grupo
ou classe de substancias analogas. Além da concentracdo do analito, o uso de
MIPs em SPE possibilita sua separacéo seletiva a partir de uma matriz complexa,
fatores cruciais para determinacfes quantitativas. O primeiro procedimento de
MIP utilizado em SPE foi reportado por Sellergren em 1994, para a determinacao
seletiva de pentamidina em amostras de urina (SELLERGREN, 1994;
CASSIANO et al., 2014; HE et al., 2007; HENNION, 1999; NOVAKOVA e
VLCKOVA, 2009; HAGINAKA, 20009).

O preparo dos MIPs envolve a polimerizagcdo de monémeros ao redor de uma
molécula modelo por meio de um agente de ligacdo cruzada na presenca de um
iniciador; com isso ha a formacdo de um complexo molécula modelo —
mondmero. Em seguida, a molécula modelo é removida por meio de uma reacéo
guimica ou extragao, resultando em uma matriz polimérica com sitios de ligacdo

especificos em tamanho, forma e posi¢céo de grupos funcionais, para a molécula
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modelo utilizada (CASSIANO et al., 2014; HE et al., 2007; HENNION, 1999;
NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009).

Podem ser sintetizados a partir de trés técnicas de impressdo molecular: ndo-
covalente, covalente e hibrida, que determinam o tipo de ligacdo utilizada
durante a formacdo do complexo molécula modelo — monbémero e,
consequentemente, definem o tipo de ligacdo que ocorrera entre a molécula a
ser analisada e o MIP. Na impressdo nao-covalente primeiro formam-se 0s
polimeros e, em seguida, o complexo com a molécula modelo é formado por
interacdes nao-covalentes. Esta técnica traz a vantagem de promover uma
rapida ligacdo entre as moléculas analisadas e o MIP, porém as condicbes de
polimerizacdo devem ser escolhidas cuidadosamente para ndo ocorrer a
formacdo de sitios de ligagcdo nao-especificos. Por outro lado, na impresséo
covalente, o complexo é formado antes de a polimerizacdo ocorrer. Essa ordem
de sintese permite o0 uso de uma grande variedade de condicdes de
polimerizagcdo, no entanto, torna o processo trabalhoso e menos econémico,
além de gerar uma ligacdo lenta entre a molécula analisada e o MIP. Ja no
processo hibrido (semi-covalente), os polimeros sdo preparados como na
impressao covalente, enquanto a ligacao da molécula modelo é feita a partir de
interagcdes ndo-covalentes. Desse modo, as principais vantagens das duas
técnicas citadas anteriormente sdo combinadas, a estabilidade e estequiometria
do complexo e a rapida ligacdo da molécula analisada ao MIP (HE et al., 2007;
NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009).

A técnica MISPE vem sendo muito utilizada no preparo de amostras e
enriquecimento de analitos em diferentes matrizes, principalmente por ser
considerada uma técnica estavel (em altas temperaturas, elevados pH e em
solventes organicos), seletiva, reutilizavel e por possuir uma preparacao facil e
rapida (HENNION, 1999; NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009; HAGINAKA, 2009).

Porém, ainda existem algumas desvantagens associados ao uso de MISPE.
Primeiro, a dificuldade de remoc¢édo da molécula modelo, mesmo apo6s extensa
lavagem, o que gera um risco potencial de perda dessas moléculas durante a
extracdo da amostra. Este problema pode interferir seriamente na exatidao e

precisdo de analises de compostos em nivel de tragco em matrizes complexas e,
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consequentemente, nas suas quantificacbes. Outro fator que deve ser
considerado é a dificuldade de estabelecer uma dessor¢cdo quantitativa e
relativamente rapida do analito, devido a elevada especificidade e avidez do MIP
pelo analito. Uma terceira desvantagem esta relacionada especificamente a
preparacdo pela técnica de impressdo n&o-covalente, a mais utilizada
ultimamente. Por gerar um baixo rendimento de sitios de reconhecimento
especificos, essa técnica resulta em uma baixa capacidade de carregamento da
amostra e em um alto indice de ligacbes ndo-especificas (HENNION, 1999;
NOVAKOVA e VLCKOVA, 2009; HAGINAKA, 2009).

2.3.2.2 Meios de Acesso Restrito (RAM)

O termo “meio de acesso restrito” foi introduzido por Desilets e colaboradores
em 1991 para descrever um conjunto de suportes que permitem a injecao direta
de amostras biologicas em sistemas cromatograficos de fase reversa, ou seja,
sem a necessidade da etapa de preparo de amostras. Mesmo antes da definicdo
desta nomenclatura, algumas colunas com esse tipo de fase ja haviam sido
desenvolvidas e, devido ao seu sucesso, motivaram o desenvolvimento de novas
fases mais efetivas (Tabela 1) (DESILETS et al., 1991).

Tabela 1 - Cronologia do desenvolvimento dos principais suportes RAM.

Ano RAM Referéncia

1982 fase hidrofébica com proteina imobilizada (BSA) Yoshida, 1982

1985 suporte com superficie interna de fase reversa Hagestam, 1985

1988 fase hidrofobica blindada Gish, 1988
1990 material funcional misto Haginaka, 1990
1991 introducéo do termo "meio de acesso restrito" Desilets, 1991
1991 superficie semipermeavel Desilets, 1991
1991 fase silica alquil-diol Boos, 1991

1994 fase hidrofébica com proteina imobilizada (AGP) Hermansson, 1994

1997 classificacdo unimodal x bimodal Boos, 1997
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Com os suportes RAM é possivel separar os analitos das matrizes que contém
componentes de elevado peso molecular, como por exemplo as proteinas
plasmaticas, por meio da combinacdo de mecanismos de exclusdo por tamanho
el/ou interacBes hidrofébicas. Desse modo, o acesso de macromoléculas a fase
estacionaria é restrito enquanto que os analitos tem acesso livre aos sitios de
adsorcao do suporte (Figura 5) (DESILETS et al., 1991).

Figura 5 - Estrutura da particula do meio de acesso restrito. Adaptado de SADILEK, 2007.
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Os sorventes RAM podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de
exclusdo macromolecular, que podem ser fisicos ou quimicos. A barreira fisica
€ baseada na restricdo causada pelo tamanho do diametro do poro da particula.
Ja a barreira quimica ocorre devido a uma rede de polimeros e/ou proteinas
ligados covalentemente ou adsortivamente a superficie externa da silica. Essa
conformacdo confere a superficie uma caracteristica hidrofilica impedindo a
adsorcao de macromoléculas na fase estacionaria, mas permitindo a retencéo
seletiva de compostos de baixo peso molecular por particdo, troca ibnica ou
afinidade cromatografica (adsorcdo por afinidade pela fase estacionaria
hidrofébica) (HAGESTAM e PINKERTON, 1985; CASSIANO et al., 2006; BOOS
e GRIMM, 1999; CHEN et al., 2008; LIMA et al., 2006; MULLET, 2007, SADILEK
et al., 2007).

Em 1997, Boos e Rudolphi complementaram a classificagcdo criando uma
subdivisdo de acordo com as superficies quimicas dos sorventes (Tabela 2). As
fases de superficie bimodal apresentam uma superficie externa hidrofilica e a

superficie interna hidrofébica. Nesta categoria incluem-se os suportes de
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superficie interna de fase reversa (ISRP, do inglés internal surface reversed
phase), fase silica alquil-diol (ADS, do inglés alkil-diol silica), superficie
semipermeével (SPS, do inglés semipermeable surface) e fase hidrofobica com
proteina imobilizada (protein-coated silica). Por outro lado, as fases de superficie
unimodal possuem propriedades hidrofilicas e hidrofébicas simultaneamente
tanto para sua superficie interna quanto externa da silica. Neste grupo sao
inclusos os suportes com fase hidrofébica blindada (SHP, do inglés shielded
hydrophobic phase) e com material funcional misto (MFP, do inglés mixed-
functional phase) (BOOS e RUDOLPHI, 1997; CASSIANO et al., 2006; MULLET,
2007).

Tabela 2 — Classificagcdo das colunas RAM de acordo com as superficies quimicas
dos seus sorventes.

Classificagao Barreira quimica Barreira fisica
- . , superficie interna de fase

superficie semi-permeavel

Bimodal _ _ reversa
fase hidrofébica com proteina . I
: - silica alquil-diol
imobilizada

. fase funcional mista
Unimodal

fase hidrofébica blindada

2.3.2.2.1 Fase hidrofobica com proteina imobilizada (protein-coated silica)

Em 1982, Yoshida e colaboradores desenvolveram uma coluna empacotada
com particulas de silica octadecil, com superficie externa coberta por uma
proteina plasmatica imobilizada, a albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine
serum albumin). Esta coluna permitiu a determinacdo direta de farmacos em
plasma humano com exatidao, reprodutibilidade e simplicidade (YOSHIDA et al.,
1982).

Ja em 1994, Hermansson e Grahn desenvolveram uma coluna utilizando os
mesmos principios propostos por Yoshida, chamada comercialmente de
BioTrap. Porém, neste estudo, a proteina imobilizada utilizada para a cobertura
externa das particulas de silica porosa foi a proteina plasmatica humana a;-
glicoproteina acida (AGP, do inglés ai-acid glycoprotein) (Figura 6), o que
tornava o exterior das particulas compativel com amostras proteinaceas
(HERMANSSON e GRAHN, 1994).
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Figura 6 - Representag&o esquematica da fase hidrofébica com proteina imobilizada.

Adaptado de Souverain, 2004.
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2.3.2.2.2 Superficie interna de fase reversa (ISRP)

Esta fase foi introduzida por Hagestam e Pinkerton em 1985, sendo
caracterizada por dois grupos funcionais diferentes ligados as superficies. Na
superficie externa tem-se a fase hidrofilica, enquanto na superficie interna dos
poros do sorvente esta ligada a fase hidrofobica (Figura 7). O diametro interno
do poro de 8 nm funciona como uma barreira fisica para a passagem de
macromoléculas, permitindo somente 0 acesso de compostos com baixo peso
molecular. A fase hidrofébica da superficie interna € composta por um tripeptideo
gue interage covalentemente com as moléculas menores, além de limitar a
adsorcdo de eventuais proteinas que consigam acesso (HAGESTAM e
PINKERTON, 1985; SOUVERAIN et al., 2004; SADILEK et al., 2007).

Para sua producéo, a particula de silica € inicialmente modificada com uma fase
ligada de glicerilpropil. A esta fase ligam-se covalentemente polipeptidios com
meios hidrofébicos susceptiveis a quebra enzimatica (glicina-L-fenilalanina-L-
fenilalanina, GFF). O suporte derivatizado € entdo tratado com enzimas
(carboxipeptidases) para remocao das espécies hidrofébicas (fenilalanina)

somente da superficie externa. Como as enzimas selecionadas sdo muito
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grandes para conseguir acesso a superficie interna, a fase hidrofébica desta
superficie permanece intacta (HAGESTAM e PINKERTON, 1985).

Porém, a sintese deste suporte gerava um material parcialmente polimérico, o
que dificultava sua reproducao além de apresentar baixa retencao para alguns
compostos. Desse modo, uma segunda geracao de suportes GFF (GFFIl) foi
desenvolvida por Perry e colaboradores em 1992 que, por alteracao de sintese,
possuia maior extensdo da superficie interna dos poros recoberta por
polipeptidios. Esses suportes possuiam maior eficiéncia, retencdo e
reprodutibilidade (PERRY et al.,, 1992; SOUVERAIN et al., 2004; BOOS e
GRIMM, 1997).

Figura 7 - Representag&o esquematica da fase ISRP. Adaptado de Souverain, 2004,
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2.3.2.2.3 Fase hidrofébica blindada (SHP)

Em 1988, Gish e colaboradores desenvolveram um material que consiste em
uma fase ligada polimérica contendo regifes hidrofébicas (grupos fenil)
revestidas por uma rede hidrofilica (polioxietileno) (Figura 8). Essa rede forma
uma interface de agua solvatada que permite a passagem dos analitos que irdo
interagir com os grupos hidrofébicos do suporte de silica, enquanto moléculas
grandes, como as proteinas, sao impedidas de tal interacdo pelo escudo

hidrofilico. Este suporte esta disponivel comercialmente pelo nome Hisep SHP
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(Supelco, EUA) (GISH et al., 1988; SOUVERAIN et al., 2004, SADILEK et al.,
2007).

Figura 8 - Representagéo esquematica da fase SHP. Adaptado de Souverain, 2004.
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2.3.2.2.4 Material funcional misto (MFP)

Em 1990, Haginaka e colaboradores desenvolveram um novo suporte para
injecéo direta de farmacos em plasma humano a partir de um suporte de silica
contendo grupos fenil, butil ou octil como fase hidrofébica e grupos diol como
fase hidrofilica, chamado de fase funcional mista (Figura 9). Além da barreira
fisica conferida pelo tamanho dos poros de suas particulas, a exclusdo de
macromoléculas deste suporte também é possivel devido a funcionalidade mista
hidrofébica e hidrofilica que impede sua acumulacdo na superficie do suporte
(HAGINAKA et al., 1990).

Na tentativa de combinar a tecnologia de proteina-imobilizada com o material
funcional misto, Kanda e colaboradores desenvolverem em 1994 um suporte
comercializado com o nome de Capcell Pak MF. Neste suporte, a fase funcional
mista contém grupos estirenos (hidrofébicos) e oligoglicerol ou polioxietileno
(hidrofilicos) ligados a silica imobilizada com proteina. Nesta fase, as longas

cadeias de polioxietileno limitam o0 acesso de macromoléculas e os componentes
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da matriz de amostras bioldgicas irdo interagir somente com a rede polimérica
hidrofilica ndo adsortiva, sendo entado eluidas (KANDA et al., 1994; SOUVERAIN
et al., 2004; SADILEK et al., 2007).

Figura 9 - Representag&o esquematica da fase MFP. Adaptado de Souverain, 2004.
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2.3.2.2.5 Superficie semipermeavel (SPS)

Desilets e colaboradores observaram que quando um polimero é ligado a uma
superficie de fase reversa, forma-se uma camada hidrofilica semi-permeéavel
capaz de restringir o acesso de proteinas a fase estacionaria (Figura 10). Os
meios externo e interno deste material sdo sintetizados independentemente e
ligados a superficie das particulas de silica, sendo que a superficie externa
composta por um polimero de polioxietileno repele as macromoléculas, enquanto
a superficie interna (fase reversa hidrofobica) retém os analitos menores que
penetraram (DESILETS et al., 1991; SADILEK et al., 2007).

Inicialmente, esses suportes eram obtidos pela adsor¢cdo de um polimero de
polioxietileno a superficie externa dos alquil-silanos, ou seja, coberturas néo
covalentes de cadeias hidrofébicas. No entanto, ocorria eluicdo gradativa da

camada polimérica, requerendo uma frequente regeneracdo da fase
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estacionaria. Para os suportes de segunda geracdo, as coberturas foram
substituidas por cadeias de polietilenoglicol covalentemente ligadas diretamente
na superficie da fase estacionaria. Esses suportes estdo comercialmente
disponiveis como SPS pela empresa Regis Technologies (DESILETS et al.,
1991; SADILEK et al., 2007).

