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“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo. Olha para
tras, para toda a jornada: os cumes, as montanhas, o longo caminho sinuoso atraves
das florestas, através dos povoados, e vé a sua frente um oceano tao vasto, que
entrar nele nada mais é que desaparecer para sempre. Mas ndo ha outra maneira. O
rio ndo pode voltar. Ninguém pode voltar. Voltar € impossivel na existéncia. Vocé
pode apenas ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no oceano. E somente
guando ele entrar no oceano é que o medo desaparece. Porque apenas entao o rio
sabera que néo se trata de desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano. Por um
lado é desaparecimento, e por outro lado é renascimento. Assim somos nos. Voltar &

impossivel na existéncia. Vocé pode ir em frente e se arriscar: tornar-se oceano.”

(Albert Einstein)



RESUMO

A diabetes mellitus € uma doenca cronica caracterizada pela producao insuficiente
de insulina ou pela incapacidade de utilizacdo efetiva de toda a insulina produzida
pelo pancreas. O tratamento inicial da diabetes mellitus tipo 2, que é o tipo mais
comum da doenca, consiste basicamente em mudangas no estilo de vida, com
alteracdo na dieta alimentar e exercicios fisicos. Entretanto, devido ao carater
progressivo da doenga, é comum a prescricdo de medicamentos orais para controle
da glicemia. As sulfoniluréias sdo farmacos que tem sido amplamente utilizados no
controle da glicemia. Nesse estudo, desenvolveu-se e validou-se um método simples
usando microextracdo em sorvente empacotado e cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo no ultravioleta para determinacdo simultanea de trés
farmacos antidiabéticos orais da classe das sulfoniluréias (clorpropamida, gliclazida
e glimepirida) em plasma humano. A glibenclamida, outra sulfoniluréia, foi utilizada
como padrédo interno. Um planejamento fatorial fracionario e um planejamento
fatorial completo foram aplicados para avaliar os parametros que afetam as etapas
de extracdo e dessorcdo, respectivamente. Todos os parametros da etapa de
extracdo (pH, volume da amostra, diluicdo da amostra e numero de ciclos de
aspiracdo/ejecdo) e da etapa de dessorcao (porcentagem de acetonitrila no solvente
de eluicdo e numeros de ciclos de aspiracdo do solvente de eluicdo através do
cartucho) foram estatisticamente significativos (p<0,05) quando a recuperacéo foi
usada como resposta. O método desenvolvido permitiu 0 uso de pequenos volumes
de amostra e solventes. Os planejamentos experimentais realizados auxiliaram na
escolha racional das melhores condi¢cdes para cada parametro e na obtencédo de
recuperacdo e sensibilidade satisfatorias. A rapida e eficiente separacdo entre os
farmacos foi possivel pelo uso de coluna com particulas de nucleo fundido (tempo
de corrida 2,2 min). Esse método foi validado mostrando seletividade, precisao,
exatiddo e linearidade nas faixas de 1,0-50,0 pg mL™ para clorpropamida, 1,0-10,0
pug mL*t para gliclazida e 0,1-1,0 pg mL™ para glimepirida. Finalmente, o método
validado foi aplicado em andlises de amostras de plasma humano contendo os trés

analitos testados.

Palavras-chave: antidiabéticos orais, coluna com particulas de nucleo fundido,

microextracdo em sorvente empacotado, planejamento experimental.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease characterized by the insufficient production of
insulin or by the inability of the body to effectively use all the insulin which is
produced by the pancreas. The initial treatment of the mostly common type 2
diabetes mellitus consists in changes in lifestyle, mainly in diet and physical
exercises. However, due to the progressive feature of the disease the prescription of
oral drugs to control the glycemia is a common practice. The sulfonylureas drugs
have been largely used for the glycemic control. In this study, a simple method was
developed and validated using microextraction in packed sorbent and high
performance liquid chromatography with ultraviolet detection for the simultaneous
determination of three oral antidiabetic drugs of the class of sulfonylureas
(chlorpropamide, gliclazide e glimepiride) in human plasma. Glibenclamide, another
sulfonylurea, was used as internal standard. A fractional factorial planning and a
complete factorial planning were applied to evaluate the parameters that affect the
stages of extraction and desorption, respectively. Every parameter of the extraction
stage (pH, sample volume, sample dilution and number of aspiration/ejection cycles)
and of the desorption stage (acetonitrile percentage in the elution solvent and the
number of cycles of aspiration of the elution solvent through the cartridge) were
statistically significant (p<0.05) when the recovery was used as the measurement.
The developed method allowed the use of small sample and solvent volumes. The
performed experimental planning helped the rational choice of the best conditions for
each parameter in order to obtain satisfactory recovery and sensitivity. The fast and
efficient separation of the drugs was possible with the use of a fused-core particles
column (run time of 2.2 min). This method was validated showing selectivity,
precision, accuracy and linearity in the linear ranges of 1.0-50.0 pg mL™ for
chlorpropamide, 1.0-10.0 pg mL™ for gliclazide and 0.1-1.0 pg mL™ for glimepiride.
Finally, the validated method was applied for the analysis of human plasma samples

containing the three tested analytes.

Keywords: oral antidiabetic drugs, fused-cored particles column, microextraction by

packed sorbent, experimental design.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica com alta e crescente prevaléncia em
todo o mundo. Atualmente, a DM acomete aproximadamente 347 milhdes de
individuos, dos quais cerca de 90% apresentam a pessoas o tipo 2 da doenca
(DM2). A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é frequentemente detectada em criancas e é
causada por uma total deficiéncia na producdo de insulina. A DM2 é mais comum
em adultos e decorre de uma producao e/ou utilizagéo insuficiente de insulina. A
DM2 se desenvolve de forma lenta e progressiva e seus sintomas iniciais sao
brandos. O diagnéstico geralmente ocorre quando danos graves ja foram causados
a saude do paciente. Para evitar a evolugdo da doenca, € importante que o
tratamento comece de imediato e que o nivel de glicose seja eficientemente
controlado. Nesse tratamento séo utilizados medicamentos por via oral e uma das
principais classes de farmacos utilizados é a das sulfonilureias. As sulfonilureias sao
farmacos com eficacia e seguranca bem estabelecidos, e por isso, sdo amplamente

usados no tratamento da DM2%2,

Um dos problemas mais comuns quando se trata de uso de medicamentos via oral
em pacientes com doencas cronicas € a adesdo ao tratamento. O controle glicémico
em pacientes em uso de sulfonilureias s6 é possivel se 0 paciente usar corretamente
o medicamento. Por outro lado, o controle glicEmico pode nao ser atingido se houver
ineficacia do tratamento, o que pode advir de uma resisténcia apos longo periodo de
uso de medicamentos. Em qualquer uma das situacdes, € importante monitorar a
concentracdo desses farmacos no plasma do paciente a fim de inferir
criteriosamente sobre a baixa adesdo ao tratamento ou sobre a necessidade de
alteracdo no tratamento de paciente com glicemia descontrolada. Para isso, é
conveniente utilizar um método analitico simples, preciso e com alto poder de

deteccado do fArmaco em baixa concentracdo no plasma humano®.

A determinacdo de antidiabéticos orais em plasma humano tem importancia
fundamental na avaliacdo da concentracdo plasmatica de pacientes em crise
hipoglicémica, bem como em estudos de farmacocinética, na avaliacdo da
biodisponibilidade de novas formas farmacéuticas, e em estudos de bioequivaléncia

para estabelecimento de novos medicamentos genéricos e similares®.
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A andlise de farmaco em matrizes complexas, tal como o plasma humano,
compreende quatro etapas principais: extracdo do analito, separacdo de
interferentes, deteccdo e tratamento dos dados obtidos. A etapa de extracao,
também denominada preparo de amostras, € a mais demorada e a que pode gerar

um maior nimero de erros®.

As técnicas de extracdo a partir de matrizes complexas, mais utilizadas atualmente,
sdo laboriosas, requerem grande numero de etapas e necessitam de volumes
consideraveis de amostras e solventes. Por isso, novas abordagens tém sido
desenvolvidas. Dentre elas, a microextragdo em sorvente empacotado (MEPS, do
inglés microextraction by packed sorbent) € uma técnica capaz de extrair farmacos
presentes em matrizes biolégicas com alta eficiéncia. Em comparacdo com as
técnicas convencionais, a MEPS necessita de menores volumes de amostras e
solventes, além de menor tempo de andlise. Assim, reduzem-se o0 descarte de
residuos quimicos no ambiente e a exposicdo dos analistas a solventes toxicos e
material biolégico. Em adicéo, a simplicidade da técnica aliada ao pequeno numero
de etapas necessarias para a sua execucao reduz o custo final das analises. Outra
vantagem da técnica MEPS € a possibilidade de concentracdo dos analitos

provenientes de amostras de plasma®.

Recentemente foram disponibilizadas comercialmente colunas cromatograficas
contendo particulas de ndcleo fundido, que possibilitam adequada separacéo
cromatografica e alta eficiéncia em curtos tempos de analise, reduzindo com isso

também o gasto de solventes.

Além disso, o desenvolvimento de um (nico método, capaz de quantificar
simultaneamente os trés farmacos antidiabéticos orais, clorpropamida, gliclazida e
glimepirida, permite avaliar amostras de pacientes diabéticos usuarios de qualquer

um dos farmacos com mais agilidade e praticidade.

Entretanto, ndo existem na literatura relatos de métodos analiticos para a
identificacdo e quantificacdo de farmacos antidiabéticos orais em plasma humano

empregando a MEPS e a CLAE com colunas contendo particulas de nucleo fundido.
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Diante do exposto, é justificado o desenvolvimento de um novo método, simples e
rapido, para quantificacdo simultdnea dos farmacos antidiabéticos orais
clorpropamida, gliclazida e glimepirida em plasma humano. O emprego de MEPS
como técnica de preparo de amostra e uma coluna de nucleo fundido na separacéo

cromatografica € adequado para tal fim.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Diabetes mellitus

A DM é uma doenca crbnica com crescente prevaléncia em todo o mundo,
constituindo problema de saude publica ndo s6 pela sua alta prevaléncia, mas
também pelas graves consequéncias que traz ao paciente?. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude, cerca de 347 milh6es de pessoas no mundo tem diabetes e a
expectativa é que, em 2030, a doenca se torne a 72 principal causa de morte’. O
crescente aumento da prevaléncia da DM pode ser explicado pelo aumento da
expectativa de vida da populacdo, associada a maior prevaléncia da obesidade e

sedentarismo®.

A DM decorre da produgdo de insulina em quantidades insuficientes, ou da
incapacidade do corpo em usar efetivamente toda a insulina que é produzida. Como
a insulina € o hormdnio responsavel por regular a entrada de glicose nas células,
logo a doenca provoca um quadro de acumulo de glicose no sangue ou
hiperglicemia que, ao longo dos anos, pode levar a sérios danos nos sistemas

cardiovascular, renal e nervoso, dentre outros®”.

Os principais o6rgdos afetados pela hiperglicemia sdo o0 coragdo, 0S vasos
sanguineos, os olhos, o figado, os rins e os nervos. Por isso, o risco de doenca
cardiaca e acidente vascular cerebral é alto. Uma das complicacdes mais comuns
originadas dos altos niveis de glicose no sangue é a neuropatia (danos nos nervos)
gue acomete principalmente os pés. Em seu estagio mais avancado, a neuropatia
pode causar graves consequéncias como Ulceras nos pés, infeccdes e até mesmo a
necessidade de amputacdo do membro. A cegueira é outro recorrente dano causado
pela hiperglicemia, sendo que cerca de um por cento de cegueira global pode ser
atribuido a diabetes. Além disso, a DM é uma das principais causas de insuficiéncia
renal e o risco de morte entre as pessoas com DM é pelo menos o dobro daquelas

sem diabetes?.

A DM pode ser classificada em diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo

2 (DM2), diabetes mellitus gestacional (DMG) e outros tipos especificos de diabetes.
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A DM1, mais conhecida como insulino-dependente, é resultado da destruicdo das
células beta do pancreas e por isso geralmente leva a uma total deficiéncia na
producdo de insulina. A causa da DM1 é desconhecida até o momento e, portanto,
sem possibilidade de prevencdo. Os sintomas incluem polilria, polidipsia (aumento
anormal da sede), fome constante, perda de peso, altera¢cdes na visdo e fadiga. A
DM2 resulta da resisténcia do organismo a insulina e da sua produc&o insuficiente’.
O terceiro tipo, DMG - mais frequentemente identificada através de exames no pré-
natal do que pelo relato dos sintomas - tem sintomas semelhantes aqueles da DM2*
e, até o momento, pouco se sabe a seu respeito’. Outros casos de diabetes
decorrem de defeito genético com comprometimento do funcionamento da célula
beta, ou alteracdes genéticas que afetam a acdo da insulina, de doencas do

pancreas (como fibrose cistica) e de induc&o por outros medicamentos’.

A DM2 é o tipo mais comum, correspondendo a cerca de 90% dos casos. Os
sintomas sdo semelhantes aos da DM1, porém menos acentuados. Por isso,
normalmente a doenca € diagnosticada apds varios anos, quando surgiram as
complicacdes. Em geral, a DM2 se desenvolve em pessoas com excesso de peso e
que levam uma vida sedentaria, de modo que acomete principalmente adultos'?®,

contudo pode ser observada em criancas®.

Uma dieta balanceada e exercicios regulares sdo as principais recomendacdes para
0 controle da glicemia principalmente por pessoas propensas a diabetes. Evitar o
tabagismo e manter o peso normal também podem auxiliar na prevencao ou retardar
o aparecimento da DM2'® Entretanto, intervencdes farmacoldgicas s&o
frequentemente necessarias para manter o nivel glicémico sob controle. Mesmo
assim, a monoterapia pode ndo ser suficiente para manter o nivel de glicose
recomendado apds alguns anos. Entdo multiplos farmacos podem ser associados,

cada qual com um mecanismo de acao diferente®.

Em pessoas com DM1, o tratamento farmacoldgico consiste, usualmente, na
administracdo de insulina injetavel. Medicamentos orais nao trazem grandes
beneficios a esses pacientes, ao contrario do que acontece com pessoas com DM2,
em que os medicamentos orais sdo amplamente prescritos e benéficos. Entretanto,

a insulina também é necesséria em pacientes com DM2, quando a doenca se
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encontra em estagio avancado e os medicamentos nao resultam em concentracdes

plasmaticas adequadas de glicose®.

Inicialmente, o tratamento de pacientes com DM2 consiste em mudancas no estilo
de vida e uso de metformina (MEF) por via oral (tratamento de primeira linha). A
metiformina € um medicamento da classe das biguanidas. Outros farmacos séo
necessarios quando o tratamento de primeira linha ndo leva aos resultados
esperados, situacdo bastante frequente em pacientes com DM2 devido ao carater
progressivo da doenca®. Nesse caso, 0 prescritor adiciona um farmaco secretagogo
de insulina (como as sulfonilureias) ou doses moderadas de tiazolidinedionas (como
exemplo, 30 mg de pioglitazona, P1O) ao tratamento®. Os secretagogos de insulina
podem ser as sulfonilureias ou os inibidores da enzima dipeptidil peptidase.
Entretanto, as sulfonilureias sdo os farmacos de primeira escolha quando o paciente
passou por perda de peso ou possui teores glicémicos muito elevados e

representam a opgao menor custo?®.

Os principais efeitos adversos causados pelas sulfoniluréias sdo a hipoglicemia e o
aumento de peso. A hipoglicemia € menos frequente com o uso dos farmacos de
Ultima geracdo e/ou com o uso de medicamentos de acdo prolongada que sao
administrados uma vez ao dia. Reacdes cutaneas, hematoldgicas ou hepaticas séo

raras®.

A grande vantagem da utilizacdo das sulfonilureias € que sdo farmacos ha muito
tempo utilizados na terapéutica e, portanto, mostram eficacia e seguranca bem
estabelecidos. Apesar de apresentarem resposta com duracdo limitada, risco
aumentado de hipoglicemia e levarem a um ganho de peso, as sulfonilureias

continuam sendo amplamente usadas na terapéutica da DM2%2,

As sulfoniluréias tem estruturas quimicas similares, constituidas de arilsulfonilureias
substituidas (Figura 1). Incluem-se na primeira geracdo do grupo os farmacos
clorpropamida (CL), tolazamida, acetohexamida e tolbutamida, enquanto na
segunda geracdo estdo a gliclazida (GZ), glimepirida (GM), glibenclamida (GB)

(também conhecida como gliburida) e glipizida (GLP)™.
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Figura 1 - Estrutura quimica das sulfoniluréias, mostrando o anel da arilsulfoniluréia e os
grupos substituintes da clorpropamida (CL, representada por A), gliclazida (GZ, representada
por B), glimepirida (GM representada por C) e glibenclamida (GB, representada por D).
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De uma forma geral, todas as sulfonilureias tem praticamente a mesma eficacia, mas
se diferem, principalmente, nas suas caracteristicas farmacocinéticas'. As antigas
sulfoniluréias (CL e tolbutamida), comparativamente a dieta isolada, sdo eficazes,
mas Sao responsaveis por maiores indices de hipoglicemia e ganho de peso. As
novas sulfoniluréias (GZ, GM, GB, GLP), quando comparadas a placebos, melhoram
0s niveis de glicose ap0s cerca de 13 semanas, sem aumentar a incidéncia de
hipoglicemia. Entretanto, eventualmente podem causar aumento de peso nos seus

usudrios™t.

Apenas a GZ e a GB fazem parte da Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
e, portanto, estdo disponiveis no Sistema Unico de Saude’. Elas possuem eficacia,
toxicidade e farmacocinética semelhantes®. Entretando, a hipoglicemia é mais

frequente nos pacientes, principalmente idosos, em uso da GB do que de GZ**.

As propriedades fisico-quimicas das sulfoniluréias também sdo semelhantes. Elas
sdo moléculas muito mais sollveis em solventes menos polares (como metanol e
acetonitrila) do que em agua. CL, por exemplo, € solavel em agua em pH 6 (2,2 mg

mL™Y), porém é praticamente insolivel em agua em pH 7,3. Por outro lado, CL é
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moderadamente sollvel em cloroférmio e pouco soluvel em éter e benzeno.

Similarmente, GB é pouco soltvel em agua, mas é soltvel em solventes organicos™®.

As sulfoniluréias CL, GZ, GM e GB apresentam valores de coeficiente de particdo
octanol/dgua relativamente altos (log P: 2,27 para CL, 2,6 para GZ, 3,5 para GM e
4,7 para GB). Por conseguinte, sdo moléculas apolares e tem afinidade por

sorventes de cromatografia em fase reversa (Cg e Cyg, por exemplo)™.

Todas possuem valor de pKa préximo a 5,0 (CL 4,71, GZ 6,07, GM 5,1, GB 5,11)".
Outra semelhanca sdo seus espectros de absor¢do em ultravioleta (UV). Pico de
absorcéo em UV préximo a 230 nm pode ser observado para CL, GZ, GM e GB*°.

As concentracfes plasmaticas maximas (Cmax) das sulfoniluréias GM e GB sao
inferiores aquelas da CL e GZ quando se administram doses usuais de cada

farmaco.

Bakare et al. (1994) e Odunola et al. (2007) obtiveram resultados de Cnax para a CL
de 30.640+3.200 ng mL™ apds a administracdo de 250 mg e em um tempo maximo
(tnax) de cerca de 1,26 h'"'8, Conforme descrito no livro Clarke’s (2004), a
concentracdo terapéutica usual em plasma humano e a dose da CL séo,
respectivamente, 30.000 — 250.000 ng mL™ e 100 — 500 mg por dia®®.

Para a GZ, Kim et al. (2003) relataram Cma de 4690+1380 ng mL™* apéds
administracdo de comprimido contendo 80 mg de GZ. O tmay foi de 3,45+1,11 h'®.
Nesse mesmo trabalho sdo apresentados resultados de outro estudo (Glowka et al.,
1998), em que apOs administracdo da mesma dose de GZ foram encontrados
valores semelhantes de Cpax de 45604630 ng mL™ e tnax de 4,10+0,44 h**2°. Em
outras referéncias, os valores para Cmnax Sao diferentes, porém muito préximos.
Concentragdes plasmaticas de 700 a 4900 ng mL™ apds 4 h da administracdo de
dose unica de 80 mg podem ser encontradas. A dose usual diaria da GZ é de 40 a
320 mg*®.

Pistos et al. (2005) observaram uma Cpax média de 241,45 ng mL™ e tma de 2,92 h

ap6s administracdo de um comprimido contendo 4 mg de GM?. No livro Clarke’s
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(2004) é descrito que, ap6s 2,1 h da administracdo de 4 mg de GM, pode ser
encontrado cerca de 307,8 ng mL™ do farmaco no plasma humano. A dose indicada
de GM é de até 4 mg por dia'®.