Figura 10 - Representagdo esquemaética da fase SPS. Adaptado de Souverain, 2004,
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2.3.2.2.6 Silica alquil-diol (ADS)

A fase ADS é considerada um dos materiais para coluna RAM mais populares.
Foi desenvolvida por Boos e colaboradores no inicio dos anos 90, tendo sua
estrutura semelhante as particulas GFF (Figura 11). Sua ampla capacidade de
retencéo hidrofobica permite a extracdo de uma grande variedade de compostos.
Seu mecanismo de exclusdo macromolecular se baseia em uma barreira fisica
e a adsorcao desses compostos ao suporte € impedida pelos grupos hidrofilicos
(glicerildiol) ligados a superficie externa. Esse exterior hidrofilico é produzido por
enzimas que hidrolisam ésteres de acido graxo exclusivamente da superficie
externa do suporte. Essa fase RAM é caracterizada pela disponibilidade de
diferentes fases reversas (C4, C8 ou C18) para a superficie interna
(SOUVERAIN et al., 2004; BOSS et al., 1995; BOOS e GRIMM, 1999).
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Em 2002, um novo suporte ADS chamado XDS (do inglés exchange diol silica)
foi desenvolvido por Chiap e colaboradores. Neste suporte, além dos grupos diol
ligados a superficie externa da silica, que previnem a adsor¢do de proteinas
plasmaticas, existem grupos de acido sulfénico ligados a silica via espacadores
alquil de cadeia curta. Com isso, 0 sorvente apresenta forte propriedade de troca
catibnica em relagdo aos compostos de baixo peso molecular (CHIAP et al.,
2002).

Figura 11 - Representagdo esquemaética da fase ADS. Adaptado de Souverain, 2004.
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2.4 Cromatografia multidimensional

Cada vez mais a SPE vem sendo realizada em modo online (automatizado).
Quando comparada com os métodos manuais (off-line), a SPE automatizada
requer menor manuseio da amostra, gera uma maior recuperacao do analito, é
mais reprodutivel e, por ser realizada em um sistema fechado, apresenta menor
chance de oxidacdo da amostra ou de evaporacédo do solvente (KRISHNAM e
IBRAHAM, 1994).

As fases RAM possuem aplicacao analitica muito versatil, podendo ser utilizadas
tanto como coluna unica, como no modo multidimensional. No modo de coluna
Unica, o procedimento analitico envolve trés etapas: extragcdo da amostra,

eluicdo do analito e reequilibrio do suporte. A amostra biolégica é injetada
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diretamente na coluna RAM, utilizando uma fase moével apropriada, de maneira
a garantir a extragdo seletiva do analito a partir dos componentes da matriz
biolégica (LIMA et al., 2006; MULLET, 2007; SADILEK et al., 2007; SOUVERAIN
et al., 2004).

O modo multidimensional, também chamado de column-switching, foi introduzido
em 1973 por Huber e colaboradores. Nesta técnica cromatografica, a amostra é
separada por um sistema de colunas, que podem ser semelhantes ou diferentes,
de maneira a aumentar a seletividade da analise e a capacidade do pico. As
diferentes dimensdes do sistema séo controladas por uma valvula automatica
gue ira direcionar a passagem da amostra através do sistema cromatografico
(BOOS et al., 1995; HUBER et al., 1973).

Quando a coluna RAM ¢ utilizada na primeira dimenséo, ela atua como uma pré-
coluna para uma coluna analitica acoplada em sequéncia. Com isso, é possivel
fracionar e eluir as macromoléculas da matriz biologica e, simultaneamente,
permitir a pré-concentracdo e pré-separacdo dos analitos por meio de uma
seletividade adicional baseada na sua fase extratora (MULLET, 2007; CHEN et
al., 2008; LIMA et al., 2006; SOUVERAIN et al., 2004).

Em um primeiro momento (posi¢do A) do modo backflush, o plasma € injetado
na primeira dimensao do sistema e carreado para a coluna RAM através da fase
moével de extracdo, fornecida pela bomba B. Uma vez na coluna RAM, ocorrera
a exclusao das proteinas plasmaticas, que seguirdo para o descarte, e a SOrcao
dos analitos a coluna. Simultaneamente, na segunda dimensao do sistema, a
fase mével analitica fornecida pela bomba A ira condicionar a coluna analitica
durante todo o periodo de excluséo proteica. J& no segundo momento (posicéo
B), a valvula automatica ir4 girar de maneira que a fase mével analitica comece
a passar inicialmente pela coluna RAM e, em seguida através da coluna
analitica. Nesta posicao, a fase movel analitica ira percorrer a coluna RAM no
sentido oposto ao da fase movel extratora durante a posicdo A. Desse modo, 0s
analitos retidos na coluna RAM serdo eluidos para a coluna analitica, onde

ocorrera a separacao (Figura 12).
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Figura 12 — Esquema da configuragéo do sistema column-switching no modo de eluig&o
backflush.
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Na posicao A do modo foreflush, a configuracéo do sistema estara montada da
mesma maneira que no modo backflush, tanto na primeira quanto na segunda
dimensao do sistema. No entanto, apos a viragem da valvula para a posicéo B,
a fase movel analitica ira percorrer a coluna RAM no mesmo sentido que a fase
moével de exclusdo percorreu na primeira posi¢cao. Para isso, € nhecessario que a
bomba B seja capaz de eluir tanto a fase mével de exclusdo quanto a analitica
(Figura 13) (MULLET, 2007; CHEN et al., 2008; LIMA et al., 2006; SOUVERAIN
et al., 2004).
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Figura 13 — Esquema da configuragédo do sistema column-switching no modo de eluig&o

foreflush.
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Uma grande aplicacdo do sistema column-switching é na determinacdo de
farmacos em fluidos biolégicos por injecdo direta no equipamento
cromatografico. Se uma amostra biolégica sem um preparo previo for injetada
diretamente em uma coluna de fase reversa, as macromoléculas contidas na
matriz podem adsorver irreversivelmente na coluna, mudando suas
caracteristicas e aumentando a pressao do sistema. Utilizando uma coluna RAM
acoplada a uma coluna analitica em um sistema multidimensional a amostra
biologica pode ser injetada diretamente, visto que os interferentes serao
desviados da coluna analitica, via valvula, para o descarte. Dentre as vantagens
do sistema column-switching podem ser citadas a injecdo direta de fluidos
biolégicos, a concentracdo e recuperacdo do analito e a maior seguranca no
manuseio de amostras infecciosas ou perigosas (MAJORS, 2005; BOOS e
GRIMM, 1999; MULLET, 2007).
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2.5 Coluna cromatografica com particulas de nucleo fundido

Sempre existiu um grande interesse dos pesquisadores em desenvolver técnicas
e aparatos que permitissem realizar separacdes cada vez mais rapidas em
equipamentos CLAE sem perder o poder de resolucdo. Uma maneira de alcancar
esse objetivo é aumentar a vazao da fase movel. No entanto, quando se usa
colunas com particulas com tamanho convencional (3,0 ou 5,0 pum), a eficiéncia
da separacdo € diminuida consideravelmente em vazdes elevadas. Essa
limitacdo foi superada com o desenvolvimento de fases estacionarias com
diametros menores que 2,0 um, que possuem a propriedade de manter elevada
capacidade de separacdo mesmo em altas vazdes de fase mével. No entanto,
essa reducdo do tamanho das particulas leva a um aumento da pressdo dos
sistemas cromatograficos, sendo necessario o uso de instrumentos especificos
capazes de suportar esse aumento, como € o caso dos equipamentos UHPLC
(doinglés, Ultra High Performance Liquid Chromatography) (DESTEFANO et al.,
2007; ABRAHIM et al., 2010; ALI et al., 2010; CUNLIFFE e MALONEY, 2007).

De modo a contornar esses problemas, foram desenvolvidas colunas com
particulas com um nucleo solido cobertas com uma camada porosa, possuindo
essencialmente as mesmas propriedades fisico-quimicas das particulas
totalmente porosas (Figura 14). A diferenca é que, nas particulas de nucleo
fundido, a difusédo do analito ocorre somente através da camada porosa, levando
a diminuicdo do caminho médio a ser percorrido pelo analito. Desse modo, a
difusdo do soluto € mais rapida, reduzindo consequentemente a taxa de
transferéncia de massa do analito através da fase estacionaria, possibilitando
com isso, 0 uso de altas velocidades de fase movel (GUIOCHON e GRITTI,
2011; CUNLIFFE e MALONEY, 2007; DESTEFANO et al., 2007; CAVAZZINI et
al., 2007).
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Figura 14 — Representagdo esquemaética de uma particula de ndcleo fundido. Adaptado de
Maldaner, 2010.

Camada porosa

Nucleo sélido

As colunas com particulas de nucleo fundido foram consideradas um grande
avanco nas analises cromatograficas. Seu desenvolvimento teve inicio no final
da década de 60, com os trabalhos de Horvath e colaboradores, a partir do
conceito de particulas peliculares e sua aplicacdo em resinas de troca idnica
para separacao dos constituintes do acido nucléico. Um estudo realizado por
Kirkland em 1969, deu inicio a primeira geracéo de particulas de nucleo fundido
com o desenvolvimento de particulas com porosidade controlada, constituidas
por um nucleo sdlido de silica envolto por uma camada porosa, apresentando
um diametro total entre 30 e 40 um (HORVATH et al., 1967; KIRKLAND, 1969).

Em 1992, Kirkland desenvolveu a segunda geracdo de particulas de nucleo
fundido, chamadas de Poroshell (Agilent Technologies), aplicando-as na
separacao de proteinas e polimeros sintéticos. Essas particulas apresentavam
um diametro total de 7 um e espessura da camada porosa de 1 um, sendo
produzidas a partir da pulverizacdo de uma suspensao de particulas de silica
sélida em uma solucao aquosa de silica no estado sol. Porém, esse método de
preparacao apresentou a desvantagem de formar algumas particulas totalmente
porosas que nao poderiam ser separadas efetivamente das superficialmente
porosas de mesmo tamanho. De modo a contornar esse problema, Kirkland e
colaboradores utilizaram dois métodos diferentes para a producéo de particulas
de nucleo fundido: formacdo de multicamadas e coalescéncia de particulas. A

partir desses métodos foi possivel formar particulas com diferentes diametros (3-
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6 um), tamanhos de poro (0,9-8 um) e espessura da camada porosa (0,25-1 pm)
(KIRKLAND, 1992; KIRKLAND et al., 2000).

O maior destague na producao de particulas de nucleo fundido foi a introducéo
das particulas de terceira geracao desenvolvidas por Kirkland e colaboradores
em 2007, chamadas Halo (Advanced Material Technologies). Essas particulas
apresentam 2,7 um de diametro total, 0,9 um de espessura de camada porosa e
tamanho de poro de 9 nm. Sua producéo € iniciada com a formacao de particulas
de silica sélidas a partir do controle de crescimento, seguida da adicdo de um
surfactante adsorvente para a formagcédo da camada porosa externa juntamente
com um processo de alargamento dos poros. Esse tipo de processo gera uma
distribuicdo muito pequena no tamanho das particulas e uma elevada densidade,
caracteristicas importantes na preparacdo de leitos cromatograficos
homogéneos e com alta eficiéncia. Devido a menor espessura da camada
porosa, exibem elevada taxa de transferéncia de massa permitindo uma rapida
difusdo do soluto pela fase estacionaria. Essas caracteristicas favorecem o uso
dessas particulas de ndcleo fundido em rapidas separagfes utilizando
equipamentos convencionais, visto que ndo ha aumento significativo da presséo
total do sistema (KIRKLAND et al., 2007; DESTEFANO et al., 2007; GUIOCHON
e GRITTI, 2011).

2.6 Diabetes mellitus

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e com a American
Diabetes Association, esta ocorrendo uma epidemia de DM no mundo. Estima-
se que a populacdo mundial com diabetes € da ordem de 382 milhdes de
pessoas, com projecdo de chegar a 471 milhées em 2035. O numero de
individuos aumenta devido ao crescimento e ao envelhecimento populacional,
crescente prevaléncia de obesidade e sedentarismo, assim como a maior
sobrevida de pacientes com DM. A DM néo deve ser considerada uma doenca
anica, mas sim um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos, principalmente
a hiperglicemia cronica (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015; American
Diabetes Association, 2015).
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A classificacdo atual subdivide a DM em DM1 e DM2, outros tipos especificos
(incluem-se defeitos genéticos e doencas pancreaticas) e diabetes gestacional.
O DM1 é uma doenca autoimune em que ha um distlrbio catabdlico que leva a
destruicdo das células B do pancreas. Isso gera uma consequente auséncia de
insulina, sendo necesséria a aplicacdo de insulina exégena como tratamento. Ja
a DM2 caracteriza-se por defeitos na acao, devido a insensibilidade periférica a
insulina, e na secreg¢ao de insulina pelas células  do pancreas, porém sem a
sua destruicdo pelo sistema imunolégico (Sociedade Brasileira de Diabetes,
2015; American Diabetes Association, 2013).

O DM2 estad frequentemente associado a hipertensdo arterial, obesidade,
dislipidemias e outras afec¢des cardiovasculares e representa cerca de 90 a 95%
dos casos de diabetes. Os programas de prevencéo primaria se baseiam em
intervencdes nutricionais e na pratica de atividade fisica, porém, quando o
paciente ndo responde ou deixa de responder as medidas ndo medicamentosas,
é realizado o tratamento medicamentoso com antidiabéticos orais (BRASIL,
2015; American Diabetes Association, 2013).

Os antidiabéticos orais (Tabela 3) sdo substéncias que tem a finalidade de
reduzir a glicemia e manté-la em valores normais, sendo < 100 mg/dL em jejum
e < 140 mg/dL no periodo pos-prandial. Eles podem ser classificados em quatro
categorias de acordo com sua acdo sobre a secrecdo de insulina: os que
aumentam (hipoglicemiantes ou secretagogos), 0s que ndo aumentam (anti-
hiperglicemiantes), os que aumentam de forma dependente da glicose e os que
promovem glicosuria, sem relacdo com a secrecao de insulina (BRASIL, 2014,
2015).

De acordo com o algoritmo de tratamento da DM2, na sua primeira fase,
caracterizada por uma hiperglicemia discreta, a melhor indicacdo s&do o0s
medicamentos que ndo aumentam a secrecao de insulina, sendo a metformina
o medicamento de escolha. Com a diminuicdo da secrec¢do de insulina na
segunda fase, indica-se uma terapia combinada da metformina com um
secretagogo, sulfonilureias ou metiglinidas. A escolha do segundo antidiabético
ira depender da acdo hipoglicemiante necessaria, sendo que as sulfonilureias

possuem uma ag¢ao mais prolongada durante todo o dia, enquanto as
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metiglinidas apresentam um menor tempo de a¢ao, cobrindo principalmente o

periodo pés-prandial (BRASIL, 2014, 2015).