No caso da GB, a concentracdo plasmatica apds administracdo de uma unica dose
de 5 mg do farmaco, no estudo de Niopas et al. (2002), foi igual a 167,7+63,4 ng
mL™. O tmax encontrado foi de 3,622,3 h%. Tais resultados estdo de acordo com o
descrito em Clarke’s (2004), no qual é relatado que apdés 3 h da administracéo de
dose Unica de 5 mg de GB, concentracdes plasmaticas entre 170 — 360 ng mL™

podem ser obtidas. A dose usual da GB é de 5 a 15 mg por dia®.
2.2 Determinacéao de farmacos em fluidos biolégicos e o preparo de amostra

A determinacéo de farmacos em fluidos biologicos é fundamental no atual estagio de
desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos farmacocinéticos, necessarios
na avaliacdo do comportamento de um novo farmaco no organismo, demandam a
utilizacdo de métodos analiticos confiaveis. A comparacéo da liberacdo de farmacos
no organismo por diferentes formas farmacéuticas, bem como a introducdo de novos
sistemas, como o de liberac&o transdérmica, também tornam necessaria a utilizacéo
de métodos adequados. Além disso, métodos com boa detectabilidade s&o
imprescindiveis na monitorizacao terapéutica, um procedimento muito comum para
acompanhamento dos niveis plasmaticos de farmacos com baixo indice terapéutico.
Ademais, técnicas analiticas confiaveis sdo exigidas em estudos de bioequivaléncia,
nos quais se verifica a intercambialidade entre medicamentos referéncia, genéricos

e similares?®.

No entanto, a andlise de farmacos e de seus metabdlitos em amostras complexas,
tais como plasma, urina, tecidos e leite apresenta algumas dificuldades, tendo em
vista a complexidade destas matrizes. Uma grande diversidade de interferentes
enddgenos esta presente, por exemplo, proteinas em plasma, soro, tecidos e leite e
sais inorganicos em urina®®. O soro e plasma contém, por exemplo,
aproximadamente 10.000 proteinas diferentes em uma concentracdo de 6 a 8 g dL™,
cerca de 3 mg mL™ de sédio, 0,2 mg mL™ de potéssio, 15 a 38,5 mg dL™ de ureia,

dentre outras substancias®. Além disso, a dificuldade de extracdo em matrizes
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complexas se deve a baixa concentracdo na qual frequentemente sdo encontrados
os analitos de interesse®. Desse modo, é necessario utilizar técnicas de extracdo
gue permitam a obtencdo de amostras limpas e concentradas. Da mesma forma, é
fundamental que a analise empregue técnicas de separacdo e detec¢do que tornem
possivel a identificacdo e quantificacdo dos analitos mesmo em concentracdes

reduzidas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € a técnica analitica mais utilizada para a
determinacdo de farmacos em insumos farmacéuticos, medicamentos e fluidos
biolégicos, por ser versétil e exigir, apenas a solubilizacdo do analito na fase mével.
No entanto, quando matrizes complexas séo utilizadas, € necessario um tratamento
prévio das amostras, para remocao dos potenciais interferentes presentes. Caso
contrario, macromoléculas endégenas podem ser retidas e até obstruir as colunas
analiticas, ocasionando reducao da vida util do sistema cromatografico. Além disso,
para permitir uma adequada separacdo cromatografica e deteccdo, durante a etapa
de extracdo a amostra deve idealmente ser concentrada, diluida em solvente de

forca adequada e ajustada a um pH compativel com o sistema cromatografico®.

Com o preparo de amostras objetiva-se extrair o analito da matriz, remover
potenciais interferentes, aumentar a concentracdo do analito e favorecer a
detectabilidade, de modo a desenvolver um método robusto e reprodutivel, que seja
independente de variacbes na matriz**. Varias técnicas tém sido empregadas
buscando-se atingir estes objetivos. No entanto, ainda ndo ha uma técnica que
possua todas as caracteristicas necessarias. De acordo com dados da literatura,
61% do tempo gasto e 30% dos erros introduzidos em uma analise correspondem a
etapa de preparo de amostras’. Dessa forma, o preparo de amostra apresenta

grande impacto na qualidade da anélise e no seu custo®.

As técnicas mais utilizadas para o preparo de amostras biolégicas continuam sendo:
a precipitacdo de proteinas (PP, do inglés protein precipitation) e a extracao liquido-
liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction). Estas técnicas sdo muito laboriosas,
tém alto consumo de solventes organicos e, além disso, expbem o0s analistas ao
contato rotineiro com estes solventes e com material biol6gico®. A extracdo em fase

sélida (SPE, do inglés solid-phase extraction) apresenta algumas vantagens em
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relacdo as técnicas citadas anteriormente, pois necessita de menor volume de
solventes e permite melhor remocéo de interferentes em matrizes complexas, com
consequente isolamento do analito de interesse?.

2.2.1 Técnicas convencionais

2.2.1.1 Extracéo liguido-liguido

A LLE baseia-se na solubilidade relativa das substancias presentes na amostra em
dois liquidos imisciveis. E uma técnica simples e de facil execucio, necessitando
apenas de solventes puros (disponiveis comercialmente) e funil de separacdo ou
tubos de centrifuga. Em geral, os analitos estdo presentes em uma matriz liquida
aquosa, a qual é adicionado um solvente organico imiscivel com a agua. Ocorre

entdo a particdo do soluto entre os dois solventes?*?’

. Quanto maior for a afinidade
do analito pelo solvente de extracéo, que geralmente corresponde a fase organica,
maior sera a extracdo. Além disso, a eficacia do processo dependera da proporcéo

das fases e do nimero de extracdes?®.

Em algumas situacdes o ajuste do pH € um fator importante para aumentar a
afinidade do analito pelo solvente de extracdo com consequente aumento da sua
recuperacao. Isso acontece porque, ao alterar o pH, pode-se prevenir a ionizacao de
acidos ou bases. A adicdo de sais inorganicos a mistura dos solventes também é
uma alternativa que favorece a extracdo dos analitos na medida que facilita a
separacao entre as fases. Além disso, a adicdo de sais neutros € um recurso Util na
extracdo de solutos ndo-polares imisciveis em solventes organicos, uma vez que
diminui a solubilidade desses solutos ndo-polares na fase aquosa. Outra forma de
aumentar a extracdo dos analitos é proporcionar a formacdo de complexos
lipossoluveis com o uso de par i6nicos (quando os analitos sdo solutos ionizaveis)

ou agentes quelantes (quando os analitos sdo metais)?’?%°,

O procedimento de preparo de amostra por LLE apresenta desvantagens
consideraveis como a necessidade de utilizacdo de grandes volumes de amostra e
de solventes, que aumenta a geracao de residuos toxicos e a exposi¢do do analista

a materiais com risco bioldgico e quimico (solventes téxicos e inflamaveis). Além
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disso, a técnica envolve um grande numero de etapas, 0 que torna 0 processo
demorado e aumenta a probabilidade de erros. Ademais, a LLE € uma técnica de
baixa seletividade, por meio da qual, dificilmente, consegui-se retirar a maioria dos
interferentes, o que causa efeitos de matriz em sistemas com deteccdo por
espectrometria de massas. Em geral, a recuperagcao dos analitos pelo emprego da
LLE é baixa e variavel, principalmente quando se trata de analitos polares. Para
evitar a adicdo de interferentes devem ser utilizados solventes ultrapuros, o que
pode encarecer o processo. Em adicdo, pode ocorrer a formacdo de emulsdes, o
gue torna a extragcdo mais lenta e tediosa. Outras desvantagens sdo a possibilidade
de adsorcdo dos analitos a vidraria, a decomposicdo de compostos instaveis
termicamente durante a etapa de pré-concentracao e a dificuldade de automacao do

processo?.

2.2.1.2 Precipitacao de proteinas

A PP é uma técnica convencional muito empregada no preparo de amostra devido a
sua simplicidade. Essa técnica tem como fundamento a desnaturacao das proteinas
da matriz biolégica na presenca de altas temperaturas, solventes organicos
(acetonitrila ou metanol, dentre outros), sais, &cidos ou bases fortes?’. Os &4cidos e
bases desnaturam a proteina ao alterar seu estado de ionizagcédo. Os sais, por sua
vez, reduzem a hidratacdo das moléculas, tornando-as menos soluveis. Os
solventes organicos interferem tanto nas interacdes hidrofébicas intramoleculares

das proteinas quanto reduzem sua hidratacédo®.

Apos a desnaturacdo das proteinas, a amostra € agitada e centrifugada para
separacdo das fases, sendo o sobrenadante utilizado na quantificacdo da(s)
substancia(s) de interesse. Essa técnica €, demorada, por necessitar de varias

etapas, além de grandes volumes de amostra e solventes?’.

2.2.1.3 Extracdo em fase so6lida

A extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid-phase extraction) é uma técnica de
separacédo liquido-solido consagrada. A SPE emprega sorventes empacotados em

discos ou em cartuchos (nas formas de cilindro ou seringa, que séo fixados entre 2
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262830 Ysyalmente o cartucho é constituido de fases

filtros microporosos)
estacionarias semelhantes as empregadas em cromatografia liquida de baixa
pressao (sendo comumente usados sorventes de fase reversa), portanto, 0s
mecanismos de separacdo em SPE s&o os mesmos da cromatografia liquida®. O
principal mecanismo cromatogréafico envolvido consiste na particdo do analito entre a
fase estacionéria (sorvente) e a fase moével (matriz da amostra diluida em um
tampdo com fraca forca de eluicdo), onde os analitos que tiverem mais forte
interacdo intermolecular (seja ela do tipo ligacdo de hidrogénio, dipolo-dipolo,
interacdo idnica e/ou forca de van der Waals) com o sorvente serdo 0s mais

retidos®.

Os cartuchos podem conter entre 50 a 500 mg de material sorvente e o tamanho da
particula varia entre 40 a 60 pm?®. A fase estacionaria pode ser carvdo ativado,
alumina, silica gel, silicato de magnésio (florisil), fases quimicamente ligadas, como
octadecilsilano (Cig) e polimeros (Tabela 1). Ademais, para aumentar a seletividade
da extracdo, varios desses sorventes podem ser combinados em um Unico

cartucho?”?8,

Devido a essa grande gama de fases estacionarias disponiveis
comercialmente a técnica € aplicavel na determinacdo de analitos com diversas
estruturas quimicas e polaridades. Atualmente, tém sido pesquisados novos
sorventes que permitam maior eficiéncia de extracéo, inclusive de analitos muito
polares a partir de matrizes aquosas. Novas fases estacionarias como imuno-
sorventes classe-seletivos (ISPEs do inglés class-selective immuno-sorbents) e
polimeros molecularmente impressos (MIPs do inglés molecularly imprinted
polymers) tem sido sintetizados visando aumentar a seletividade durante a extracao

e, consequentemente, simplificar as etapas de limpeza e deteccdo®.

O procedimento de extracdo constitui-se, basicamente, das seguintes etapas: (a)
ativacdo e condicionamento do sorvente com solvente adequado; (b) aplicacdo da
amostra, para a extracdo dos analitos e de alguns interferentes; (c) limpeza do
cartucho para remocéao de interferentes menos retidos que o analito; e (d) eluicao,

ou dessorcao dos analitos do sorvente?®,
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Tabela 1 - Exemplos de sorventes utilizados em SPE e respectiva matriz para a qual s&o
aplicados [Li et al. 2006]%.