Tabela 3 — Farmacos antidiabéticos orais e seus mecanismos de ac&o.

Classe

Medicamentos

Mecanismo de acao

Sulfonilureias

Clorpropamida
Glibenclamida

Gliclazida Aumento da secrec¢ao
Glimepirida pancreatica de insulina
Metiglinidas Repag_hrpda
Nateglinida
: . : Reducéao da producado
Biguanidas Metformina hepatica de glicose
Inibidores da a- Acarbose Retardo da absorcéo de
glicosidase carboidratos
: - Aumento da sensibilidade a
Glitazonas Pioglitazona ; .
insulina
Sitagliptina
Vildg ﬁ tina Aumento do nivel de GLP-1,
Inibidores da DPP-IV S gllp' . com aumento da sintese de
.axag. |p.|t|na insulina/reducéo do glucagon
Linagliptina

Inibidores da SGLT»

Dapagliflozina
Empagliflozina
Canagliflozina

Inibidor de SGLT2 em tubulo
proximal renal

Legenda: DPP-IV = dipeptidil peptidase IV; SGLT2 = cotransportador sodio-
glicose tipo 2, do inglés sodium glucose cotransport type 2.

2.7 Sulfonilureias

As sulfonilureias sdo compostos que diferem entre si por substituicdes na

posicado para do anel benzeno e em um residuo de nitrogénio do componente

ureia. Podem ser subdivididas em primeira geracao: clorpropamida (CL),

tolazamida e tolbutamida (TB);

e segunda geracdo (mais potentes):

glibenclamida (GB) (também chamada de gliburida), glipizida (GP), gliclazida
(GZ) e glimepirida (GM) (Figura 15) (GOODMAN e GILMAN, 2012; RAMALHO

e LIMA, 2006).



52

Figura 15 — Estruturas das sulfonilureias analisadas (GB, GZ e GM) com suas respectivas

féormulas e massas moleculares.
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Essa classe de compostos age estimulando a liberacdo de insulina por meio da
ligacdo a um sitio especifico no complexo do canal de Karp das células B
pancreaticas, inibindo sua atividade. Essa inibicdo causa a despolarizacdo da
membrana celular, inibindo o fluxo de ions K* pelo canal, provocando a
despolarizacdo da membrana da célula, o que leva a abertura dos canais de
célcio. Com o influxo de calcio para dentro da célula, sua concentragéo citosolica
aumenta, favorecendo a secrecdo hormonal a partir dos granulos de insulina.
Em geral, as sulfonilureias possuem uma absorcdo razoavelmente rapida e

completa pelo trato gastrointestinal. No plasma estdo ligadas as proteinas
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plasméticas, principalmente a albumina, cerca de 90-99%. S&o metabolizadas
no figado e seus metabdlitos sdo excretados na urina (GOODMAN, 2012;
RAMALHO E LIMA, 2006).

As propriedades fisico-quimicas da GB, GM e GZ sdo semelhantes entre si,
sendo que todas possuem um valor de pKa préximo a 5,0 (GB 5,3, GM 4,3 e GZ
5,8). S0 mais sollveis em solventes apolares e pouco sollveis em agua, com
excecdo da GB que é considerada moderadamente solivel em &gua. Elas
possuem valores de coeficiente de particdo octanol/agua relativamente altos:
logPce = 4,7, logPem = 3,5 e logPsz = 2,6. Consequentemente, sado consideradas
moléculas apolares, tendo maior afinidade por sorventes de cromatografia em
fase reversa. Seus espectros de absor¢do em ultravioleta (UV) também sédo
semelhantes, sendo observado pico de absorcéo na faixa UV préximo a 230 nm
para GB, GM e GZ (TROY, 2005; MOFFAT et al., 2004; O’NEIL et al., 2006;
DRUG BANK, 2015).

Com excecdo da porcentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas, as
propriedades farmacocinéticas desses trés compostos sao diferentes. Suas
dosagens diarias variam de 4 mg até 320 mg e a duracéo da acao varia de 12 a
24 horas. A concentracao plasmatica maxima (Cmax) observada para GB e GM
séo inferiores aquela observada para GZ quando doses usuais dos farmacos sao
administradas. Pistos e colaboradores relataram uma Cmax de 241,45 ng mLt em
um tempo maximo (tmax) de 2,92 horas para a GM ap06s a administracdo de um
comprimido de 4 mg. Resultado relativamente proximo ao obtido por Malerczyk
e colaboradores, onde a administracéo de 4 mg de GM leva a uma Cmax de 307,8
+ 69,4 ng mLt em um tmax de 2,1 + 0,6 h (MOFFAT et al., 2004; TROY, 2005;
PISTOS et al., 2005; MALERCZYK et al., 1994).

Para a GB, os trabalhos desenvolvidos por Niopas, Khatri e Mistri, relataram
valores de Cmax semelhantes apos a administracdo de 5 mg do farmaco: 167,7;
175,9 e 170 ng mL™?, respectivamente. Porém, foram observadas diferencas nos
valores de tmax obtidos por essas fontes: 3,6; 3,25 e 5 h, respectivamente
(NIOPAS e DAFTSIOS, 2002; KHATRI et al., 2001; MISTRI et al., 2007).

A dose administrada de GZ (80 mg) € maior do que as doses dos demais

compostos acima citados, desse modo, é possivel observar valores de Cmax mais
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elevados em tmax Semelhantes aos obtidos para GB e GM. Em 2003, Kim e
colaboradores administraram 80 mg de GZ em individuos coreanos e europeus,
obtendo valores de Cmax de 4690 e 4560 ng mL™ e valores de tmax de 3,45 e 4,10
horas, respectivamente. Foroutan e colaboradores relataram em 2005, um valor
de Cmaxde 2686,2 ng mL* apds a administracdo de 80 mg de GLZ, em um tmax
de 3,5 horas. Em 1981, Kobayashi e colaboradores realizaram um estudo a partir
da administracéo de 80 mg de GZ em individuos diabéticos, neste caso a média
dos valores de Cmax obtida foi maior que os valores relatados por Kim e
Fouroutan, sendo de 6800 + 1200 em um tmax de 2,3 £ 1,7h (KIM, 2003 et al.;
FOROUTAN et al., 2005; KOBAYASHI et al., 1981).

2.8 Determinacgéo de sulfonilureias em plasma humano

Na literatura podem ser encontrados muitos estudos referentes ao
desenvolvimento e validacdo de meétodos analiticos para determinacéo
guantitativa das sulfonilureias em plasma humano, utilizando CLAE. Dentre os
trabalhos avaliados (Tabela 4), praticamente todos utilizavam técnicas
convencionais (PP, LLE e SPE convencional) durante o preparo de amostra, com
excecdo do trabalho desenvolvido por Song e colaboradores em 2004 e dos
estudos realizados em nosso laboratério de pesquisa, por Viana e colaboradores
e Souza e colaboradores, ambos em 2014 (Figura 16) (SONG et al., 2004;
SOUZA et al., 2014; VIANA et al., 2014).
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Figura 16 — Numero de trabalhos encontrados na literatura que tratam da determinagéo de

sulfonilureias em plasma humano, classificados de acordo com a técnica de preparo de
amostras utilizada.
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Song e colaboradores desenvolveram um método para a determinacao de GM
em plasma humano utilizando 3 colunas em um sistema CLAE no modo column-
switching. Inicialmente, a amostra de plasma foi pré-separada durante 7,1
minutos em uma pré-coluna CapCell Pak MF Ph-1 (10 x 4,0 mm), que é um tipo
de coluna RAM com fase funcional mista, para remocdo das proteinas e
concentracdo do analito. Nesta etapa foi utilizada como fase movel um mistura
de acetonitrila e tampéo fosfato de potassio 10 mM contendo 0,04% de
trietilamina (20:80, v/v, pH 2,18). Em seguida, as fracbes do analito foram
transferidas durante 8 minutos para uma coluna intermediaria CapCell Pak UG
C18 (35 x 2 mm) de maneira a proteger a coluna analitica principal, diminuir o
tempo de analise e obter picos mais bem definidos no final da separacéo.
Passado este tempo, os analitos foram transferidos para uma coluna Capcell Pak
MG C18 (250 x 1,5 mm, 5 um) para separacéo final utilizando a mesma fase
mével inicial, mas em proporc¢ao diferente (52:48, viv, pH 2,18). O tempo total
gasto para a determinacéo da GM foi de 40 minutos. A faixa de linearidade obtida
para o método validado foi de 10 a 400 ng mL™* e o limite de quantificacéo inferior
(LIQ) foi de 10 ng mL* (SONG et al., 2004).
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Em 2014, Viana e colaboradores desenvolveram e validaram um método
analitico por CLAE, para a determinacao simultanea de clorpropamida (CL), GM
e GZ em plasma humano, utilizando na etapa de preparo de amostras a técnica
MEPS. As condi¢fes cromatograficas utilizadas foram: coluna de nucleo fundido
C18 (10 x 4,6 mm; 2,6 um), fase mével composta por acetonitrila e solu¢do de
fosfato de potassio 10 mM pH 3,0 (60:40 v/v) com vazéo de 1,0 mLmint, volume
de injecdo de 20 pL e comprimento de onda de detecgcdo de 230 nm. Para o
preparo de amostras utilizando MEPS foram realizados 10 ciclos de
injecéo/aspiracao da amostra no sorvente MEPS (100 pL), seguidos de 4 ciclos
com agua no mesmo volume para remocéao dos interferentes. Ao final dos ciclos,
os analitos foram desorvidos do suporte pela passagem de 70% de acetonitrila
em agua (3 ciclos de 50 pL). As faixas de linearidade obtidas para o metodo
validado foram de 1000 a 50000 ng mL* para CL, 1000 a 10000 ng mL™* para GZ
e 100 a 1000 ng mL* “para GM. Os LIQs obtidos foram 1000, 1000 e 100 ng mL"
1, respectivamente (VIANA et al., 2014).

Um método para analise por CLAE de quatro sulfonilureias, CL, GB, GM e GZ,
em plasma humano foi desenvolvido por Souza e colaboradores utilizando como
técnica de preparo de amostras extracdo em fase solida magnética (MSPE, do
inglés magnetic solid-phase exctration). A extracdo foi realizada a partir do
contato da amostra biolégica com nanoparticulas magnéticas inseridas em silica
mesoporosa. Desse modo, os analitos ficaram sorvidos na silica, enquanto os
interferentes permaneceram livres, sendo descartados. Os analitos foram entao
desorvidos utilizando um solvente organico e, em seguida, injetados em um
cromatografo a liquido. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas para a analise
das sulfonilureias foram: coluna C8 (150 x 4,6 mm, 5 um) a 30°C, fase mdvel
composta por acetonitrila e tampéo fosfato de potassio 10 mM pH 3,0 (55:45 v/v),
com vazdo de 1,5 mL min, volume de injecédo de 25 pL e comprimento de onda
de deteccao de 230 nm (SOUZA et al., 2014).

Dentre os trabalhos analisados, quatro relataram determinacéo simultanea dos
trés farmacos analisados neste estudo (GB, GM e GZ): AbuRuz et al em 2005,
Maurer et al em 2002, Viana et al em 2014 e Souza et al também em 2014
(Figura 17). Porém, a determinacao néao foi simultanea para o estudo realizado

por AbuRuz e colaboradores, sendo desenvolvidos dois métodos que diferiam
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apenas no pH utilizado na fase movel durante a separacédo: pH 7,3 para a
determinacdo de metformina (MET), GB e GM; pH 5,3 para a determinagao de
MET, GP e GZ (ABURUZ et al., 2005; MAURER et al., 2002; VIANA et al., 2014;
SOUZA et al., 2014).

Figura 17 — Numero de trabalhos encontrados na literatura que tratam da determinagéo de

sulfonilureias em plasma humano, classificados de acordo com as sulfonilureias analisadas.

35 33

30
25
20
15 12

10 8

A maioria dos trabalhos analisados fez a adicdo de um padrao interno em suas
amostras biolégicas, sendo que entre eles € possivel observar uma grande
variacao entre as classes e aplicacdes as quais esses compostos pertencem. As
sulfonilureias foram as mais utilizadas, incluindo: gliquidona, TB, GB (o padréo
interno mais recorrente), GZ, GM e GP. Dentre os demais padrdes internos
citados nos trabalhos avaliados estdo presentes: 1,3,5-triazina-2,4,6-triamina,
acido flufendmico, carbamazepina, celecoxibe, cetoconazol, fenformina,
fenitoina, flurbiprofeno, huperzina A, metil 4-hidroxibenzoato, nicadipina e
trimipamina-D3. Apenas quatro trabalhos n&o informaram o uso de padrdes

internos.
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Tabela 4 - Trabalhos descritos na literatura que tratam do desenvolvimento e validagéo de métodos analiticos para determinag&o quantitativa de
sulfonilureias (GB, GM e GZ) em plasma humano, utilizando CLAE.