Sorvente Matriz da amostra
N&o-polar: Cig, Cg, Cg, C4, C,, PH, CH, CN Aquosa
Polar: CN, Si, NH,, 20H N&o-polar
Troca cationica: SCX, PRS, CBA Aquosa
Troca anionica: SAX, NH,, PSA, DEA Aquosa
Misturas: Cg + SCX, Cg + SAX, Oasis HLB* Aquosa

* Fabricado por Waters (Milford, USA).

7

A SPE é uma técnica que permite alta recuperacdo dos analitos. Contudo,
geralmente, necessita de grandes volumes de amostra e solvente(s). O uso de
grandes volumes de solventes na etapa de dessorcdo pode levar a diluicdo da
amostra e, consequentemente, a necessidade de etapas adicionais como a
evaporagdo do solvente e reconstituicio do residuo em menor volume de
solvente(s). Nessa situagéo o tempo de andlise e custo serdo aumentados®. Outra
desvantagem é que cerca de 100 mg ou mais de material sorvente sdo normalmente
empregados em SPE. A maior quantidade de fase sdlida associada a maior
guantidade de amostra poderia provocar efeitos residuais, e, portanto, a reutilizacéo
dos cartuchos em SPE néo é recomendada. Como consequéncia, tem-se 0 aumento

do custo por analise®*,

2.2.2 Técnicas modernas

O desenvolvimento de novas técnicas para extracdo em matrizes complexas tem
caminhado no sentido da reducédo do consumo de amostras e de solventes, a fim de
se evitar, ao maximo, a producdo de residuos téxicos que podem ser prejudiciais
tanto ao meio ambiente, quanto a saude humana. O menor consumo de amostras e
de solventes também reduz a exposicdo do analista. Para atender a essa demanda
da quimica verde, tém sido desenvolvidas e pesquisadas diversas técnicas

miniaturizadas.

Atualmente, se tem buscado novas fases estacionarias que possam aumentar a

recuperagdo das substancias de interesse, geralmente presentes em concentragdes



29

muito baixas em amostras biolégicas, e principalmente, objetivando aumentar a
seletividade do processo de extracdo. Uma técnica de extracdo em matriz complexa
seletiva € capaz de eliminar de forma mais eficiente os interferentes da analise, e

com isso, permitir um aumento na vida util do sistema cromatografico.

Outra tendéncia moderna é a automatizacao das técnicas de preparo de amostras,
gue objetivam eliminar erros humanos de manipulacdo, diminuir o tempo de
assisténcia do analista durante a andlise e, consequentemente, o risco de contato

com substancias prejudiciais & satde, além de reduzir o tempo de anélise®,

2.2.2.1 Microextracdo em fase solida

Na microextracdo em fase solida (SPME, do inglés solid-phase microextraction) uma
fibra otica de silica fundida, recoberta com um filme fino de um sorvente sdlido
constitui a fase extratora. Essa fibra & acondicionada dentro da agulha de uma
microseringa para a extracdo dos analitos, conforme Figura 2. A extracdo em SPME
€ baseada no principio cromatografico de particdo entre gas-liquido ou liquido-
liquido. Essa particdo entre a fase estacionaria da fibra e a amostra ocorre até que o
equilibrio seja atingido®. Inimeros parametros podem impactar na eficiéncia da
extracao e, portanto, devem ser otimizados, dentre 0s quais pode-se destacar o tipo
de fibra utilizado, a espessura do filme, a agitacdo da amostra, o tempo e
temperatura de extracdo, volume de solvente orgéanico utilizado, pH e a forca ibnica

dos analitos da amostra 333",

Durante o procedimento de analise, a fibra pode ser apropriadamente posicionada
acima da amostra ou ser mergulhada na solucdo da amostra. No primeiro caso, tem-
se a chamada técnica headspace, na qual a amostra € aquecida e as substancias
volateis sdo adsorvidas na fibra ética que € posta em contato com o vapor da
amostra. Ap0s a extracdo, o0s analitos presentes na fibra sdo geralmente
dessorvidos termicamente pela sua introducdo no injetor aquecido de um
cromatografo a gas. No segundo caso, a fibra é imersa na amostra, mantida sob
agitacdo por tempo determinado para que a extracdo ocorra. Usualmente, os

analitos sdo concentrados por 2 a 15 min e em seguida a agulha é recolhida para
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dentro da seringa. Os analitos sado entdo dessorvidos pelo eluente, que geramente

consiste na propria fase mével usada na separacéo cromatografica®.

Figura 2- Fibra 6tica de silica fundida montada na ponta
da agulha acoplada a seringa para ser utilizada em SPME
[Vas e Vekey, 2004].
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A técnica € aplicavel principalmente as substancias organicas volateis e semi-
volateis e termicamente estaveis, sendo essas dessorvidas e determinadas por
cromatografia gasosa®. A anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE,
ou HPLC do inglés high performance liquid chromatography), normalmente com
deteccdo por espectrometria de massas (MS), é utilizada quando os analitos séo
pouco volateis ou sdo termolabeis. Uma camara de dessorcéo especial (amostrador)
pode ser utilizada para a remoc¢ao dos analitos antes da separacdo cromatografica.
Nesse caso, a propria fase moével é, em geral, empregada como eluente e 0s
analitos s&o transferidos diretamente para a coluna cromatogréafica®. Esse processo

automatizado da SPME é denominado SPME online®..

A utilizacdo da SPME no preparo de amostra permite o desenvolvimento de métodos
mais praticos e rapidos do que aqueles em que utilizam-se a LLE e a PP. Na SPME,

os analitos sdo absorvidos/adsorvidos na fibra e concentrados ao mesmo tempo,
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consistindo em uma Unica etapa. Essa concentragdo é vantajosa, para a detecgéo
posterior dos analitos. Além disso, ao usar a SPME obtém-se extratos mais limpos e
ndo ha consumo de solventes na etapa de dessorcéo®. Entretanto, as opc¢des de
fases estacionarias disponiveis comercialmente sdo limitadas e as fibras podem ser
rompidas ou perder o revestimento a medida que sdo utilizadas. Ademais, o
processo de producédo das fibras leva a uma grande variacdo lote a lote, o que
compromete a reprodutibilidade e robustez dos métodos analiticos™.

2.2.2.2 Microextracdo em sorvente empacotado

Uma nova abordagem, denominada MEPS, foi recentemente desenvolvida por
Abdel-Rehim®. A MEPS é uma técnica de extracdo em fase sélida que pode ser
conectada ao cromatografo a gas ou a liquido sem modificagbes no equipamento.
Esta técnica € uma miniaturizacdo da SPE convencional. Ambas sao eficientes na
remocao de interferentes em matrizes complexas e no isolamento e na concentracao
de analitos. Entretanto, com a MEPS é possivel reduzir a quantidade de reagentes e
amostras, 0 tempo necessario por analise e o numero de etapas. Além disso, o
dispositivo de MEPS pode ser reutilizado de 40 a 100 vezes para amostras de
plasma, enquanto que, na SPE convencional, o cartucho de extracéo é utilizado uma
Unica vez. Dessa forma, esta técnica moderna representa uma alternativa eficiente e
de custo reduzido em relacdo as técnicas convencionais, aplicavel mesmo a

pequenas quantidades de amostra®.

A técnica MEPS apresenta grande flexibilidade por permitir a analise de compostos
polares, apolares, neutros e i6nicos em decorréncia da variedade de fases
estacionarias disponiveis comercialmente: fases normal (silica), reversa (C,, Cg e
Cig), de troca idnica (anidnica e catidnica) e modo misto (Cg associado a troca
catibnica). Além destas, foram descritas na literatura fases com meios de acesso
restrito, interacao hidrofilica, carbono, copolimero de poliestireno-divinilbenzeno,

MIPs ou sorvente organico monolitico®®3°.

Outra vantagem € que esta técnica possibilita a utilizacdo de amostrador automatico
do tipo CTC PAL (Crelab, Knivsta, Suécia). Nessa situagdo, apds o procedimento de

limpeza, a amostra é diretamente introduzida no equipamento onde ocorrera a
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separacdo e deteccao dos analitos. Para acelerar o procedimento, o sistema pode
ser ajustado de modo que a etapa de extracdo pelo MEPS seja realizada
simultaneamente a andlise em cromatégrafo a liquido acoplado a detector por
espectrometria de massas (LC-MS/MS do inglés liquid chromatography tandem
mass spectrometry), ou seja, a medida que uma amostra é extraida a amostra

anterior é analisada no cromatégrafo®®.

A extracao por MEPS segue o mesmo principio da SPE, sendo a principal diferenca
entre as técnicas o dispositivo utilizado. Ao contrario do aparato da SPE, o aparato
da MEPS pode conter apenas cerca de 1 ou 2 mg de material sorvente,
acondicionado em um cartucho com filtros de polietiieno em ambos os lados, o qual

esta inserido em uma agulha fixa no corpo da seringa (Figura 3)*.

Figura 3 - Dispositivo utilizado em MEPS destacando o cartucho de microextragio
inserido na agulha [Abdel-Rehim, 2010]%.
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A pequena quantidade de material sorvente inserido no cartucho possibilita a
utilizacdo de apenas poucos microlitros de amostra e solventes por analise,
enquanto que em SPE sado necessarios volumes da ordem de mililitros. O volume de
amostra empregado em MEPS pode variar de 10 pL a volumes relativamente
grandes, como 1000 pL*®. Além disso, a menor quantidade de material sorvente
proporciona maior eficacia na lavagem do cartucho com pequena guantidade de
solvente. Assim, o efeito residual entre as extracbes pode ser eliminado®. Esta

técnica também possibilita a concentracdo de amostras diluidas, pela realizacéo de
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varios ciclos das etapas de aspiracdo e ejecdo. Outra vantagem importante da
MEPS ¢é a reducao do tempo de andlise de amostras em matrizes biolégicas, uma
vez que a etapa mais demorada do processo analitico, o preparo da amostra, é
simplificada®. Na extracdo com MEPS, por exemplo, ndo s&o necessérias as etapas
de evaporacao de solventes e transferéncia da amostra. O menor nimero de etapas,
além de reduzir o tempo de andlise, evita a perda do analito e favorece a

reprodutibilidade do processo.

As etapas do processo de preparo de amostra em MEPS s&o também semelhantes
as da técnica SPE (Figura 4). A principal diferenca é que o sorvente do MEPS
precisa ser limpo e recondicionado antes de sua reutilizacdo na extragcado seguinte,

enquanto o cartucho SPE é descartado ap0s as quatro etapas basicas do
procedimento.

Durante o desenvolvimento de método de extracdo utilizando MEPS é importante
gue as variaveis sejam otimizadas objetivando obter adequada eficiéncia de
extracdo e limpeza da amostra. Varios testes podem ser necessarios devido ao
grande numero de parametros envolvidos no processo, acarretando em consideravel
consumo de solventes, amostra, tempo, custo, e ademais, comprometendo a
simplicidade, rapidez e economia de materiais anteriormente referidos. Dessa forma,
verificou-se em alguns trabalhos que um planejamento experimental tem sido
utilizado na otimizacdo da etapa de extracdo*. Com o objetivo de avaliar
simultaneamente varios dos parametros que afetam a recuperacao dos analitos pela
técnica MEPS, Magiera et al. (2013), empregaram um planejamento experimental do
tipo Plackett-Burman na etapa de otimizacdo de método para analise de farmacos
anti-inflamatérios nédo esferoidais em urina humana. Neste estudo, apenas 11
experimentos foram realizados, enquanto que para um planejamento completo 128
experimentos seriam necessarios. Todos o0s parametros avaliados (natureza do
sorvente, pH e volume da amostra, tipo e pH do eluente, volume de elui¢cdo, tempo
para secagem do sorvente e solvente de lavagem) foram significativos. Os autores
ressaltaram que a aplicacdo do planejamento experimental foi Gtil na reducdo do
namero de experimentos necessarios para otimizacdo e que o uso de MEPS na
etapa de preparo de amostra permitiu 0 desenvolvimento de um método pratico e

rapido, em que necessitam-se de apenas 20 pL de amostra®.



34

Figura 4 — Procedimento ilustrativo de preparo de amostra
utilizando a técnica MEPS evidenciando as etapas e
suas acdes [Abdel-Rehim, 2004]°.
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Recentemente, um método utilizando MEPS (sorvente Cg) na etapa de extracéo foi
descrito por Vickova et al. (2011) para a quantificacdo de atorvastatina e seus
metabolitos em amostras de soro humano. No mesmo trabalho foi desenvolvido um
método utilizando SPE (sorvente Cjg) para 0 preparo da amostra.
Comparativamente, foram necessarios apenas 50 pL de amostra para analise por
MEPS, enquanto que por SPE o volume foi cerca de 20 vezes maior. Conforme
relato dos autores, a técnica MEPS mostrou-se mais rapida do que a SPE,
necessitando somente 7 min para extracdo dos analitos a partir de soro humano.
Outra vantagem mencionada em relacdo a técnica SPE foi a possibilidade de
reutilizacdo do cartucho MEPS, uma vez que em SPE essa reutilizacdo ndo é
recomendada pelo fabricante. Relatou-se neste estudo que o cartucho MEPS foi
reutilizado por 30 vezes sem perda de eficiéncia de extracdo e sem que fosse
observado efeito residual. Entretanto, Vickova et al. (2011) apontaram algumas
desvantagens do MEPS, todas elas relacionadas a sua utilizacéo offline. Segundo
eles, as desvantagens da técnica MEPS offline sdo necessidade de uso de inserts
(disponiveis comercialmente em volumes relativamente altos, maior ou igual a 100
puL), menor precisdo na medida dos volumes e na velocidade dos ciclos de
aspiracdo/ejecao, de modo que a qualificagdo do analista € essencial para permitir a

repetibilidade dos resultados de recuperacéao dos analitos. Como solugéo para esses
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problemas de precisédo, os autores sugerem o0 uso de volumes superiores a 50 pL.
Ainda na comparacdo das técnicas, 0S autores apontam que existe uma menor
gama de sorventes disponiveis comercialmente para o MEPS do que para SPE
tradicional*.

Em 2012, Rani et al. desenvolveram e validaram um método para deteccdo de
farmacos antiepiléticos em plasma humano e urina usando MEPS Cig e
cromatégrafo a liquido acoplado a detector ultravioleta (LC-UV do inglés liquid
chromatography with ultraviolet detection). Neste método foi necessario apenas 1
mL de amostra, enquanto o uso de SPE demandou cerca de 10 mL. O tempo de
extragdo também atendeu as expectativas, e ocorreu em 1,5 min obtendo-se boa
recuperacdo dos analitos (88,5% a 99,3%). Rani et al. observaram que apenas 35
pL de eluente eram suficientes para obter recuperacédo adequada e que o aumento
desse volume para 50 pL, além de ndo aumentar a recuperagcdo, abaixava a
sensibilidade do método. Os autores ainda avaliaram o solvente de lavagem e o
numero de ciclos de aspiracao/ejecao da amostra. Oservou-se que 0 uso da mistura
agua e metanol na etapa de lavagem do sorvente diminuia a recuperacdo dos
farmacos e que 50 pL de agua eram suficientes para obtencéo dos extratos limpos.
Com relacdo ao numero de ciclos na extracao, afirmaram que a recuperacao € tanto

maior quanto maior for o nimero de ciclos e fixaram o niimero de 10 ciclos™.

Em 2004, Abdel-Rehim et al. desenvolveram um método para determinacdo de
olomoucina em plasma humano usando apenas 1 mg de polimero de poliestireno
como sorvente. Somente 50 pL de plasma fortificado e cerca de 35 pL de metanol
foram gastos em todo o procedimento de extracdo. A seringa MEPS foi conectada a
um amostrador, o que possibilitou o ajuste da velocidade dos ciclos de
aspiracdo/ejecdo da amostra. Segundo estes autores, os ciclos devem ocorrer de
forma lenta para permitir adequada eluicdo da amostra, e, portanto, optaram por 20
uL s™. Apos a extracdo, a amostra foi injetada diretamente em LC-MS/MS. Além
disso, na validacdo do método desenvolvido por Abdel-Rehim et al. (2004) nédo se

observou interferente algum na regido de interesse®.

Em outro trabalho publicado em 2006, Abdel-Rehim e Dahlgren usaram

metilcianopropil e silarilano (50:50) dissolvido em diclorometano na concentracdo de
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1,5 mg mL™ no preparo do revestimento polimérico da silica do cartucho do MEPS.
O resultado final foi um sorvente constituido de silica revestida com polimero de
metilcianopropil e silarilano. O MEPS foi entdo utilizado na extracdo de ropivacaina
em plasma humano, sendo necessarios apenas 10 UL de amostra e 10 pL de agua
na lavagem do sorvente para retirada de interferentes. Na etapa de dessorcao foram
utilizados 20 pL de mistura de acetonitrila e 4gua (50:50) ou 10 pL de acetonitrila. No
primeiro caso, os analitos foram quantificados por LC-MS/MS, e no segundo a
separacdo/deteccdo dos analitos ocorreu por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas™.

Outro formato de MEPS, que incorpora uma valvula no corpo da seringa permitindo
que a direcdo do fluxo do liquido seja manipulada, foi recentemente divulgado®.
Nesse estudo a incorporacdo de duas valvulas permitiu um fluxo independente de
eluente e amostra. Como resultado, menor efeito residual da codeina foi observado
guando comparado com o MEPS convencional. Desta forma, ndo foram necessarios
muitos ciclos de aspiracédo/ejecdo na etapa de lavagem do cartucho antes de sua
reutilizacdo, e assim, o consumo de solventes e, principalmente, o tempo para o
preparo da amostra foram menores. Durante a analise de cada amostra, apenas
cerca de 5 min foram gastos na etapa de extracdo. Ademais, o novo formato MEPS
aumentou a sensibilidade do método, uma vez que o0s analitos foram
suficientemente dessorvidos em baixo volume de eluente. Segundo Candish e
colaboradores, com este novo dispositivo a necessidade de otimizacdo do volume

do eluente foi eliminada®.

Diversos outros trabalhos empregando MEPS na etapa de preparo de amostras
biologicas (urina, saliva, plasma humanos) tém sido descritos na literatura (Tabela
2). Conforme pode-se observar a fase reversa tem sido amplamente empregada em
MEPS e em analises de farmacos em plasma humano. Além disso, a técnica MEPS
possibilita baixo consumo de amostra, adequada recuperacdo dos analitos e baixos

limites inferiores de quantificacao (LIQ).
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Tabela 2 — Métodos para quantificacéo de analitos em amostras biol6gicas preparadas pela técnica MEPS.

Resultados
) Sorvente Amostra, o
Analitos Recuperacéo L Referéncia
(mg) Volume (uL) LIQ (ug mL™)
(%)
. . 0,0008 (OLZ)
Clorpromazina (CPZ), haloperidol
_ _ o 80% Cg e 0,001 (CPZ e CLOZ)
(HAL), ciamemazina (CYA), quetiapina Plasma, Fonseca et
_ _ 20% SCX 62,0 -92,0 0,004 (LVMP, QTP e 45
(QTP), clozapina (CLOZ), olanzapina 4 250 cva) al. 2013
(OLZ), levomepromazina (LVMP)
0,006 (HAL)
_ o 64,7 — 68,2 (AM) Rodrigues
Amiodarona (AM), desetilamiodarona Cis Plasma,
58,6 — 62,3 0,1 et al.
(DES) 4 100 46
(DES) 2013
Oxcarbamazepina, carbamazepina, Cis Plasma Rani et al.
o 89,9 a 99,4 0,0001 a7
fenitoina, alprazolam 4 1000 2012
Plasma e saliva, 0,002 (RISP),
Risperidona (RISP), 9- c 100 900 0,003 (90HR) Mandrioli et
> )
hidroxirisperidona (9OHR) ° . al. 2011
Urina, 0,004 (RISP),
100 0,006 (90OHR)

/continua
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Tabela 2 (Continuacdo e conclusio)

Resultados
] Amostra, .
Analitos Sorvente Recuperagéo L Referéncia
volume (pL) LIQ (ug mL™)
(mg) (%)
Metadona (MTD), buprenorfina (BPN), 0,00025 (BPN e N-BPN) o
) Cs Plasma, Somaini et
norbuorenorfina (N-BPN), naloxona >85,0 0,003 (MTD) 29
4 100 al. 2011
(NLX) 0,00013 (NLX)
Citalopram (CIT), mirtazapina (MIR), 0,025 (MIR)
) _ Cs e SCX Plasma, Chaves et
paroxetina (PAR), fluoxetina (FLU), - 0,010 (CIT e SER) 50
_ 2 400 al. 2010
sertralina (SER) 0,020 (PAR e FLU)
Oxcarbazepina (OX) e seus Cis Plasma, 86 5 0,050 (OX) Saracino et
> )
metabdlitos (MET) 4 50 0,125 (MET) al. 2010**
42,4 - 49,6 (LID
livre)
' . . Morales-
Lidocaina (LID), mepivacaina (MEP), Cis Plasma, 78,4 - 80,2 (MEP 0,01 (farmacos livres) Cid et al
id et al.
bupivacaina (BUP) 4 200 livre) 0,001 (total) 20095
20,0 - 24,5 (BUP
livre)
. _ - Plasma, 250 - 5 (LC-UV) Said et al.
Ciclosfosfamida 53
C, Plasma, 50 - 0,5 (LC-MS/MS) 2008
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2.2.3 Determinacdo de farmacos antidiabéticos orais em plasma humano

Na literatura, h& relatos de varios métodos para a quantificacdo de farmacos
antidiabéticos orais em plasma humano (Tabela 3), todos empregando técnicas
convencionais de preparo de amostras (PP, LLE e SPE) e detecc¢ao principalmente
por LC-UV.