. Preparo . Método :
Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel analitico Recuperagéao (%) LIQ (ng mLY) Referéncia
amostra
GB Acetonitrila e 18,80 + 0,09 (GB)
GM SPE solucao fosfato i 47,36 + 0,81 (GM) Souza et al.
GZ  (MSPE) NA de potassio 10 CHAETUY 3,13 + 0,00 (G2) NA 2014
CL mM pH 3,0 4,51 + 0,31 (CL)
GM <pE 1000 - 50000 (CL) sﬁﬁftgglftglsefla?o 71,9/50,6/49,3% (GM)® 1000 (CL) .. .
GZ (MEPS) 1000 - 10000 (G2) %tassio 1o CLAE-UV  59,4/50,2/52,6% (GZ)* 1000 (GZ) 014
CL 100 - 1000 (GM) b 45,8/37,2/46,7% (CL)2 100 (GM)
mM pH 3,0
GM tampéao fosfato 99,95% (MET) 0,5 (MET) 0,8 Siddiaui et
MET NA 10 — 10000 pH43e CLAE-UV 100,72% (P10) (PIO) ol 2%13
PIO acetonitrila 99,47% (GM) 0,3 (GM) '
GM 050-150,03 (ATO)  acetato de 96,72 + 0,88% (ATO) 0,5 (ATO) |
12,14 - 1207,50 amonio 10 mM CLAE - Polagani et
MET PP 72,88 £2,18% (MET) 12,25 (MET)
ATO (MET) pH3.0e MSIMS 7416 +226% (GM)  4.97 (Gm)  &-2013
4,98 - 494,29 (GM) acetonitrila SR '




Tabela (Continuacgéo)
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Preparo

Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel ;\ﬂleatl?t?c% Recuperagéo (%) LIQ (ng mLY) Referéncia
amostra
101,45/102,36/
GM PP 500 - 7500 (GM) metanol e 4gua CLAE-UV 102,11% (GM) 141 (GM) Sultana et
GZ 150 - 5000 (GZ) pH 3,5 100,32/99,52/ 46 (G2) al. 2012
99,45% (GZ)
GM op 100 - 25000 (ROS) éa(gnzﬁ’\jo Logf%t‘; cLAE.Uy  97:19%205% (ROS) 130 (ROS)  El-Enany et
ROS 125 - 12500 (GM) ’ Pr1 >, 93,86 + 2,04 (GM) 110 (GM) al. 2012
acetonitrila
GB .
GM trietilamina
5 :
GP PP 100100000 ~ QO9%PH3S, o e uv NA 100 Lakshmi et
PIO acetonitrila e al. 2011
ROS metanol
GZ PP 6.0 - 3550 (MET) acetonitrila e SEC-MS/MS 95/98/102% (MET) 6 (MET) Agrawal et
MET 7.5 - 7500 (GZ) agua 93/96/93% (GZ) 7.5 (G2) al. 2010
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Tabela (Continuagéo)

Preparo Método
Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel analitico Recuperacéo (%) LIQ (ng mL') Referéncia
amostra
acetonitrila e
metanol e .
GZ PP 50 — 5000 dodecilsulfato  CLAE-DAD NA 50 (MET)  Ranetti et
MET e 49 (G2) al. 2009
de s6dio 5 mM
pH 3,5 85%
acetonitrila, Ghai e
GZ PP 50 — 10000 metanol e 4gua CLAE-UV 85,50% 50 Ganesh.
pH 3 2009
GB
ATE metanol e agua Sultana et
ROV PP 250 — 30000 9 CLAE-UV NA 60
Spl pH 3,4 al. 2008
NAP

tampao acetato

de amonio 0,01 CLAE - 0 Chakradhar
M, acetonitrila MS/MS 87,32/83,71/84,02% 0.02 et al. 2008

e metanol

GM LLE 0,02 - 100
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Tabela (Continuacgéo)
Preparo Método
Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel analitico Recuperacéo (%) LIQ (ng mL') Referéncia
amostra
agua,
acetonitrila e -
GM LLE 5_1000 metanol e 0.6 ﬁéﬁs 88.70% 5 Yg‘jz‘;g‘gft
mL de &cido '
acético glacial
acetato de
amonio 50 mM CLAE - 71,5/71,9/77,7/ Gedeon et
GB LLE 50 - 400 pH 5,4 e MS/MS 81,2/76,3% 16,7 al. 2007
acetonitrila
sol.aqg. HCOOH
CLAE - Albu et al.
- 0, 0,
GB PP 1- 500 0,1/9 e MS/MS 98,1 +2,8% 15 2007
acetonitrila
acetato de
GB PP 50 - 2000 (MET) amoénio 0,01 M CLAE - NA 40 (MET) Georgita et
MET 5-400 (GB) pH35e MS/MS 4 (GB) al. 2007
acetonitrila
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Preparo

Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel ;\ﬂleatl?t?c% Recuperagéo (%) LIQ (ng mLY) Referéncia
amostra
acetato de
GB PP 20 - 2500 (MET) amoénio 5 mM CLAE - 69,3 % (MET) 20 (MET) Mistri et al.
MET 5-500 (GB) pH3,0e MS/MS 71,2% (GB) 5 (GB) 2007
acetonitrila
GB acido formico
GZ 0,01M pH 3,0;
GP 100 - 100000 (-GB) acetonitrila e i i 0 100 (-GB)  Venkatesh,
PIO PP 300 - 100000 (GB) agua/ agua e CLAE-UV 92,37 - 106,50% 300 (GB) 2006
REP metanol
ROS (gradiente)
acido acético Rabbaa-
B glacial 0,1 mM i 85,6/84,7/82,4/85,5/81,
GM LLE 10 - 1000 oH 2.5-2,7 ¢ CLAE-DAD 8/84.5/84.3/85.6% 10 Khabbaz,
. 2005
acetonitrila
acido acético )
CLAE - Dotsikas et
GM LLE 2,0 -500 20mM e MS/MS 18,8/54,4/22,7% 2 al. 2005

acetonitrila
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Tabela (Continuacgéo)

Preparo Método
Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel analitico Recuperacéo (%) LIQ (ng mL') Referéncia
amostra
dodecilsulfato
de sédio 2 mM,
GB acetonitrila e 85% (MET,) 5 (MET2)
dihidrogénio 93,6% (MET)>) 16,5 (MET2)
GM 100 - 1500 (MET)
i fosfato de i 85% (GB) 7 (GB) AbuRuz et
&z SPE 20 fgg_ggﬁg"gp) potassio: pH  CLAE-UV 99,3% (GM) 75(GM)  al. 2005
MET 7,3 para 83,3% (GP) 7,5 (GP)
MET1/GB/GM e 93,23% (G2) 22,5 (G2)
pH 5,3 para
MET./GP/GZ
acido formico CLAE - Pistos et al
GM LLE 0,5-1000 0,05M e MS/MS 95,6 £5,6% 0,5 2005
acetonitrila
tetraborato
disédico 70 mM Kuo et al.
- * - 0, *
GZ PP 50-4000 nM oH75 e CLAE - ED 99,12% 50 nM 2005
acetonitrila
GZ op 7.8 - 4678,9 (MET) T(frtgrl‘fg ft;"fao CLAE - 71,0-83,6 % (MET) 7,8 (MET) Zhong et al.
MET 10 -10000 (GZ) 0 MS/MS 88,1 - 104,0% (GZ) 10 (GZ) 2005

acetonitrila
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Preparo

Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel ;\ﬂleatl?t?c% Recuperagéo (%) LIQ (ng mLY) Referéncia
amostra
tampéo
hidrogénio
fosfato disédico Foroutan et
GZ PP 10-50000 0.01M e CLAE-UV 93-96,9% 10 al. 2005
acetonitrila
pH 4,0
tampéo acetato
de amobnio
CLAE- 0 Salem et al.
GM LLE 5-500 0,02 M pH 3,5, MS/MS 86,36 - 91,99% 5 2005
acetonitrila e
metanol
SPE tampéao fosfato
GM (RAM) 10 — 400 10 mM e CLAE-UV NA 10 Song et al.
column- L 2004
L acetonitrila
switching
LLE . i 75,5 % (LLE) 0,1 (LLE) .
GM SPE 0,1 - 500 N t‘;':it‘:’i’lz © fﬂlééﬁs 85,5% (SPE) 0,5 (SPE) KIanO%tA,aL
PP 98,1% (PP) 1,0 (PP)
acetato de
amonio 5mM e CLAE - 79,8/73,4/71,2/ Kim et al.
GM LLE 0.1-200 acetonitrila MS/MS 75,3/76,8/77,1% 0.1 2004

pH 3,0




Tabela (Concluséo)

65

Preparo

Analitos de Faixa (ng mL™?) Fase movel ;\ﬂleatl?t?c% Recuperagéo (%) LIQ (ng mLY) Referéncia
amostra
acetato de
amonio 10 Mm
T CLAE - 0 Chen et al.
GB PP 1-400 ) a.CGIOI‘lI,tI‘.”a, MS/MS 91,5 - 106% 1 2004
acido acético e
trifluoro acético
GB 10000-200000(GB) fgrnTc')itl‘; ‘ie CLAE - 79/100,1% (GB) 10000(GB) oo
GZ LLE 500000-6000000(GZ2) acetonitrila MS/MS 69,2/67,8% (GZ) 500000(GZz) al. 2002
GM 100000-3000000(GM) : 76,2/76,4% (GM) 100000(GM) '
(gradiente)
acido aceético, Niopas et
GB LLE 10-400 agua e CLAE-UV 91,50/93,7/93,8% 10 P
o al. 2002
acetonitrila
tampéao fosfato
de ambnio .
94,32/97,53/ Khatri et al.
GB PP 5-400 0,05M, CLAE-FLR 98.12/97.18% 5 2001

acetonitrila e
metanol pH 5,7

Legenda: PIO = pioglitazona; ATO = atorvastatina; MS = espectrometria de massas; ROS = rosiglitazona; SFC = cromatografia de
fluido supercritico; DAD = detector de arranjo de diodos; ATE = atenolol; ROV = rosuvastatina; SPI = espirolactona; NAP = naproxeno

sédico; REP = repaglinida; NA = ndo se aplica; ED = detecc¢ao eletroquimica. 2Valores de recuperacado obtidos para os controles de
gualidade baixo, médio e alto, respectivamente.
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2.9 Validacdo de métodos bioanaliticos

A Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n.° 27, de 17 de maio de 2012, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), dispbe sobre os requisitos
minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos
com fins de registro e pds-registro de medicamentos no Brasil. Outras fontes
muito utilizadas sao os Guias de Validacdo de Métodos Bioanaliticos do Food
and Drug Administration (FDA) — Guidance for Industry — Bioanalytical Method
Validation, 2013 e da European Medicines Agency (EMA) — Guideline on
Bioanalytical Method Validation, 2011. Estes guias fornecem recomendacgdes
gerais para a validacdo de métodos bioanaliticos que podem ser ajustadas ou
modificadas dependendo do método analitico utilizado (BRASIL, 2012; FDA,
2001; EMA, 2011).

De acordo com esta resolucéo, os métodos cromatograficos sdo considerados
de primeira escolha para a analise de moléculas, no entanto, s6 poderéao ser
implementados apds sua validagao total, que devera conter ensaios de precisao,
exatiddo, curva de calibracdo, efeito residual, recuperacédo, efeito matriz,
seletividade e estabilidade. A RDC n.°27, de 17 de maio de 2012, da ANVISA,
permite o ajuste ou modificacdo destes ensaios quando forem utilizadas técnicas
alternativas, porém essas alteracbes devem ser mantidas o mais proximo
possivel dos ensaios fundamentados na resolucdo. Durante o processo de
validacédo devem ser utilizadas substancias quimicas de referéncia (SQR), além
disso, o uso do padréo interno (PI) deve ser feito sempre que for aplicavel ao

caso.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver método analitico para a determinagéo qualitativa e quantitativa das

sulfonilureias glibenclamida, gliclazida e glimepirida em plasma humano

empregando cromatografia a liquido bidimensional com coluna com meio de

acesso restrito e coluna com particulas de nucleo fundido.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a eficiéncia da coluna RAM-ADS para exclusao de proteinas do

plasma humano.

Desenvolver método analitico para quantificacdo de sulfonilureias em
plasma humano, por meio do emprego de CLAE bidimensional com fase

RAM-ADS e com coluna com particulas de nucleo fundido.

Otimizar as condi¢cGes de composicéo e vazao da fase movel, volume de
injecdo, tempo de exclusao proteica, tempo de extracao dos analitos,
temperatura, comprimento de onda na regido do ultravioleta e padréo

interno.

Avaliar a influéncia da utilizacdo de uma etapa prévia de precipitacao

proteica na etapa de preparo de amostras.

Comparar os modos de eluicdo backflush e foreflush.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste estudo foram realizados no Laboratério de Controle de
Qualidade de Medicamentos (LCQ) e no laboratério de Bioequivaléncia do
Centro de Estudos e Desenvolvimento Analitico Farmacéutico (CEDAFAR-BIO)
da Faculdade de Farmécia da UFMG.

4.1 Materiais

4.1.1 Insumos

o Glibenclamida insumo farmacéutico ativo doado pela Fundacao Ezequiel
Dias (Belo Horizonte, Brasil) e fabricada pela Cadila Pharmaceuticals
(Ahmedabad, Gujarat, India), lote 0GLL0Q9, pureza 99,50%.

o Gliclazida insumo farmacéutico ativo doado pela CIFARMA (Belo
Horizonte, Brasil) e fabricada pela Shandong Keyuas Pharmaceutical
(Jinan, Shandong, China), lote 0809130, pureza 99,10%.

o Glimepirida insumo farmacéutico ativo doado pela CIFARMA (Belo
Horizonte, Brasil) e fabricada pela Mantena Laboratories (Naldonga, Dist,
Andhra Pradesh, India), lote GD/021/11/2011, pureza 99,96%.

o Acido flufenamico insumo farmacéutico ativo (Sigma-Aldrich — Steinheim,
Alemanha), lote 057K1257.

o Glibenclamida substancia quimica de referéncia (INCQS — Brasil), lote
1018.

o Gliclazida substancia quimica de referéncia (INCQS — Brasil), lote 1057.

o Glimepirida substancia quimica de referéncia (United States

Pharmacopeia — EUA), lote GOK135.

4.1.2 Reagentes e vidrarias

o Solventes e reagentes grau cromatografico: acetonitrila Panreac
(Barcelona, Espanha) e metanol Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

o Solventes e reagentes grau analitico: acido acético Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemanha), acido orto-fosférico Merck (Darmstadt, Alemanha),



69

fosfato de potassio monobasico Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) e
hidroxido de sddio Quimex (Séao Paulo, Brasil).

. Agua ultrapurificada.

J Tubos Eppendorf.

o Pipetas, provetas e balGes volumétricos calibrados.

. Béqueres, tubos de ensaio e kit de filtracéo a vacuo.

4.1.3 Equipamentos e materiais

o Aparelho de ultrassom Unique (Indaiatuba, Brasil) MaxiClean 1400.
o Balanca analitica Shimadzu (Kyoto, Japdo) AUW220D com precisdo de
0,01 mg.

o Centrifuga Jouan (Saint-Herblain, Franga) MR23.

o Agitador de tubos MS1 Minishaker IKA (Staufen, Suica).

o Coluna analitica Poroshell 120 EC-C18 contendo particulas de nucleo
fundido (100 x 4,6 mm, 2,7 um) Agilent Technologies (Santa Clara, EUA).

o Pré-coluna C18 (4,0 mm x 3,0 mm) Phenomenex (Torrance, Estados
Unidos da América).

o Coluna RAM-ADS Lichrocart 25-4 Lichrospher C18 ADS (25 x 4,0 mm, 25
pm) Merck (Darmstadt, Alemanha).

o Cromatografo a liquido de alta eficiéncia composto de controladora SCL-
10A VP, duas bombas LC-10AD VP, forno CTO-10A VP, injetor automatico SIL-
10AD VP, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M10A VP Shimadzu (Kyoto,

Japao) e valvula de 6 vias e 2 posic¢des VICI (Brockville, Canada) Cheminert.

o Espectrofotdmetro de absorcédo no ultravioleta-visivel Shimadzu (Kyoto,
Japao) UV-1800.
o Filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 um Sartorius

(Gotinga, Alemanha).

o Micropipeta 20-200 pL Finnipipette F3, Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Estados Unidos da América).

o Micropipeta 1000 pL Pipetman, Gilson (Middleton, EUA).

o Freezer Revco (Garden Grove, EUA) com temperatura de -70°C.

o Potenciémetro Metrohm (Séo Paulo, Brasil) 827 pH Lab.
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o Refrigerador GELOPAR (Araucaria, Brasil) com temperatura de 2°C.
o Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Millipore (Darmstadt, Alemanha)
Direct-Q3.

4.1.4 Amostras biolégicas

As amostras de plasma humano foram obtidas por meio de coleta de sangue de
voluntarios sadios realizada no Laboratério de Hematologia Clinica da Faculdade
de Farméacia da UFMG mediante aprovacdo do Comité de ética da UFMG,
protocolo CAAE nimero 01892012.0.0000.5149.