Como exemplos de solventes para extracdo em LLE, citam-se diclorometano®’>**°,
mistura de diclorometano e alcool isoamilico™®, dietil éter®” e mistura de dietil éter e
hexano (80:20)*®. A acetonitrila tem sido o solvente mais utilizado como agente
precipitante na extracdo por PP>%%%¢16283 'Em noucos estudos relatou-se o emprego
de SPE para o preparo de amostra de plasma humano contendo os antidiabéticos
orais CL, GZ e GM. Entretanto, Lakshmi et al. (2011) e Kundlik et al. (2012),
utilizaram cartuchos SPE Oasis HLB empacotados com sorventes de fase

reversa®+%,
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Tabela 3 - Métodos para quantificacéo de farmacos antidiabéticos orais (clorpropamida, CL; gliclazida, GZ, e glimepirida, GM) em plasma

humano preparado por diferentes técnicas.

o Volume Resultados
Técnica de _

_ Faixa de Método .

Analitos preparo de 1 o Recuperacgéo LIQ Referéncia
(ng mL™) amostra analitico L
amostra (%) (g mL™)
(mL)

Danlami et

CL PP 2000 — 40000 1 LC-UV - 2 66

al. 2011

Bakare et

CL LLE 0 — 40000 0,5 LC-UV - - 54

al. 2008
Odunola et

CL LLE 1000 - 50000 0,5 LC-UV 98,9 1 18

al. 2007
Chua et al.

CL LLE 0 — 50000 1 LC-UV 99,2 5 -

1998

Bakare et

CL LLE 1000 - 50000 0,5 LC-UV 95,8 1 17

al. 1994

Capilar

PP LC-MS/MS Feng et al.

GZ . 200 — 10000 0,010 100,0 0,2 &7

microLLE MALDI- 2009
TOF MS

/continua
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o Volume Resultados
Técnica de _ )
) Faixa de Método o
Analitos preparo de 1 o Recuperacéo LIQ Referéncia
(ng mL™) amostra  analitico L
amostra (%) (Mg mL™)
(mL)
10 — 2000 (BEN e
_ 0,002 (BEN e
Benazepril (BEN), GZ G2) Hu et al.
PP 0,1 LC-MS/MS > 90,0 G2) 68
e valsartan (VAL) 100 - 20000 2009
0,020 (VAL)
(VAL)
Mendes et
GZ LLE 20 — 10000 0,2 LC-MS/MS > 84,0 0,020 53
al. 2007
Foroutan et
GZ PP 10 - 5000 0,45 LC-UV 94,9 0,010 60
al. 2006
Ling et al.
GZ LLE 2,5-2000 0,2 LC-MS/MS 97,9 0,0025 6
2006
GB, GZ, GLP, PIO, 100 - 100000 99,4 01 Venkatesh
repaglinida (REP) e LLE (300 — 100000 - LC-UV et al.
o (0,3 para GB) 70
rosiglitazona (ROS) para GB) 2006
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o Volume Resultados
Técnicade _ )
) Faixa de Método o
Analitos preparo de 1 o Recuperacéo LIQ Referéncia
(ng mL™) amostra  analitico L
amostra (%) (Mg mL™)
(mL)
71,0a83,6
7,8 —4678,9
(MEF) 0,0078 (MEF) Zhong et al.
MEF e GZ PP (MEF) 02  LC-MS/MS o
88,1 a104,0 0,010 (G2) 2005
10 - 10000 (GZ2)
(G2)
Kuo et al.
GZ PP 0,05-4,00 uM 0,1 LC-ED >99,1 50 nM 61
2005
Park et al.
GZ PP 100 — 10000 0,5 LC-UV > 80,0 0,1 7
2004
Najib et al.
GZ PP - 0,5 LC-UV 92,5 0,20 73
2002
Poirier et
GZ LLE 100 — 12800 0,25 LC-UV - 0,1 24
al. 1987
100 — 250 (ROS)
97,70 (ROS) 0,1 (ROS) El-Enany et
ROS e GM PP 125 - 12500 1 LC-UV 6
98,10 (GM) 0,125 (GM) al. 2012

(GM)
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Técnica de _ Volume de Resultados
_ Faixa Método _
Analitos preparo de L amostra o Recuperacgéo LIQ Referéncia
(ng mL™) analitico L
amostra (mL) (%) (Mg mL™)
Kundlik et
GM SPE 2,0 - 650,0 0,2 LC-MS/MS 81,9 0,002 -
al. 2012
0,024 (ROS)
0,036 (PI1O)
0,035 (GLP) Lakshmi,
ROS, PIO, GLP, GZ,
o 0,030 (G2) K.S.e
REP, nateglinida SPE 50 - 2000 - LC-UV 75,5a84,5 .
0,020 (REP) Rajesh, T.
(NGL), GB e GM 75
0,020 (NGL) 2011
0,040 (GB)
0,038 (GM)
Lakshmi,
GLP, ROS, PIO, GB e 1 K.S.e
PP 100 — 100000 LC-UV 90,0 0,1 .
GM Rajesh, T.
2011%
Noh et. al.
GM PP 0,2 — 200 0,1 LC-MS/MS 84,7 0,0002

2011°°
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Técnica de _ Volume de Resultados
_ Faixa Método .
Analitos preparo de L amostra o Recuperacgéo LIQ Referéncia
(ng mL™) analitico L
amostra (mL) (%) (Mg mL™)
10 — 1500
(MEF)
0,010 (MEF) Sengupta
2,5-500
MEF, GM e PIO LLE (M) 0,5 LC-MS/MS 93,0 0,0025 (GM) etal.
0,0025 (P10) 2009°°
2,5-1000
(PIO)
Chakradhar
GM LLE 0,02 - 100,00 0,2 LC-MS/MS 87,3 0,00002 etal.
2008"°
Yuezueak
GM LLE 5-1000 0,5 LC-MS/MS 88,7 0,005 etal.
2007”7
Pistos et.
GM LLE 0,50 — 1000 1 LC-MS/MS 95,6 0,0005

al. 2005%
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Técnica de _ Volume de Resultados
_ Faixa Método .
Analitos preparo de L amostra o Recuperacgéo LIQ Referéncia
(ng mL™) analitico L
amostra (mL) (%) (Mg mL™)
18,8
(concentragao )
_ Dotsikas et
GM LLE 2,0 -500,0 0,35 LC-MS/MS baixa) 0,002 78
_ al. 2005
24,4 (media)
22,7 (alta)
Song et al.
GM PP 10 - 400 0,9 LC-UV - 0,010 63
2004
Salem et al.
GM LLE 5,0 —500,0 1 LC-MS/MS 86,4 a92,0 0,0005 57
2004
Kim et al.
GM LLE 0,1-200 1 LC-MS/MS 71,2a79,8 0,0001 7
2004
LLE 0,1 -500 1 75,5 0,0001 _
Kim et al.
GM SPE 0,5-500 1 LC-MS/MS 85,5 0,0005 9004
PP 1,0 - 500 0,2 98,1 0,001
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2.3 Colunas cromatograficas empacotadas com particulas de nucleo fundido

Recentemente, foram introduzidas no mercado colunas cromatograficas contendo
particulas de nacleo fundido. Essas particulas possuem a parte externa porosa de
0,5 pm e um nucleo sélido de 1,7 pm, constituido por silica fundida (Figura 5)%.
Uma das grandes vantagens do uso dessas particulas € o menor caminho de
difusdo quando comparadas com particulas inteiramente porosas (colunas
convencionais). Esse reduzido caminho intra-particula favorece a transferéncia de
massa, aumentando a eficiéncia de separacdo e reduzindo o alargamento de
bandas. Além disso, proporcionam menor pressao no sistema cromatografico do que
as particulas menores que 2 um (sub—2 um), podendo ser empregadas em sistemas
de HPLC convencionais e sob altas vazdes da fase movel. Dessa maneira,
separacoes rapidas sédo possiveis em um sistema de HPLC convencional com alta
eficiéncia e resolugcdo. Outra caracteristica é a distribuicio homogénea das
particulas de mesmo tamanho no leito cromatografico, o que leva a um robusto
empacotamento das particulas. Ademais, as colunas de nudcleo fundido sdo menos
suscetiveis a problemas de obstrucdo do frit (porosidade do frit de 2 um), muito
frequentes em colunas sub-2 pum (porosidade do frit de 0,5 um), principalmente em

anélises de amostras de matrizes complexas®®%.

Figura 5 — Micrografia de particulas de ntcleo fundido
de 2,7 um utilizadas como fase estacionaria de colunas
cromatogréficas analiticas [Salisbury et al. 2010]%.

Camada porosa

Zaku



47

Em uma abordagem da quimica verde, um estudo recente foi publicado por Abdel-
Rehim et al. (2013) empregando microcolunas no desenvolvimento de método
bioanalitico, a técnica MEPS no preparo de amostra, LC-MS/MS na etapa de
separacdo cromatografica e o analito AZD6319 (um novo pré-farmaco para o
tratamento da doenca de Alzheimer). As microcolunas testadas foram BEH (Csg; 0,3
x 50 mm; 1,7 um; Waters, Manchester, USA), Halo (Cig; 0,3 x 50 mm; 1,7 pm;
Advanced Material Technologies, Wilmington, USA), BEH (Cig; 1,0 x 50 mm; 1,7 um;
Waters, Manchester, USA), ACE (Cis; 1,0 x 50 mm; 3,0 um; Advanced Material
Technologies, Wilmington, USA) e ZirChrom-PBD (1,0 x 50 mm, 3,0 um; ZirChrom
Separations, Anoka, USA). Segundo os autores, todas apresentaram exatiddo e
precisdo satisfatérias, e eficiéncia cromatografica sob baixa pressdo do sistema foi
obtida com a utilizacdo de coluna de particulas de nudcleo fundido HALO. Abdel-
Rehim et al. (2013) concluiram que o uso de microcolunas em bioandlises é
vantajoso por aumentar a sensibilidade do método quando comparado com colunas
convencionais, como também por reduzir o tempo da corrida cromatografica, e

consequentemente o consumo de solventes e o custo por andlise®.

Objetivando obter um método rapido, Magiera et al. (2013) utilizaram MEPS na
etapa de preparo de amostra, coluna de nucleo fundido (Agilent, PoroShell 120 EC-
Cig; 100x3,0 mm; 2,7 um) na etapa de separacdo e realizaram a deteccdo por
HPLC-UV. Os autores concluiram que o emprego das técnicas MEPS/HPLC-UV com
colunas de nucleo fundido possibilitaram o desenvolvimento de método rapido e

pratico®.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar método para determinacdo de farmacos antidiabéticos orais
em amostras de plasma humano utilizando a técnica MEPS na etapa de preparo de
amostra, a técnica HPLC com coluna contendo particulas de nucleo fundido na
separacao e deteccao por espectrofotometria na regido do ultravioleta na etapa de

guantificagéo.