As coletas foram realizadas no periodo da manh&, com voluntarios em jejum ou
gue realizaram um leve desjejum, caracterizado por alimentac&o pouco calérica

e sem alimentos contendo café ou chocolate.

Todas as coletas foram realizadas utilizando tubos contendo heparina. Em
seguida, as amostras de sangue foram centrifugadas a 480 x g por 10 minutos a
4°C e o sobrenadante obtido (plasma) foi separado e armazenado a temperatura

de -70°C até o seu uso.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo de solucdes

Solucdes estoques de GB, GM e GZ na concentragdo de 0,5 mg mL* foram
individualmente preparadas pela dissolucdo de 12,5 mg do farmaco em bal&o
volumeétrico de 25 mL empregando acetonitrila e agua 4:1 (v/v) como diluente.
Em seguida, 1 mL de cada solucédo estoque foi diluida em acetonitrila e 4gua
50:50 (v/v) para obter uma solucéo de trabalho na concentracéo de 100 pg mL-
1, Apdés descongelamento, o plasma foi centrifugado a 10410 x g durante 5
minutos, fortificado utilizando as solucdes estoque de 100 pug mL*, obtendo uma
concentracdo final de 5 pg mL! e, em seguida, agitado em vortex durante 30
segundos a 2200 rotacbes por minuto (rpm). As solucBes estoque das
sulfonilureias poderiam permanecer armazenadas a 4 °C por até 1 més (VIANA
et al., 2014).
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4.2.2 Avaliacédo da eficiéncia de exclusdo das proteinas do plasma humano
pela coluna RAM-ADS

Inicialmente, realizou-se injecéo de volumes de plasma humano branco (20, 50,
100, 200 e 500 pL) em um sistema cromatografico sem as colunas RAM e
analitica, utilizando agua como fase mével a 1 mL min! (Figura 18a). Dessa
forma, todo plasma injetado foi direcionado diretamente ao detector que operava
a 280 nm, comprimento de onda relativo ao maximo de absorcédo das proteinas
plasméaticas (NOBLE e BAILEY, 2009). Assim, foi possivel obter-se os
cromatogramas e as areas sob o0s picos relativos as proteinas plasmaticas
contidas nos padrbées de plasma humano, correspondendo a 100% de

concentragao.

Em seguida, a coluna RAM-ADS foi adicionada ao sistema cromatografico, ainda
sem uma coluna analitica. Os mesmos volumes de plasma humano branco foram
injetados nas mesmas condi¢cdes (Figura 18b). Dessa forma, foram obtidas as
areas referentes as proteinas plasmaticas excluidas pela coluna RAM-ADS. Pela
comparacao das areas dos picos do padrdo de plasma branco (100%) com as
areas referentes as macromoléculas excluidas pela coluna, foi possivel
estabelecer as porcentagens de exclusdo da coluna RAM para os volumes de

injecdo testados.

Figura 18 — Esquema da montagem do sistema cromatogréfico para avaliago da exclusio

das proteinas plasméaticas pela coluna RAM-ADS

A I Bomba I I Injetor I Detector UV Cromatograma A
B I Bomba I—I Injetor RAM-ADS Detector UV Cromatograma B

4.2.3 Otimizacdo dos parametros instrumentais e das condicdes

cromatograficas

Para permitir que o preparo da amostra ocorresse diretamente no sistema

cromatografico (modo online) foi utilizado um sistema multidimensional, com
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uma coluna RAM-ADS (C18; 25 x 4,0mm; 25um) acoplada a uma coluna com
particulas de nucleo fundido (C18; 100 x 4,6mm, 2,7um) por meio de uma valvula
de 6 vias e duas posicoes. De maneira a preservar a integridade da coluna
analitica, foi acoplada a esta uma pré-coluna (C18; 4,0 x 3,0mm). As variaveis
durante a otimizagéo foram consideradas tanto para a primeira dimenséo (fase

de excluséo) quanto para a segunda dimenséo (fase analitica).

Utilizou-se como ponto de partida o método desenvolvido em nosso laboratério
por Viana e colaboradores em 2014 (VIANA et al., 2014) para determinacéo
simultdnea de farmacos antidiabéticos orais, tendo como fase mével acetonitrila
e solucao de fosfato de potassio 10 mM pH 3,0 (60:40 v/v), com vazéao de 1,2
mL min-t. O volume de injecéo utilizado no método foi de 20 pL e o comprimento

de onda de deteccéao foi de 230 nm.

4.2.3.1 Determinacao do tempo necessario para exclusdo proteica

Inicialmente, foi determinado o tempo necessario para a exclusao das proteinas
das amostras bioldgicas, ou seja, 0 tempo em que a valvula iria permanecer na
posicédo 1 (evento 1 no software do equipamento). Para isso, foram analisados
0s cromatogramas obtidos durante a avaliacdo da eficiéncia de exclusao das
proteinas do plasma humano pela coluna RAM-ADS e o tempo necessario para

que essa excluséo ocorresse.

4.2.3.2 Determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo méaxima no UV

Em seguida, realizaram-se varreduras na regido espectral de 190 a 800 nm das
amostras das sulfonilureias GB, GM e GZ, para determinacdo do comprimento
de onda de absorcdo maxima no UV a ser utilizado no detector. As solu¢des de
analise foram preparadas pela dissolucdo de 50 mg do insumo farmacéutico
ativo em 50 mL de metanol, seguido de ultra-som por 20 minutos. Uma aliquota
de 10 mL da solucéo inicial foi diluida em 100 mL de metanol, resultando em

uma solucéo final com concentragdo de 0,1 mg mL™2.
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4.2.3.3 Determinac&o do tempo necessério para elui¢cdo dos analitos

A eluicdo dos analitos retidos na coluna RAM-ADS ocorre ap0s a viragem da
valvula, passando da posicao 1 para a posi¢ao 2. O tempo em que a fase mével
analitica passa pela coluna RAM-ADS influencia na qualidade final da andlise;
em vista disso, testes foram realizados de maneira a determinar o tempo 6timo
para essa extracdo. Primeiramente, testou-se a influéncia do retorno da valvula
da posicdo 2 para a posicdo 1 (posicdo inicial), em comparagdo com a
permanéncia desta sempre na posi¢ao 2 (sem viragem da valvula). Em seguida,
foram testados os seguintes tempos para retorno da valvula para posi¢ao inicial:
30, 60, 90 e 120 segundos.

4.2.3.4 Determinacgéo das fases moveis de excluséo e analitica

Em relagéo a fase movel de excluséo, foram analisados diferentes valores de pH
para a fase movel: 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0, obtidos através da adi¢do de hidroxido de
sodio e acido orto-fosforico em agua, de maneira a otimizar a eliminacdo dos
interferentes da amostra biologica. Ja para escolha da fase mével analitica que
melhor se adequaria a amostra e ao sistema utilizado, foram testadas misturas
de acetonitrila:acido acético 1% e acetonitrila:tampao fosfato de potassio 10 mM

pH 3,0, em diferentes proporc¢des e vazoes, em eluicdo isocratica e gradiente.

4.2.3.5 Determinacao do volume de injecao

Foram realizados testes referentes ao volume de injecdo da amostra a ser
injetada no sistema cromatografico visando aumentar a detectabilidade do
método. Os volumes avaliados foram os mesmos utilizados no teste para
eficiéncia da coluna RAM-ADS para exclusao proteica: 20, 50, 100, 200 e 500
pL. A avaliacédo foi realizada pela comparacéo das areas e das alturas dos picos

cromatograficos de cada analito.
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4.2.4 Precipitacao proteica

Com o intuito de avaliar a influéncia da técnica de preparo de amostras utilizada
no resultado final da analise, as técnicas precipitacdo proteica e extracdo em
fase solida por coluna RAM foram comparadas. Além disso, também foi avaliado
o resultado do emprego da precipitacdo de proteinas seguida de andlise no

sistema bidimensional.

Para o uso da precipitacdo proteica como técnica de preparo de amostras, 0
sistema cromatografico foi montado em modo unidimensional, utilizando apenas
a coluna analitica. Adicionou-se acetonitrila ao plasma branco e ao plasma
fortificado na proporcéo 1:1 (v/v) em ambas as amostras (POLSON et al., 2002),
seguido de agitagdo em vortex durante 1 minuto e centrifugacdo a 10410 x g
durante 5 minutos. O sobrenadante foi entdo recolhido e filtrado, em filtro de
membrana de celulose regenerada de 0,45 pym, para ser injetado no diretamente

no sistema.

Além de avaliar e comparar o0 emprego da precipitacdo de proteinas e do sistema
column-switching com coluna RAM utilizados individualmente, estas duas
técnicas foram empregadas sequencialmente. Para isso, amostras de plasma
passaram inicialmente pela etapa de precipitacdo proteica e, em seguida, foram
injetadas no sistema cromatografico em modo bidimensional, ou seja, contendo

a coluna RAM.

4.2 5 Backflush x foreflush

ApoOs o desenvolvimento do método, este foi avaliado nos dois modos de
configuracéo disponiveis para o sistema bidimensional: backflush e foreflush.
Para a comparacdo de qual modo seria mais adequado para a analise
simultanea das trés sulfonilureias, foram utilizadas as mesmas condi¢des
cromatograficas previamente otimizadas, diferindo somente na configuracdo do

sistema com consequentes mudancas nas posi¢oes das tubulacdes e da valvula.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Eficiénciade exclusado das proteinas plasméticas pela coluna RAM-ADS

Apés a injecao de diferentes volumes (20, 50, 100, 200 e 500 pL) de amostras
de plasma branco, no sistema cromatografico sem as colunas RAM-ADS e
analitica, foram obtidos o0s cromatogramas com as areas dos picos
correspondentes a 100% de concentracao de proteinas plasmaticas para cada
volume analisado. Em seguida, foram injetadas amostras de plasma branco nas
mesmas condi¢des, porém em um sistema cromatografico unidimensional com
a presenca da coluna RAM-ADS. A partir dessas andlises, foram obtidos
cromatogramas com areas dos picos correspondentes as proteinas plasmaticas

gue foram excluidas durante a passagem pela coluna RAM-ADS.

Empregando a equacgao abaixo, foram obtidos os valores de porcentagem de
exclusado de proteinas plasmaticas pela coluna RAM-ADS para cada volume
injetado, a partir da comparacao das areas sob os picos dos cromatogramas
(Tabela 5).

Area sob o picocom cotuna ram X 100

exclusao% = - -
Area sob o PLCOsem coluna RAM

Como pode ser observado na Tabela 5, a média das porcentagens de exclusao
de proteinas plasmaticas pela coluna RAM-ADS, para o0s cinco volumes
avaliados, foi de 104,5 + 2,25%. Esses valores foram considerados satisfatorios,
indicando a exclusdo total das proteinas plasmaticas pela coluna RAM-ADS,
possibilitando seu uso como coluna de exclusdo proteica para o preparo de
amostras em métodos bioanaliticos empregando CLAE com injecéo direta de

matrizes bioldgicas.
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Tabela 5 — Porcentagem de exclus&o de proteinas plasmaticas pela coluna RAM-ADS.

Volume de Area sob o pico .
inje¢éo (uL) Sem coluna RAM  Com coluna RAM Exclusdo (%)
20 20509651 20674455 100,8
50 32340063 34123606 105,5
100 45236230 48327986 106,8
200 49928515 52410799 104,9
500 50935121 53198585 104,4
Média 104,5%
Desvio padrao 2,25

Na Figura 19 estao apresentados os cromatogramas das proteinas plasmaticas
eluidas através do sistema sem coluna (padrao) e das amostras excluidas pela
coluna RAM-ADS no modo unidimensional. Os resultados foram obtidos
empregando detector em 280 nm e agua ultrapura como fase moével de excluséo,
na vazao de 1,0 mL min't. O cromatograma apresentado (Figura 19) refere-se
ao ensaio realizado com volume de injecdo de 200 uL de plasma humano, e é

representativo daqueles obtidos com os outros volumes de injecao testados.

Figura 19 — Cromatogramas obtidos apds eluigio do plasma branco em sistema sem coluna

e apos exclusdo em coluna RAM-ADS. Volume de amostra injetado: 200 uL. Fase mével: agua

ultrapura, vazdo: 1,0 mL mint. Comprimento de onda de detecgdo: 280 nm.
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5.2 Otimizacdo dos parametros instrumentais e das condic¢oes

cromatograficas

Para otimizacéo dos parametros e condi¢des a serem utilizadas no método foram
consideradas variaveis para as duas dimensdes do sistema cromatografico. Para
a primeira dimensao foram avaliados os tempos necessarios para exclusao
proteica e para eluicdo dos analitos, além da determinacéo da condi¢do da fase
movel de exclusdo. Para a segunda dimensdo foram avaliadas as seguintes
variaveis: escolha do padréo interno, comprimento de onda de absor¢cdo maxima

no UV, composigdo da fase movel analitica e volume de injecéo.

5.2.1 Comprimento de onda de absorgcdo maxima no UV

Na Figura 20 estéo representados os espectros de absor¢cao na regido espectral
de 220 a 420 nm, referentes a varredura de 190 a 800 nm para GB, GM e GZ. E
possivel observar a presenca de um maximo de absorgcéo em 230 nm para todas
as sulfonilureias analisadas. Assim, este comprimento de onda foi selecionado

para o monitoramento desses trés farmacos.

Figura 20 — Espectros de absorgéo de solugdes de GB, GM, GZ e acido flufenamico a

0,1 mgmL™* em metanol.
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5.2.2 Escolha do padréo interno

O padrao interno (PI) foi escolhido a partir da lista de padrdes utilizados nos
artigos encontrados durante a revisdo da literatura, em fungéo dos disponiveis
em nosso laboratorio. O objetivo foi selecionar um farmaco que apresentasse um
tempo de retencdo semelhante aos demais analitos, porém que ndo gerasse
sobreposicao de picos, além de apresentar maximo de absor¢cdo em 230 nm.
Considerando estes requisitos, foi selecionado o acido flufenamico, que possui
logP de 5,25 e pKa de 3,88, além de apresentar um maximo de absorcao em
230 nm (Figura 20).

5.2.3 Tempo necessario para excluséo proteica

A partir dos cromatogramas obtidos durante a avaliagdo da eficiéncia de
exclusao das proteinas plasmaticas pela coluna RAM-ADS, foi obtido o tempo
necessario de passagem de fase movel de exclusédo (agua ultrapura) atraves da
coluna, de maneira a realizar 100% de exclusao proteica. Na Figura 21 estédo
sobrepostos os cromatogramas das proteinas excluidas, obtidos a partir da
injecédo dos volumes 20, 50, 100, 200 e 500 pL de plasma humano, em sistema
unidimensional. Em maior aumento é possivel observar que 0os cromatogramas

referentes aos volumes de 200 e 500 pL estédo praticamente sobrepostos.

A partir dos resultados obtidos, € possivel observar que apés a passagem de
fase movel de excluséo pela coluna RAM-ADS, por 3 minutos, ha exclusdo de
100% das proteinas plasmaticas em todos os volumes avaliados. Desse modo,
determinou-se que o tempo de viragem da valvula da posi¢cédo 1 para a posi¢ao

2 seria de 3 minutos.
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos a partir da exclus&o das proteinas plasmaticas pela

coluna RAM-ADS. Volumes de injecéo da amostra: 20, 50, 100, 200 e 500 uL. Fase maével:
Agua ultrapura, vazado: 1,0 mL mint. Comprimento de onda de detecgdo: 280 nm.
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5.2.4 Tempo necessario para eluicdo dos analitos da coluna RAM-ADS

Para a avaliacado da influéncia do retorno da valvula para sua posicao inicial na
intensidade do sinal analitico, realizou-se analise em que nao houve retorno da
posicéo 2 para a posicdo 1 ao final da exclusao proteica. Nesse modo, a fase
moével analitica percorre o caminho referente a coluna RAM-ADS e a coluna

analitica durante todo o processo.

Na Figura 22 estdo apresentados os cromatogramas referentes as analises da
amostra de plasma fortificado com GB, GM, GZ e Pl e da amostra de plasma
branco, sem o retorno da valvula para a posicéo inicial. E possivel observar que
a amostra de plasma branco apresenta um sinal referente a linha de base de
grande intensidade, dificultando a integracdo do pico de cada analito e

consequentemente impossibilitando sua analise.
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Figura 22 — Cromatogramas obtidos a partir da analise de plasma branco e fortificado, sem

viragem de valvula. Volume de amostra injetado: 200 uL. Fase movel de exclusao: agua

ultrapura, vazao: 1,0 mL mint. Fase mével analitica: acetonitrila e tampéo fosfato 10 mM pH

3,0 (54:46 viv), vazdo: 0,8 mL min. Comprimento de onda de deteccéo: 230 nm.
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A partir da constatacdo da necessidade do retorno da valvula para a posicéo
inicial (evento 1) apos o término do periodo de eluicdo dos farmacos da coluna
RAM-ADS para a coluna analitica, foram avaliados diferentes intervalos de
tempo (30, 60, 90 e 120 segundos), de maneira a otimizar a eluicdo dos analitos
retidos na coluna RAM-ADS.

No grafico abaixo (Figura 23) estdo representadas as areas dos picos dos
analitos e do Pl obtidos nos cromatogramas de cada tempo de elui¢édo avaliado.
N&o foi possivel determinar a area dos picos da GZ nos cromatogramas
referentes aos tempos 90 e 120 segundos, visto que had uma sobreposicdo do
seu pico com um interferente do plasma. Este interferente apresenta-se com

maiores valores de area nesses dois tempos de elui¢ao.
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Figura 23 — Areas sob os picos de GB, GM, GZ e Pl em fungdo do tempo de viragem de

valvula da posi¢éo A para a posicéo B.
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Para os demais tempos de eluicdo avaliados, observa-se que, para todos os
analitos e para o Pl, hd um aumento dos valores de area obtidos quando o tempo
de viragem de valvula foi de 60 segundos, em relacdo ao de 30 segundos. Em
vista desses resultados, foi definido que o tempo 6timo para eluicdo dos analitos
da coluna RAM-ADS para a coluna analitica, ou seja, o tempo de viragem da

valvula da posicéo 2 para a posicao 1, seria de 60 segundos.

5.2.5 Fase moével de exclusao

A fase movel de exclusao utilizada no método foi a 4gua ultrapura, que apresenta
baixa afinidade tanto pelos analitos quanto pelo PI, garantindo uma maior
interacdo dos analitos pela fase estacionaria da coluna RAM-ADS, otimizando o
processo de extracdo da matriz biologica. Além disso, a agua tem a capacidade
de ionizar as proteinas presentes na amostra, favorecendo sua excluséo proteica
por repulsao eletrostéatica pela coluna RAM-ADS. Visando melhorar a eliminagéo
dessas proteinas, foram analisados quatro valores de pH para a agua: 4,0; 5,0;
6,0 e 7,0. Os resultados obtidos estdo representados nas figuras seguintes, com

excecdo do pH 7,0 em que néo foi possivel identificar nenhum dos picos do
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cromatograma pela baixa resolucao entre eles com, consequente, sobreposicéo
dos picos dos analitos.

Como pode ser observado na Figura 24, os resultados obtidos para os trés pHs
foram semelhantes, com excecao da area sob o pico referente ao Pl em pH 4,0
gue apresentou um valor cerca de 1,5 vezes maior que o0s sinais de Pl nos
demais valores de pH. Porém, no cromatograma obtido pela injecdo de amostra
de plasma branco apés a analise de amostra de plasma fortificado em pH 4,0 é
possivel observar um efeito residual relacionado ao Pl que nao ocorre em pH 5,0
e 6,0 (Figura 25).

Dessa forma, optou-se por empregar uma fase mével de exclusdo composta por
agua ultrapura em pH entre 50 e 6,0 como condi¢do, visto que, 0s
cromatogramas obtidos foram satisfatérios em relacao a todos as sulfonilureias
analisado e ao PI, sem afetar a exclusao proteica pela coluna RAM-ADS.

Figura 24 — Areas sob os picos de GB, GM, GZ e Pl em fung&o do pH da fase movel de

exclusao.
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Figura 25 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma branco apés andlise de

plasma fortificado, em diferentes valores de pH da fase mdvel de exclusdo, para andlise de
efeito residual. Volume de amostra injetado: 200 pL. Fase movel de exclusdo: agua, pH: 4,0;
5,0; 6,0; vazéo: 1,0 mL mint. Fase mével analitica: acetonitrila e tampé&o fosfato 10 mM pH 3,0

(54:46 viv), vazdo: 0,8 mL mint. Comprimento de onda de deteccdo: 230 nm.
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5.2.6 Fase moével analitica

O valor do pH da fase movel influencia o grau de ionizacéo e a polaridade dos
analitos e, consequentemente, na retencao destes pela fase estacionaria. No
caso de compostos acidos, o valor do pH da fase movel deve estar 1,5 unidades
abaixo do pKa dos analitos, garantindo que eles estejam quase completamente
na sua forma nao-ionizada, diminuindo o grau de polaridade e aumentando sua
retencdo. As sulfonilureias avaliadas neste estudo possuem valores de pKa
semelhantes, com variacdo entre 4,3 e 6,0, desse modo, a fase movel analitica

utilizada deveria possuir um valor de pH préximo de 3,0, (TAYLOR, 2014).

Foram testadas diferentes condicdes de fase mével para a segunda dimensao
da analise, visando uma melhor separacdo e deteccdo dos analitos e do PI.
Inicialmente realizou-se a inje¢do de 200 pL de plasma fortificado com GB, GM,
GZ e PI, seguido da inje¢cdo do mesmo volume de plasma branco, utilizando
como fase movel analitica acetonitrila e &cido acético 1% (54:46 v/v) com vazéo

de 0,8 mL mint, obtendo uma fase mével com pH préximo a 3,0. Como pode ser
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observado na Figura 26, mesmo havendo boa separagéo e deteccéo tanto dos
analitos quando do PI, h4 uma instabilidade da linha de base ja durante o
condicionamento da coluna analitica com sua fase moével. Esta instabilidade
aumentou durante a separacdo dos analitos pela coluna, afetando a

determinacao das sulfonilureias.

De maneira a manter uma fase mével com valor de pH menor que o pKa dos
farmacos e, ao mesmo tempo, evitar a instabilidade da linha de base, o acido
acético 1% foi substituido pelo tampado fosfato 10 mM em pH 3,0. O
cromatograma obtido (Figura 26) apresentou uma linha de base estavel, além
de uma boa resolucéo entre os picos das sulfonilureias analisadas e do PI. Desse
modo, definiu-se que a fase mével analitica seria composta por acetonitrila e

tampéao fosfato 10 mM pH 3,0.

Em seguida, foram analisadas injecdes de 200 pL de plasma fortificado com as
sulfonilureias em estudo, seguidas de inje¢cées do mesmo volume de plasma
branco, utilizando duas condi¢des diferentes de fase movel analitica com eluicéo

em gradiente (Tabelas 6 e 7) e vazdo de 0,8 mL min™.

Tabela 6 — Condicées do gradiente A para a fase mével analitica.

Tempo (min) Acetonitrila (%) Tampao* (%) Eluicdo
0-3,0 50 50 Isocratica
3,0-15,0 50 — 53 50 — 47 Gradiente linear
15,0 53 47 Isocratica

Tabela 7 - Condigées do gradiente B para a fase mével analitica.

Tempo (min) Acetonitrila (%) Tampao* (%) Eluicdo
0-3,0 52 48 Isocratica
3,0-15,0 52 — 54 48 — 46 Gradiente linear

15,0 54 46 Isocratica
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Figura 26 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado seguido de
injecdo de plasma branco. Volume de amostra injetado: 200 pL. Fase mével de exclusédo: agua
ultrapura, pH: 6,0; vazdo: 1,0 mL mint. Fase mével analitica com vaz&o: 0,8 mL min™.

Comprimento de onda: 230 nm.
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Como podem ser observados nas Figuras 27 e 28, os cromatogramas obtidos
pela andlise do plasma fortificado, utilizando tanto o gradiente A quanto o
gradiente B, apresentaram boa separacédo entre os picos dos analitos e do PI.
Porém, em ambos os gradientes analisados, foi possivel observar efeitos
residuais nas leituras de plasma branco subsequentes, principalmente nos
tempos de retencao referentes aos picos da GZ e do PI, que poderiam levar a
interferéncias nas suas deteccdes e, consequentemente, nas quantificacdes.
Esses efeitos residuais foram mais pronunciados no cromatograma referente ao
gradiente A, o que pode ser explicado pela proporcao inicial de solvente
organico. E possivel que a quantidade de acetonitrila ndo estivesse alta o
suficiente durante o tempo de eluicdo dos analitos, fazendo com que eles
permanecessem retidos na coluna RAM em certa quantidade, sendo eluidos

somente na analise seguinte.
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Figura 27 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado seguido de

injecdo de plasma branco. Volume de amostra injetado: 200 pL. Fase mével de exclusédo: agua

ultrapura, pH: 6,0; vazdo: 1,0 mL min't. Fase mével analitica: gradiente A, vazdo: 0,8 mL min™.
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Figura 28 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado seguido de

injecdo de plasma branco. Volume de amostra injetado: 200 uL. Fase mével de exclusdo: agua

ultrapura, pH: 6,0; vazdo: 1,0 mL mint. Fase mével analitica: gradiente B, vazdo: 0,8 mL min™.
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Em vista dos resultados obtidos, determinou-se que a fase mével analitica seria
composta por acetonitrila e tampéao fosfato 10 mM pH 3,0 com eluicdo no modo
isocratico. Em seguida, foram testadas propor¢cdes de solvente organico,
variando de 45 a 55%, de maneira a atingir uma condi¢cdo que garantisse uma
melhor resolucdo entre os picos, além de evitar sua sobreposi¢cdo com algum
pico interferente relacionado a matriz ou ao solvente. Ao final das andlises, a
condicao que apresentou melhor resultado foi acetonitrila e tampéo fosfato 10
mM pH 3,0 (54:46 v/v), com vazéo 0,8 mL min-t.

5.2.7 Volume de injecéo

A partir dos cromatogramas obtidos para cada volume de injecdo analisado (20,
50, 100, 200, 500 uL), foram obtidas as areas e alturas referentes aos picos de
cada analito e ao PI. E possivel observar que, para os volumes injetados de 20,
50 e 100 pL, houve um grande aumento de sinal para todos os picos em ordem
crescente de volume de injecdo. Ao se comparar os dados obtidos com os
volumes de injecdo de 20 e 50 pL, ha uma média de aumento em torno de 130
e 150% nos valores de area e altura, respectivamente, de acordo com o aumento
do volume de amostra injetado. Ja os valores de area e altura, referentes aos
picos dos cromatogramas obtidos pela injecdo de 100 pL de plasma, tiveram um
aumento de 200% em relacdo aos obtidos durante a analise de 50 pL de amostra
(Figura 29).

A partir da observacao desses dados era esperado que, conforme o volume de
amostra injetado aumentasse, também iriam ocorrer aumentos nos valores de
area e altura dos picos dos cromatogramas. Porém, ao se comparar os dados
da injecdo de 200 pL com os dados referentes a inje¢cao de 100 uL, observou-se
gue ndo houve um aumento significativo dos sinais, sendo este de apenas 8 e
4% para os valores de area e altura, respectivamente. Ja em relacdo aos dados
obtidos pela injecdo de 500 pL de amostra, ocorreu em média uma diminuicéo
de 5%, tanto para os valores de area quanto de altura, quando estes eram

comparados aos obtidos pela injecdo de 200 uL de amostra (Tabela 8).
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Figura 29 — Aumento das porcentagens de area e altura dos picos de GB, GM, GZ e Pl em

funcdo do volume de plasma injetado.
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Tabela 8 — variacéo das porcentagens de aumento das areas e alturas dos picos em

fung&o do volume de plasma injetado (pL).

200 — 500
20 — 50 (%) 50 — 100 (%) 100 — 200 (%) (%)
GZ 133,1 95,9 18,1 -3,8
GB 89,4 226,0 7,3 5,5
Area  GM 200,1 313,1 4,4 -8,4
PI 88,0 173,3 2,8 -2,6
média  127,6 202,1 8,2 5,1
GZ 133,5 96,2 7,1 -2,9
GB 116,6 232,2 3,6 -4,9
Altura  GM 228,2 315,5 2,9 -8,3
PI 137,6 197,3 2,8 2,2
média  154,0 210,3 4,1 -4.6

Supbe-se que essa estagnacao dos valores esteja relacionada a uma possivel

saturacao da coluna RAM e, consequentemente, da sua capacidade de adsorver

os analitos. Com isso, 0s analitos em excesso estariam sendo excluidos

juntamente com as proteinas plasmaticas, justificando o pequeno aumento nos

sinais quando volumes maiores de amostra eram injetados. Em funcdo da

diminuicdo do sinal quando se injetou 500 pL de amostra, definiu-se que o

volume de injecdo da amostra no método seria de 200 uL, ja que houve um

pequeno aumento nos sinais em relacdo a injecdo de 100 pL de plasma, como

pode ser visto na Figura 30.
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Figura 30 — Aumento da altura dos picos de GB, GM, GZ e Pl em fung&o do volume de

plasma injetado (uL).
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5.3 Precipitacéo proteica

De maneira a avaliar a influéncia do preparo da amostra na qualidade do sinal
obtido no cromatograma, foram comparadas duas técnicas isoladas, PP e SPE
com coluna RAM-ADS, além da combinacédo dessas duas técnicas (RAM+PP).
No caso do método que empregou apenas PP, a andlise da amostra de plasma
foi realizada com o sistema cromatografico em modo unidimensional, utilizando

apenas a coluna analitica.