3.2 Objetivos Especificos

o Desenvolver e otimizar método de identificacdo e quantificacdo dos farmacos
clorpropamida, glibenclamida (padréo interno), gliclazida e glimepirida utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia por meio de coluna contendo particulas de
nucleo fundido e deteccédo por espectrofotometria no ultravioleta (HPLC-UV).

o Desenvolver e otimizar método de preparo de amostra por MEPS para
determinacdo de clorpropamida, glibenclamida (padrdo interno), gliclazida e
glimepirida em plasma, empregando planejamento experimental.

o Validar o método desenvolvido empregando a técnica MEPS de acordo com a
RDC 27/2012 ANVISA.

o Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de plasma humano
provenientes de voluntarios nos quais os farmacos foram administrados, conforme
resolucdo CNS 196/1996 CONEP.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Substéncias quimicas de referéncia (SQR), matérias-primas e

medicamentos

o Clorpropamida SQR (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
/INCQS - Brasil), lote 1019.

o Glibenclamida SQR (INCQS - Brasil), lote 1018.

° Gliclazida SQR (INCQS — Brasil), lote 1057.

o Glimepirida SQR (United States Pharmacopeia (USP) — EUA), lote GOK135.

o Clorpropamida matéria-prima adquirida na Farmacia Artesanal (Belo
Horizonte, Brasil) e fabricada por Kothari Phytochemicals International (Nagari,
India), lote CP 1007, pureza 100,12%.

o Glibenclamida matéria-prima doada pela Fundacdo Ezequiel Dias (Belo
Horizonte, Brasil) e fabricada pela Cadila Pharmaceuticals (Ahmedabad, Gujarat,
India), lote 0OGLL0O09, pureza 99,50%.

o Gliclazida matéria-prima doada pela CIFARMA (Belo Horizonte, Brasil) e
fabricada pela Shandong Keyuas Pharmaceutical (Jinan, Shandong, China), lote
0809130, pureza 99,10%.

o Glimepirida matéria-prima doada pela CIFARMA (Belo Horizonte, Brasil) e
fabricada pela Mantena Laboratories (Nalgonda Dist, Andhra Pradesh, India), lote
GD/021/11/2011, pureza 99,96%.

o Diabinese® comprimidos — 250 mg (Laboratério Pfizer Ltda. — S&o Paulo,
Brasil).
o Diamicron® MR comprimidos de liberacdo modificada — 30 mg (Laboratério

Servier do Brasil Ltda — Rio de Janeiro, Brasil).
o Glimepirida comprimidos (medicamento genérico) — 4 mg (Sandoz do Brasil

Indastria Farmacéutica Ltda — Cambé, Brasil).
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4.1.2 Reagentes e vidrarias

o Acetonitrila e metanol grau HPLC e citrato de sédio dihidratado (J. T. Baker —
Xalostoc, México).
o Acido citrico monohidratado P.A. e carbonato de sédio anidro P.A. (Labsynth
— Diadema, Brasil).
. Acido fosférico 85% e hidroxido de sodio P.A. (Merck — Darmstadt,

Alemanha).

o Bicarbonato de sodio P.A. Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

. Fosfato de potassio monobésico (Sigma Aldrich — Steinheim, Alemanha).

o Membranas filtrantes hidrofilicas de acetato e nitrato de celulose 0,45 pm
47 mm.

o Agua ultrapura (purificada em sistema Direct-Q 3 Millipore).

o Pipetas e balGes volumeétricos calibrados.

. Tubos Falcon de 15 mL e de 50 mL.

o Tubos Eppendorfde 1,5 mL e de 2,0 mL.

o Vidraria comum de laboratério, como béqueres e kits de filtrac&o.

o Agulha a vacuo para coleta de sangue (25x0.8mm(21G), suporte para agulha
(canh&o), garrote, algodéo, escalpe e alcool 70% para coleta de sangue.

o Tubo de 9 mL para coleta de sangue a vacuo contendo anticoagulante

heparina sédica.

4.1.3 Amostras bioldgicas

Amostras de sangue de voluntarios sadios foram coletadas no Laboratério de
Hematologia Clinica da Faculdade de Farmacia da UFMG. O sangue dos individuos
foi utilizado no preparo da fracdo de plasma desprovido de medicamentos (plasma
branco). Amostras de sangue de trés voluntarios que fizeram uso dos farmacos
antidiabéticos orais foram obtidas 2, 6 e 3 h apds administracdo de 250 mg de CL,
90 mg de GZ e 4 mg de GM, respectivamente. O tempo de coleta foi escolhido
conforme tmax apresentado no item 2.1.1.1. Estas amostras também foram coletadas
no Laboratério de Hematologia Clinica. Cada voluntario fez uso de apenas um dos

medicamentos.
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As coletas foram realizadas utilizando tubos contendo heparina sddica. ApGs coleta,
as amostras de sangue foram centrifugadas a 480xg por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante (plasma) foi devidamente separado e armazenado a temperatura de -
70 °C até o momento de seu uso.

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética da UFMG, protocolo CAAE
01892012.0.0000.5149.

4.1.4 Equipamentos e materiais

o Agitador de tubos Vortex Phoenix Luferco modelo AP56 (Araraquara, Brasil).
o Aparelho de ultrassom Maxclean modelo 1400 (S&o Bernardo do Campo,
Brasil).

o Balanga micro-analitica BP 210D Sartorius com precisdéo de 0,01 mg

(Goettingen, Alemanha).

o Cartuchos MEPS Cig contendo 4 mg de sorvente, tamanho de particula 45
um, tamanho do poro 60 A, P/N 2900501, lote K06-A0495, SGE Analytical Science
(Victoria, Australia).

o Centrifuga Jouan modelo MR 23 | (Saint-Herblain, Franca).

o Coluna cromatografica Kinetex Cis (100 x 4,6 mm; 2,6 pm; Phenomenex
Torrance, USA), gentilmente doados pela Allcrom (Sao Paulo, Brasil).

o Cromatografo a liquido de alta eficiéncia Agilent HP-1200, com forno, injetor
automatico e detector ultravioleta-visivel de arranjo de diodos (UVVis/DAD) Agilent
(Santa Clara, USA).

o Estufa a vacuo Fanem 091 (S&o Paulo, Brasil).

o Estufa a seco B180 Nabertherm (Lilienthal, Alemanha).

o Freezer 220 V REVCO modelo UTL-2186-5-D34 (Garden Grove, USA).

o Kit de desenvolvimento MEPS lote K06-A0498, SGE Analytical Science
(Victoria, Austrélia).

o KrudKatcher Ultra HPLC filtro em linha com profundidade de 0,5 um e
diametro interno de 0,004 in, cédigo 120879901, referéncia AF0-8497 (Phenomenex,
Torrance, USA), gentilmente doado pela Alicrom (S&o Paulo, Brasil).

o Seringa 250 pL lote K12-C0009, SGE Analytical Science (Victoria, Australia).
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o Sistema de purificacdo de agua Direct-Q 3 Millipore (Billerica, USA).

o Micropipeta Brand 100 — 10 pL Transferpette® 07X4002 (Essex, USA).

o Micropipeta Thermo Scientific 1000 — 100 pL Finnpipette® F3 DJ02027 CE
(Waltham, USA).

o Potenciémetro Metrohm 827 pH LAB e eletrodo Metrohm 6.0228.010 pH 0 —
14,0 - 80 °C NTC, 3M KCL (Sao Paulo, Brasil).

o Refrigerador comercial de grande porte 894 L Gelopar modelo GRCS-4PV

(Araucéria, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo de solugdes

Solucées estoque de CL, GZ, GM e GB na concentracdo de 0,5 mg mL™ foram
individualmente preparadas pela dissolucdo de 12,5 mg de cada farmaco em
acetonitrila e agua 4:1 (v/v). Em seguida, 1 mL de cada solucédo estoque foi diluida
em acetonitrila e agua 1:1 (v/v) para obter uma solucgéo trabalho na concentracéo de
100 pug mL*, que por sua vez foi usada para fortificar o plasma humano na
concentracdo de 4 pg mL™. Todas as solucdes estoque foram armazenadas a 4 °C

por 1 més.

Durante a validacdo do meétodo, solucdes estoque de CL, GZ, GM e GB na
concentracdo de 5 mg mL*, 32 mg mL? 05 mg mL* e 1,25 mg mL*
respectivamente, foram preparadas dissolvendo-se quantidades apropriadas do
padrdao SQR de cada farmaco em acetonitrila e agua 4:1 (v/v). Volumes apropriados
de solucdo estoque foram individualmente diluidos em acetonitrila e agua 1:1 (v/v)
para obter solucdes intermediarias: 1000 pg mL™ de CL, 320 pg mL™ de GZ e 41,8
pug mL* de GM. Solucbes estoque e intermediaria foram usadas para preparar
solucdes de trabalho. Solucdes estoque e intermediaria foram armazenadas por pelo
menos 40 dias a 4 °C (exceto solucao estoque da CL). A solucéo trabalho do padréo
interno (P1) contendo 225 ug mL™ de GB (obtida pela diluicdo da solucdo estoque),
bem como a prépria solugéo estoque do Pl contendo 1250 pg mL™ de GB, foram

estocadas a 4 °C por 33 dias. Solugbes de trabalho foram sempre preparadas no
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mesmo dia da analise. O prazo de estocagem das soluc¢des foram definidos em teste

de estabilidade dos farmacos em solucéo.

4.2.2 Desenvolvimento do método bioanalitico para determinacdo de CL, GZ,
GM e GB em plasma humano

4221 Otimizacdo dos parametros instrumentais e das condicdes

cromatograficas

Inicialmente, alguns parametros cromatograficos (mistura de acetonitrila e solucéo
de fosfato de potassio monobasico 10 mM pH 3,0 na proporcao 55:45 como fase
mével, 30 °C como temperatura do forno da coluna e comprimento de onda igual a
230 nm) foram definidos®*. Objetivando obter um método mais eficiente, rapido e
moderno, empregaram-se na separagao cromatografica uma coluna contendo
particulas de nucleo fundido Kinetex C;g (100 x 4,6 mm; 2,6 um) e o cromatografo a
liquido Agilent HP1200.

Configuragcbes do equipamento que poderiam comprometer a eficiéncia
proporcionada pela coluna de nucleo fundido, foram otimizadas. Foram avaliados
por meio de testes uni-variados: como as dimensdes (diametro e comprimento) da
tubulacéo (volume extracoluna de aproximadamente 43,98 e 26,06 L), o volume de
injecdo (5, 10 e 20 pL), as diferentes vazées (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 mL min™),
a frequéncia de aquisicdo dos dados e o tempo de resposta do detector (20 Hz/0,1 s,
10 Hz/0,5 s, 2,5 Hz/2 s e 0,62 Hz/8 s). Essas avaliacbes foram realizadas pela

injecdo de solugéo de uracila a 5 ug mL™* em comprimento de onda igual a 254 nm.