As respostas (area e altura dos picos) obtidas com as amostras, cuja exclusao
de proteinas plasmaticas foi realizada com a coluna RAM-ADS, foram
semelhantes aquelas obtidas pelas amostras que foram submetidas a
combinacéo das duas técnicas (Figuras 31 e 32). A adicdo de uma etapa extra
ao preparo de amostra seria mais uma fonte de erro durante a manipulacédo da
matriz biologica, além de levar a um aumento no tempo total de andlise,

principalmente pelo fato da PP se tratar de uma técnica convencional de preparo
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de amostras. Desse modo, entendeu-se que nao haveria necessidade de

adicionar a técnica de PP antes da injecdo da amostra no sistema bidimensional.

Figura 31 — Variag&o dos valores de area dos picos de GB, GM, GZ e Pl em fungéo da

técnica de preparo de amostras utilizada e do volume de plasma injetado (pL).
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Figura 32 — variagéo dos valores de alturas dos picos de GB, GM, GZ e Pl em fung&o da
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Quando somente a técnica de PP foi utilizada para o preparo da amostra,

observou-se um aumento dos valores de altura para todos os picos dos

cromatogramas (Figura 33), conforme o volume de plasma injetado aumentava.

Este aumento foi muito mais pronunciado quando o volume de 100 pL foi

injetado, sendo, que os valores de altura dos picos das sulfonilureias e do PI

foram em média 14 vezes maiores do que os obtidos quando somente a coluna

RAM-ADS foi utilizada no preparo de amostra (Tabela 9).
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Figura 33 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado utilizando PP
como técnica de preparo de amostra. Volume de amostra injetado: 20, 50 e 100 uL. Fase
movel de exclusdo: agua ultrapura, pH: 6,0; vazdo: 1,0 mL min't. Fase mével analitica:
acetonitrila e tamp&o fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46), vazéo: 0,8 mL min't. Comprimento de

onda: 230 nm.
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Tabela 9 — Altura dos picos das sulfonilureias e do Pl em funcéo da técnica de preparo de
amostras utilizada e do volume de plasma injetado.

RAM PP
20 L 50l 100 pL 20 pL 50yl 100 pL
GZ 1,926 4,497 8,822 10,951 24,283 157,141
GB 0,961 2,082 6,917 13,598 32,584 68,724
GM 0,287 0,942 3,914 12,083 29,77 63,488
PI 1,396 3,317 9,861 38,685 93,384  119.8

Analito

No entanto, para as analises que passaram unicamente pela PP como etapa de
preparo de amostra, ndo foi possivel realizar a identificacdo dos picos dos
analitos quando eram injetados volumes maiores que 100 pL de plasma devido

a falta de resolucao entre eles e pela instabilidade da linha de base (Figura 34).
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Figura 34 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado utilizando PP
como técnica de preparo de amostra. Volume de amostra injetado: 200 e 500 pL. Fase movel
de exclusdo: dgua ultrapura, pH: 6,0; vaz&do: 1,0 mL min. Fase mével analitica: acetonitrila e

tampéo fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46), vazéo: 0,8 mL min’t. Comprimento de onda: 230 nm.
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Em vista do aumento do tempo total de andlise e das chances de erro gerados
pela inclusdo de uma etapa ndo automatizada no preparo de amostras,
juntamente com o fato da limitacdo de volume de plasma a ser injetado, optou-
se por nao utilizar a PP como técnica para exclusao das proteinas plasmaticas.
Desse modo, foi mantida a extracdo em fase sélida pela coluna RAM como

técnica de preparo de amostras.

5.4 Backflush x foreflush

ApdOs a otimizacdo das condi¢cbes cromatograficas a serem utilizadas, foi
avaliado qual modo de configuracdo do sistema bidimensional, backflush ou
foreflush, seria mais adequado para a determinacédo simultanea da GB, GM e
GZ, a partir do método desenvolvido. Para isso, foram realizadas injecées de
plasma humano fortificado com as trés sulfonilureias no sistema cromatografico
com eluicdo no modo backflush e, em seguida, no modo foreflush, com as

devidas altera¢des nas tubula¢des e posicionamento da valvula.
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Na Figura 35 esta representada a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos
para cada um dos modos de eluicdo analisados. Observa-se que para 0 modo
de eluicdo foreflush ndo ha uma resolucdo efetiva entre os picos das
sulfonilureias e do PI, ndo sendo possivel identifica-los e nem quantifica-los. Esta
sobreposicao dos picos pode ser justificada pela dire¢do do vazéo da fase mével
analitica durante o processo de eluicdo dos analitos no modo foreflush.

Figura 35 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado utilizando dois
modos de eluicdo do sistema bidimensional: backflush e foreflush. Volume de amostra injetado:
200 pL. Fase movel de exclusdo: agua ultrapura, pH: 6,0; vazao: 1,0 mL min. Fase mével
analitica: acetonitrila e tampé&o fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46), vaz&do: 0,8 mL min™.

Comprimento de onda: 230 nm.
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ibenclamida

Apds a amostra bioldgica passar pela coluna de extracdo, os analitos ficardo
retidos na cabeca da coluna RAM, devido a for¢a reduzida da fase movel (agua).
Com a viragem da valvula, a fase mdvel analitica percorre o sistema de maneira
a eluir os analitos da coluna RAM em dire¢cdo a coluna analitica. No modo
foreflush, a direcdo do fluxo da fase movel analitica € a mesma da fase mével
extratora; com isso os analitos irdo percorrer todo o comprimento da coluna RAM
antes de passarem para a coluna analitica. Este caminho a ser percorrido pode
levar a uma adsorc¢ao dos analitos ao longo da coluna RAM durante todo o tempo
de passagem da fase movel, o que pode causar um alargamento dos seus picos

no cromatograma, além de eluir possiveis interferentes que poderiam estar
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adsorvidos ao longo da coluna RAM. Devido a configuracdo do sistema, nao é
possivel retornar a valvula para a posic¢éao inicial apés o periodo de eluicdo dos
analitos; com isso a fase movel analitica ir& percorrer todo o sistema durante a
etapa de separacao, causando um aumento no volume extra-coluna contribuindo

para o alargamento dos picos e da sua sobreposicéo.

Ja no modo backflush, a direcao da fase mével analitica é oposta aquela da fase
movel extratora. Desse modo, o0s analitos adsorvidos na cabeca da coluna RAM
serdo eluidos diretamente na coluna analitica, sem o risco de serem adsorvidos
ao longo da coluna RAM, evitando o alargamento dos picos. O fluxo da fase
movel em direcdo oposta também ira garantir uma maior integridade da coluna
analitica e menor influéncia de interferentes na andlise ja que, caso algum
interferente esteja adsorvido na fase estacionaria da coluna RAM, ele possuira
menor afinidade pela fase moével analitica ficando retido no comprimento da

coluna durante o periodo de eluicdo dos analitos (SADILEK et al., 2007).

A configuracdo do sistema cromatografico no modo backflush permite o retorno
da valvula para sua posicao inicial ao fim do periodo de eluicdo dos analitos,
diminuindo o volume extra-coluna do sistema e aumentando a qualidade dos
picos obtidos durante a andlise. Em vista dos resultados obtidos e do menor
tempo gasto para a analise das sulfonilureias em estudo (apenas 12 minutos),
selecionou-se a configuracao do sistema cromatografico bidimensional em modo

de eluicdo backflush para o método desenvolvido.

5.5 Condi¢bes cromatograficas desenvolvidas

Ao final da otimizacdo e dos testes realizados relacionados ao preparo da
amostra e a configuracdo do modo de eluicdo do sistema cromatografico
bidimensional, foi desenvolvido um método para a determinacéo simultanea de
trés sulfonilureiras (GB, GM e GZ) em um cromatoégrafo a liquido de alta
eficiéncia Shimadzu 10A VP com detector DAD, com sistema bidimensional em

modo de eluicdo backflush.

Na primeira dimensao (fase de excluséo) utilizou-se uma coluna RAM-ADS

Lichrocart C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 um), fase mdvel composta por agua
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ultrapura pH 6,0, com vazéo de 1,0 mL min't e tempo de viragem de valvula (para
exclusdo das proteinas plasmaticas) de 3 minutos. Na segunda dimenséo (fase
analitica) utilizou-se uma pré-coluna C18 (4,0 mm x 3,0 mm) acoplada a uma
coluna analitica Poroshell 120 C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 uym) e fase movel
composta por acetonitrila e tampéao fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46 v/v) com vazao

de 0,8 mL min-.

O tempo de eluicdo dos analitos da coluna RAM para a coluna analitica,
passagem da primeira dimensao para a segunda, foi de 1 minuto. O PI utilizado
foi o acido flufenamico, as colunas foram mantidas em temperatura de 35 °C, o
volume de injec¢éo foi de 200 pL e os farmacos mais o Pl foram monitorados em
230 nm. O tempo total da andlise, englobando o tempo referente a etapa
cromatografica (8 minutos) e o tempo para o preparo da amostra (3 minutos para
exclusédo proteica e 1 minuto para eluigdo dos analitos) foi de 12 minutos (Figura
36).

Figura 36 — Cromatogramas obtidos a partir da injegéo de plasma fortificado seguido de
plasma branco utilizando o método otimizado em modo backflush. Volume de amostra injetado:
200 pL. Fase movel de exclusio: agua ultrapura, pH: 6,0; vazao: 1,0 mL min. Fase movel
analitica: acetonitrila e tamp&o fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46), vazéo: 0,8 mL min™.
Comprimento de onda: 230 nm.
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Song e colaboradores desenvolveram em 2004 um método para determinacao
de GM em plasma humano utilizando um sistema CLAE multidimensional
composto por uma coluna RAM com fase funcional mista, uma pré-coluna C18
e uma coluna analitica também C18, com particulas de 5 um. O tempo total gasto
para a analise da sulfonilureia foi de 40 minutos, sendo que a etapa de exclusao
proteica foi de 7,1 minutos. Comparando o método apresentado neste trabalho
com o método desenvolvido por Song, vemos que com menos da metade do
tempo gasto naquele estudo foi possivel determinar, simultaneamente, 3
sulfonilureias: GB, GM e GZ. Além disso, a etapa de exclusdo proteica pela
coluna RAM-ADS consumiu um tempo 2,3 vezes menor do que o consumido
pela coluna RAM de fase funcional mista, empregada no estudo de Song e
colaboradores.
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6 CONCLUSAO

O sistema column-switching, que empregou uma véalvula de seis vias e duas
posicdes, utilizado nesse estudo permitiu 0 uso de duas dimensdes no sistema
cromatografico, sendo uma relacionada a etapa de preparo da amostra e outra
relacionada a etapa analitica.

Com o sistema column-switching foi possivel o uso de coluna RAM na etapa de
preparo de amostras. Assim, foi possivel a injecdo direta de matrizes bioldgicas
no sistema cromatografico. Como vantagens desse sistema pode-se citar uma
menor exposi¢do do analista & matriz biologica e aos solventes utilizados, menor
chance de erros devido ao manuseio das amostras e reducdo do tempo total

gasto na analise.

A coluna RAM demonstrou ser eficiente para excluséo de proteinas plasmaticas,
excluindo-as totalmente em um curto periodo de tempo, permitindo seu uso

como técnica de preparo de amostras online.

O sistema bidimensional no modo de eluicao backflush foi mais adequado que o
modo foreflush, j& que houve menor alargamento dos picos dos analitos e menor
volume extra-coluna do sistema. Além disso, possibilitou uma maior rapidez da
analise, aumentando a produtividade e reduzindo o gasto de solventes

organicos.

O método desenvolvido demonstrou ser simples e rapido, além de possibilitar a
determinacdo simultanea de trés sulfonilureias, glibenclamida, glimepirida e

gliclazida, em amostras de plasma humano.



99

7 PROXIMAS ETAPAS

Ao final do desenvolvimento do método para determinacdo simultanea das trés
sulfonilureias, GB, GM e GZ, foi dado inicio ao processo de validacdo, com
subsequente aplicacdo do método validado em amostras reais de voluntarios
que fizeram uso desses medicamentos. Porém, devido a problemas
relacionados ao funcionamento do cromatografo, ndo foi possivel finalizar a
validacdo a tempo da defesa da dissertacdo. Desse modo, a validagdo e
aplicacdo do método terdo continuidade apdés a manutencdo do equipamento,
seguindo o protocolo de validagao abaixo.

7.1 Protocolo de validagdo do método bioanalitico
7.1.1 Amostras biologicas

As amostras de plasma humano serdo obtidas pela coleta de sangue de
voluntéarios sadios realizada no Laboratoério de Hematologia Clinica da Faculdade
de Farméacia da UFMG mediante aprovacdo do Comité de ética da UFMG,
protocolo CAAE namero 45493514.9.0000.5149.

As coletas para preparo das amostras de plasma normal e hemolisado serdo
realizadas no periodo da manha, com voluntarios em jejum ou com leve
desjejum, caracterizado por alimentacdo pouco calérica e sem alimentos
contendo café ou chocolate. Ja as coletas para o preparo das amostras de

plasma lipémico seréo realizadas em periodo pés-prandial.

Todas as coletas serdo realizadas utilizando tubos contendo heparina. Em
seguida, as amostras de sangue deverdo ser centrifugadas a 480 x g por 10
minutos a 4 °C e o sobrenadante obtido (plasma) sera separado e armazenado
a temperatura de -70°C até o seu uso. Para obtencdo das amostras de plasma
hemolisado, serdo realizados ciclos de resfriamento e agitacdo em vortex das

amostras de plasma normal.

As coletas dos voluntarios que fizerem uso dos medicamentos GB, GM e GZ

serdo realizadas de maneira semelhante as demais amostras, com excec¢ao do
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horario em que a coleta sera realizada, sendo determinado em fun¢&o do tmax de

cada farmaco apos a administracéo oral da dose recomendada.

7.1.2 Condi¢gdes cromatogréficas

As andlises cromatogréficas para a validacdo do método seréo realizadas em
cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu 10A VP com detector DAD,
sistema bidimensional em modo backflush. Na primeira dimensao sera utilizada
coluna RAM-ADS Lichrocart C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 ym) e fase mével
composta por agua ultrapura pH 6,0, com vazédo de 1,0 mL mint. O tempo gasto
para a exclusdo proteica sera de 3 minutos e o tempo de eluicdo dos analitos
para a segunda dimenséo sera de 1 minuto. Na segunda dimenséo sera utilizada
pré-coluna C18 (4,0 mm x 3,0 mm) acoplada a coluna analitica Poroshell 120
C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 um), fase moével composta por acetonitrila e tampao
fosfato 10 mM pH 3,0 (54:46 v/v) com vazao de 0,8 mLmint. A temperatura do
forno devera ser estabelecida em 35 °C, o volume de injecéo sera de 200 pL e o

comprimento de onda de deteccao de 230 nm.

7.1.3 Parametros de validacdo do método bioanalitico

Para a validacdo do método bioanalitico desenvolvido serdo avaliados os
parametros seletividade, efeito residual, linearidade, precisao, exatidao, estudo
de estabilidade dos analitos em matriz biologica e dos analitos e Pl em solucéo
de acordo com a RDC n.° 27, de 17 de maio de 2012, da ANVISA e de acordo
com o Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos da EMA, 2011. Além disso,
sera realizado o ensaio de recuperacao de acordo com o Guia de Validacao de
Métodos Bioanaliticos do FDA, publicado em 2001 (BRASIL, 2012; FDA, 2001,
EMA, 2011).

7.1.3.1 Seletividade

O ensaio de seletividade sera realizado a partir da comparacéo das areas dos

picos interferentes no tempo de retencdo de cada analito e prOximos ao tempo
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de retencdo do PI, com aqueles obtidos nas amostras processadas do limite
inferior de quantificacdo (LIQ). Desse modo, sera avaliada a capacidade do
método de diferenciar e quantificar tanto os analitos quanto o Pl na presenc¢a dos

demais componentes da amostra.

Para avaliacéo da seletividade, serao utilizadas seis amostras de plasma branco
de fontes distintas, sendo quatro amostras de plasma normal, uma de plasma
lipémico e uma amostra preparada com plasma hemolisado. Também serdo
avaliadas duas injecoes de uma amostra LIQ. A partir das condi¢des
cromatograficas do método desenvolvido, a seletividade seré avaliada por meio

da seguinte sequéncia analitica:

1. 4 amostras de plasma branco normal,

2. 1 amostra de plasma branco lipémico;

3. 1 amostra de plasma branco hemolisado;
4. 2 injecdes de amostra LIQ.

Apoés a conclusdo da analise, as porcentagens dos picos interferentes serao
determinadas em relacéo as areas apresentadas na amostra LIQ. As respostas
dos picos interferentes proximos ao tempo de retencdo do analito devem ser
inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras do LIQ e os préximos ao
tempo de retencéo do Pl devem ser inferiores a 5% da resposta do PI. Caso uma
ou mais amostras apresentem interferentes acima dos limites estabelecidos,
novas amostras de outras seis fontes distintas devem ser analisadas.
Permanecendo valores acima do limite no segundo grupo de analise, 0 método

devera ser alterado.

7.1.3.2 Efeito residual

O efeito residual, também chamado de carryover € caracterizado pelo
aparecimento ou aumento do sinal do analito e/ou do PI devido a contaminacéo
da analise proveniente de um processamento anterior. Caso este seja inevitavel
durante a analise, alguns procedimentos devem ser adotados na execucao do

método de maneira a controla-lo, evitando alteracdes na sua preciséo e exatidao.
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Para este ensaio, serdo realizadas trés inje¢c6es da mesma amostra de plasma
branco, sendo uma antes do processamento de uma amostra do limite superior
de quantificacdo (LSQ) e duas logo em seguida. Utilizando as condi¢des
cromatograficas desenvolvidas, o efeito residual serd avaliado empregando a

seguinte sequéncia analitica:

1. 1injecao de amostra branco;
2. 1 injecao de amostra LSQ);

3. 2injecdes de amostra branco;

A partir da comparacdo das areas sob os picos dos cromatogramas das
amostras de plasma branco, injetadas ap6s a amostra LSQ, com aquelas obtidas
no cromatogramas da amostra LIQ sera possivel observar a ocorréncia ou néo

de carryover.

No caso de presenca de picos interferentes, suas porcentagens deverdo ser
calculadas em relacdo as areas dos respectivos analitos e Pl na concentracéo
do LIQ. As respostas dos picos interferentes no tempo de retencdo do analito
deverédo ser inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras do LIQ e as
respostas dos picos interferentes no tempo de retencdo do Pl deverdo ser

inferiores a 5% da resposta do PI.

7.1.3.3 Recuperacao

A avaliacdo da recuperacado sera realizada de acordo com o preconizado pelo
Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos do FDA, a partir da comparacéo da
resposta obtida pelas analises dos analitos e do Pl na matriz biolégica em
relacdo as respostas obtidas pelos padrbes em solucdo de acetonitrila e agua
(1:1 v/v), nas mesmas concentracdes. O teste serd realizado em trés niveis de
concentracdo: CQB, CQA e controle de qualidade médio (CQM). Utilizando as
condicBes cromatograficas desenvolvidas, a recuperacdo sera avaliada

empregando a seguinte sequéncia analitica:

1. 5injecBes de amostra CQB em solucéo;

2. 5injecdes de amostra CQM em solucéo;
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5 injecBes de amostra CQA em solucéo;
5 injecBes de amostra CQB em matriz bioldgica;

5 inje¢Bes de amostra CQM em matriz biologica;

A

5 injecdes de amostra CQA em matriz bioldgica.
O célculo da recuperacéo seré realizado utilizando a equacao:

Area do pico do analito em matriz bioldgica

Rec = -

Area do pico do padrao em solucgao
A recuperacédo obtida ndo precisa ser necessariamente 100%, mas os valores
de recuperacao dos analitos em plasma devem ser consistentes com os valores

obtidos dos padrbes em solugéo.

7.1.3.4 Curva de calibracéo

De maneira a definir a relacdo entre a concentracdo conhecida do analito e a
resposta do instrumento, deverdo ser construidas e avaliadas trés curvas de
calibracdo constituidas por amostras de plasma branco e zero (amostra de
plasma branco adicionada de PI), além das amostras de seis niveis de
concentracdo dos analitos adicionadas de PIl. Esses niveis serdo determinados

em funcao dos valores de Cmax para GB, GM e GZ, obtidos na literatura.

Utilizando as condi¢cdes cromatograficas desenvolvidas, a curva de calibracéo

sera desenvolvida seguindo a seguinte sequéncia analitica:

1. 2 injecdes de amostra branco;
2. 2 injecBes de amostra zero;

3. 2 injecBes de cada um dos 7 niveis de concentracdo da curva.

Os pontos que apresentarem desvio maior que 20% em relacdo a concentracéo
nominal para os padrdes do LIQ e 15% para os demais niveis de calibracéo,
serdo excluidos, ndo sendo utilizados para o calculo da equacédo da reta.

Nenhum ponto aprovado sera excluido do calculo da equacéo da reta.

A equacao da curva obtida pela relacdo entre as respostas do detector e as

concentragbes conhecidas dos analitos serdao plotadas a partir de um modelo
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matematico linear, desconsiderando as repostas das amostras branco e zero.
Seré utilizado o fator de ponderacdo de menor valor para o célculo da soma dos
erros relativos das concentragdes nominais dos padrbes de calibracdo, em
relacdo aos valores obtidos na equacgédo. A curva de calibracao sera considerada
aprovada quando obtiver 75% dos pontos com desvios inferiores aos descritos,
além de 6 niveis de concentracdo aprovados juntamente com LIQ e LSQ.

Caso seja proposto um modelo néo linear, serd demonstrado matematicamente
o porqué do modelo linear ndo ter sido utilizado. Além disso, para a construcao
da curva de calibragéo, serdo inclusas, no minimo, oito amostras de diferentes

concentragoes.

7.1.3.5 Precisao e exatidao

Simultaneamente as curvas de calibracdo, serdo realizados os testes de
preciséo e exatiddo de maneira a verificar a proximidade dos resultados obtidos
por repetidas analises de uma unica fonte e a determinar a concordancia entre

o resultado de uma analise e seu valor de referéncia, respectivamente.

Ambos o0s ensaios serdo realizados em uma mesma corrida analitica
(intracorrida) e em, no minimo, trés corridas realizadas em dias diferentes
(intercorrida), a partir de seis inje¢cdes das amostras LIQ, CQB, CQA, CQM e
controle de qualidade de diluicdo (CQD). A amostra CQD sera preparada pela
adicdo dos analitos em concentracdo superior ao LSQ, especificamente a partir
do dobro da concentracdo do CQA, diluida em plasma branco na proporgao de
1:1 (viv).

Utilizando as condi¢cdes cromatograficas desenvolvidas, 0s ensaios de precisao

e exatidao serdo desenvolvidos por meio da seguinte sequéncia analitica:

2 injecOes de amostra branco;
2 injecOes de amostra zero;
2 injecOes de cada um dos 7 niveis de concentracao da curva;

6 injecdes de amostra LIQ;

ok 0 DR

6 injecOes de amostra CQB;
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6. 6 injecdes de amostra CQM,;
7. 6 injecdes de amostra CQA,;
8. 6 injecdes de amostra CQD.

Para o ensaio de preciséo, seréo calculados os valores de desvio padréao relativo
(DPR) a partir da formula abaixo, ndo sendo admitidos valores de DPR maiores
gue 15% e 20% para os controles de qualidade e para o LIQ, respectivamente.

Desvio padrao x 100

DPR = - T -
Concentracao média experimental

Jé para o ensaio de exatidao, serdo calculados os valores do erro padrao relativo
(EPR) a partir da formula abaixo, ndo sendo admitidos valores fora da faixa de +
15% do valor nominal, exceto para o LIQ em que podem ser admitidos valores
até a faixa de + 20%.

EPR — (Concentracio média experimental — Valor nominal) X 100

Valor nominal

7.1.3.6 Estabilidade dos analitos em matriz bioldgica

O estudo de estabilidade visa determinar se a concentracdo de um analito se
mantém dentro dos limites estabelecidos, em uma matriz e condicOes
especificas. Portanto, para este parametro serdo realizados 0s seguintes
estudos de estabilidade: ciclos de congelamento e descongelamento (ECC),
curta duracdo (ECD) e longa duracdo (ELD). Em todos os ensaios de
estabilidade, simultaneamente a curva de calibracéo, serdo analisadas amostras
de CQB e CQA em quadruplicata, reproduzindo as condicbes de
armazenamento (congelamento a -70°C), preparo e analise das amostras do
estudo. A estabilidade sera demonstrada quando ndo houver desvio superior a

15% da média de todas as concentra¢cdes obtidas, em relacdo ao valor nominal.

Cada periodo dos ensaios de estabilidade foi determinado em funcédo da
estimativa do tempo em que as amostras dos voluntarios poderiam ficar expostas

a diferentes condicdes de temperatura durante todo o tempo de analise, além da
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logistica do laboratério em relacdo ao seu periodo de funcionamento e

manutenc¢ao dos equipamentos.

Incialmente, um conjunto de amostras CQB e CQA recém-preparadas sera
analisado de maneira a verificar a eficiéncia do procedimento de adicdo de
padrdo ao plasma branco, visto que erros nessa etapa poderiam levar a
concentragdes inferiores ou superiores ao valor nominal. Utilizando as condigdes
cromatograficas desenvolvidas, as analises das amostras recém-preparadas

serdo desenvolvidas empregando a seguinte sequéncia analitica:

2 injecdes de amostra branco;
2 injegcdes amostra zero;
2 injecdes de cada um dos 7 niveis de concentragdo da curva;

4 injecdes de amostra CQB;

AR ST A

4 injecdes de amostra CQA.

As amostras fracionadas e congeladas para os demais estudos de estabilidade
serdo utilizadas somente no caso da aprovacdo dos resultados das analises
recém-preparadas, ou seja, desvios de concentracdo dentro da faixa de £ 15%
do valor nominal. Do contrario, o procedimento de adicdo padrdo as amostras

recém-preparadas devera ser realizado novamente.

7.3.6.1 Estabilidade ap0s ciclos de congelamento e descongelamento

Para este ensaio, inicialmente as amostras serédo congeladas a -70°C durante
doze horas. Apés o descongelamento completo das amostras a temperatura de
trabalho de 22 + 2°C., estas deverdo ser congeladas novamente nas mesmas
condi¢Bes. O numero de ciclos de congelamento e descongelamento é definido

como um namero a mais ao que sao submetidas as amostras em estudo

As amostras serdo analisadas ao final do ultimo ciclo, utilizando as condicGes

cromatograficas desenvolvidas, empregando a seguinte sequéncia analitica:

1. 2 injecBes de amostra branco;

2. 2 injecOes amostra zero;
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3. 2injegBes de cada um dos 7 niveis de concentragdo da curva,;
4. 4 injecbes de amostra CQB da ECC;
5. 4 injecdes de amostra CQA da ECC.

7.3.6.2 Estabilidade de curta duracao

Neste caso, as amostras serao fortificadas e analisadas apds permanecerem a
temperatura de trabalho de 22 + 2°C, por tempo superior ao que as amostras em
estudo sdo submetidas. A duracao foi definida sobre a previsdo de tempo que
as amostras de voluntarios descongeladas poderiam permanecer em espera
antes do inicio da andlise. Ap6s o tempo determinado, as amostras serao

analisadas seguindo a seguinte sequéncia analitica:

2 injecdes de amostra branco;

2 injecdes amostra zero;

2 injecdes de cada um dos 7 niveis de concentragdo da curva;
4 injecdes de amostra CQB da ECD;

4 injecdes de amostra CQA da ECD.

ok WD

7.3.6.3 Estabilidade de longa duracao

Para esse ensaio, serdo fortificadas e analisadas amostras congeladas a
temperatura de -70°C, por um periodo maior que o intervalo de tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra em estudo e a analise da
Gltima. Apdés o tempo determinado, as amostras serdo descongeladas

completamente e analisadas conforme a seguinte sequéncia analitica:

2 injecOes de amostra branco;
2 injecOes amostra zero;
2 injecOes de cada um dos 7 niveis de concentracdo da curva,

4 injecdes de amostra CQB da ELL;

ok~ w0 DR

4 injecdes de amostra CQA da ELL.
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7.1.3.7 Estabilidade do analito e Pl em solucéao

A estabilidade dos analitos e do Pl em solugéo (ESS), a partir das solugdes
utilizadas durante a validacdo, serédo avaliadas nas temperaturas de trabalho (22
+ 2°C) e de armazenamento (5 + 3°C), por tempo superior ao periodo de uso ou

armazenamento a que serao expostas a essas condigdes.

Para isso, solugcbes de trabalho em duas concentracdes (LIQ e LSQ), serdo
preparadas a partir da diluicdo de solu¢des primarias recém-preparadas, sendo
gue as solucdes do Pl utilizadas deverao ser diluidas, de maneira a corresponder
a concentracdo do Pl em plasma. Todas as solu¢des serdo preparadas em
mistura de acetonitrila e 4gua (1:1 v/v).

Inicialmente cada solugéo sera fracionada em dois vials (A e B) devidamente
lacrados para impedir a evaporacao do solvente. Em seguida, o vial A de cada
solucdo sera imediatamente analisado sob as condicdes do método
desenvolvido e os demais mantidos a temperatura de trabalho durante todo o
periodo do ensaio. Ao término das andlises iniciais, o vial B de cada solugéo sera
analisado para avaliacdo da ESS a temperatura de trabalho e os vials A recém-
analisados deverao ser transferidos para um refrigerador a 5 + 3°C. Ao final dos

ensaios dos vials B, os vials A serdo analisados novamente.

A média das respostas instrumentais das solu¢cdes em estudo sera comparada
com a média daquelas obtidas utilizando-se solu¢cbes recém-preparadas dos
analitos e do PI, de acordo com a equacdo abaixo. As solucdes serao
consideradas estaveis quando nao forem observadas variacbes superiores a
10%.

(Area Mediaexperimentar — AT€Q medlareferéna-a) x 100

Variacao% = A Adi
Area meédiQ,eferencia
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