Em seguida, otimizou-se a separacdo dos farmacos antidiabéticos orais CL, GZ, GM
e GB preparados em solucées padrdo na concentracdo de 5 ug mL™. Diferentes
proporcdes da mistura de acetonitrila e fosfato de potassio monobéasico 10 mM pH
3,0 (50:50; 55:45 e 60:40) e vazdes da fase mével foram testados, mantendo-se fixo
o comprimento de onda de deteccdo em 230 nm. Ajustes na frequéncia de aquisicéo
dos dados / tempo de resposta do detector também foram realizados objetivando
reduzir o ruido da linha de base. Alteracdes na proporcdo e vazdo da fase movel,

bem como no tamanho da tubulacdo, foram necessarias para reduzir a pressao do
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sistema. Os ajustes foram realizados durante o desenvolvimento do método
analitico. Assim como o volume de injecdo da amostra também foi avaliado

anteriormente a validacdo com o intuito de aumentar a sensibilidade do método.

As condi¢cdes cromatogréficas do método desenvolvido e validado constam na

Tabela 4. A eluicdo foi isocratica.

Tabela 4 - Condigbes cromatogréaficas do método desenvolvido e validado para determinag&o
de clorpropamida (CL), gliclazida (GZ) e glimepirida (GM) utilizando glibenclamida (GB) como
PI.

Parametro Condicao
Coluna Kinetex Cis (100 x 4,6 mm; 2,6 pum)
Fase movel Acetonitrila: solucao fosfato de potassio
monobasico 10 mM pH 3,0 (60:40)
Vaz&o 1,2 mL min*
Comprimento de onda 230 nm
Volume de injecao 20 pL
Frequéncia de aquisicao dos dados/ 10 Hz/0,5 s

tempo de resposta do detector

4.2.2.2 Otimizacdo das condicOes para o preparo de amostra por meio de
MEPS

Inicialmente, solucdes de CL, GZ, GM, GB a 4 ug mL™ em agua (em substituicdo ao
plasma humano) foram utilizadas como amostra para avaliar a extracao dos analitos
pelo sorvente Cig, bem como avaliar as etapas de limpeza do cartucho MEPS. No
estudo da etapa de lavagem, também foram empregadas amostras de plasma
humano contendo CL, GZ, GM e GB, a 4 pg mL™. Avaliou-se o uso de 4 ciclos de
100 yL de agua ultrapura na etapa de lavagem entre a extracdo e dessorcao pelo
MEPS. Similarmente, 4 ciclos de 100 pL de acetonitrila seguido de 4 ciclos de agua
ultrapura foram testados na etapa de lavagem apos dessorcdo dos analitos e antes
da reutilizacdo do cartucho MEPS. O volume de cada ciclo foi fixado conforme
conveniéncia na utilizacdo da seringa MEPS, respeitando o recomendado pelo

fabricante. As solucdes utilizadas nas etapas de lavagem e a amostra de agua (que
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inicialmente continha CL, GZ, GM e GB a 4 pg mL™) foram injetadas no sistema
cromatografico. Além disso, as extracdes em plasma foram executadas em dias

diferentes.

Na otimizacdo dos demais parametros foram utilizadas ferramentas da quimiometria.
As etapas de extracdo e de dessorcdo foram estudadas separadamente, uma vez
gue essas etapas sao independentes. Na construgcdo dos planejamentos
experimentais foram estudados os parametros considerados inicialmente os mais
importantes para cada etapa. Essa selecdo objetivou reduzir o numero de
experimentos necessarios em cada planejamento. Os niveis, por sua vez, foram

definidos de acordo com a literatura®,

Na etapa de extracao foi empregado um planejamento fatorial fracionario (PFF) meia
fracdo com dois niveis e quatro variaveis (PFF 2*1) e ponto central. Na Tabela 5,
sédo apresentados 0s niveis para cada variavel estudada. Usualmente volumes entre
10 — 250 pL de amostra sdo utilizados no preparo de amostra com MEPS®.
Entretanto, devido as baixas concentracfes plasmaticas dos farmacos antidiabéticos
orais, se fez necessario escolher niveis relativamente maiores para o parametro
volume da amostra (x;). A diluicio da amostra (x;) e o numero de ciclos de
aspiracdes e ejecdes (xz), por sua vez, usualmente sdo reduzidos*®. Por isso, foram
escolhidos niveis que levassem a uma menor diluicdo da amostra e possibilitassem
trabalhar com poucos ciclos de aspiracdo/ejecdo. Os niveis do pH da solucéo
tampéo (x4) foram definidos conforme testes iniciais envolvendo o plasma humano
contendo os farmacos e o tampéo (descritos detalhadamente em resultados) nos
guais observou-se turvacdo do plasma quando alguns valores de pH do tampéao
foram empregados. O volume de amostra aspirado pela seringa em cada ciclo foi

fixado em 100 pL e acetonitrila foi o solvente escolhido para a eluicdo dos analitos.

No total foram executados 11 experimentos para avaliar a etapa de extracdo. Oito
deles correspondem ao planejamento fatorial em si, e trés ao ponto central,
conforme apresentado na Tabela 6. Na elaboracdo da matriz do planejamento, a
variavel x4 foi obtida pelo produto das variaveis x1, X2 e x3. Os experimentos foram

realizados aleatoriamente, conforme definido no Software Statistica 7.0.
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Tabela 5 - variaveis e seus respectivos niveis do PFF 2t para otimizacdo da etapa de
extracdo por MEPS.

Niveis
Variavel (x;)
-1 0 +1
Volume da amostra (uL) (x1) 100 250 400
Diluicdo da amostra (x2) 1:1 1:2 1:3
pH da solugéo tampé&o (xs) 2,5* 6,0** 9,5***
Numero de ciclos de aspiracoes e ejecdes (Xa) 5 10 15

Em que: -1 = nivel inferior, 0 = ponto central, +1 = nivel superior. * Tampé&o citrato pH 2,5. ** Tampéao
citrato pH 6,0. **Tampdao carbonato/bicarbonato pH 9,5.

Tabela 6 - Experimentos do PFF 2% para otimizacéo da etapa de dessorgéo por MEPS.

Numero do Nivel de cada variavel

experimento X1 X2 X3 X4
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0

X1 @ X4 representam as variaveis da etapa de extragédo, em que x; = volume da amostra, X, = diluicdo
da amostra, x3 = pH da solu¢éo tamp&o, x, = nimero de ciclos de aspira¢gbes e ejecdes. -1 = nivel
inferior da variavel, 0 = ponto central, +1 = nivel superior da variavel.

Para avaliar os parametros que afetam a dessorcéao, foi usado planejamento fatorial
completo com 2 niveis e 2 variaveis (PFC 22). As variaveis e niveis avaliados estao
descritos na Tabela 7. As proporcdes de 50% e 100% de acetronitrila foram
estudadas na etapa de dessorcdo dos analitos pelo MEPS, pois os farmacos
antidiabéticos orais mostraram em testes iniciais serem muito sollveis nesse
solvente. No caso do parametro niumero de ciclos de aspiracdo e eje¢do, a escolha

dos niveis se deu pela necessidade de pelo menos 100 pL de amostra apos
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dessorcdo dentro do insert para permitir sua injecdo no sistema cromatogréfico.
Portanto, o nivel mais baixo foi fixado em 2. O nivel mais alto foi 4 para possibilitar
uma melhor avaliacdo desse parametro. Os 4 experimentos desse planejamento
(Tabela 8) foram realizados em duplicata e de forma aleatéria. O volume de eluente

aspirado pela seringa em cada ciclo foi fixado em 50 uL de acordo com a literatura®.

Tabela 7 - variaveis e seus respectivos niveis do PFC 22para otimizacéo da etapa de
dessorgdo por MEPS.

L Niveis
Variaveis (yi) T <)
Proporcao acetonitrila (y1) 50% 100%
Numero de ciclos de aspiracao e ejecao (y») 2 4

Tabela 8 - Experimentos do PFC 2° para otimizacédo da etapa de dessor¢&o por MEPS.
Nivel de cada variavel

Experimento

Y1 y2
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1

y1 € Y, representam as variaveis da etapa de dessor¢do, em que y; = propor¢ao de acetonitrila, y, =
ndmero de ciclos de aspiracéo e ejecdo. -1 = nivel inferior da variavel, +1 = nivel superior da variavel.

Todos o0s experimentos dos planejamentos experimentais foram executados
utilizando MEPS nas seguintes condi¢des seringa de 250 pL e 4 mg de material
sorvente C;s. Antes de ser usado pela primeira vez, o sorvente foi condicionado com
250 puL de metanol seguido de 250 puL de agua. O plasma foi fortificado com os
farmacos para obter concentracdo de 4 ug mL™* e, posteriormente foi diluido com
tampdo. Em seguida, 100 pL dessa mistura foram aspirados e ejetados
manualmente empregando MEPS, sendo a amostra descartada no frasco original.
Na sequéncia, o sorvente foi lavado 4 vezes com 100 L de agua para a remocéao de
interferentes. Por fim, os analitos foram dessorvidos com ciclos de 50 uL do eluente.
Antes de ser reutilizado, o cartucho contendo o sorvente foi lavado e recondicionado

4 vezes com 100 pL de acetonitrila, seguido de 4 vezes com 100 uL de agua.
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Na etapa de analise dos resultados obtidos pelos planejamentos experimentais foi
utilizado o software Statistica 7.0 (StatSoft, Victoria, Austrélia). A estimativa do erro
puro, que é o erro experimental, foi calculada a partir das replicatas do ponto central
no caso do PFF 2*! (n=3) e a partir das replicatas reais no PFC 2% (n=2). O ponto
central, no primeiro caso, foi adicionado com objetivo de possibilitar o calculo do erro

experimental sem aumentar muito o nimero de experimentos®.

Apés o estudo das etapas de extracdo e dessorcao e antes da validacdo do método
bioanalitico, foram executados testes variando o volume de plasma (100 e 400 L)
com o objetivo de melhorar a sensibilidade do método de modo a permitir sua

aplicacao as amostras de plasma humano.
4.2.3 Validagao do método bioanalitico

A validacdo do método bioanalitico foi realizada de acordo com a Resolucdo da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC
27/2012%. Foram avaliados os parametros seletividade, efeito residual, linearidade,
precisdo, exatidao, recuperacéao, limite de quantificacdo e limite de deteccdo. Além
disso, foram realizados estudos de estabilidade dos farmacos em liquidos biologicos
e nas solucdes padrdao estoque (maior concentracdo) e trabalho (menor
concentracdo). Todos os experimentos foram realizados usando plasma fortificado
com solucbes padrdo dos farmacos em concentracdes que incluem o0s niveis

terapéuticos normalmente encontrados em pacientes.

Para a avaliacdo da seletividade foram utilizadas amostras de plasma de 6 origens
diferentes. Dessas, cinco amostras de sangue foram coletadas pela manha de
individuos em leve desjejum (para obtencdo das amostras normais e plasma
hemolisado) e uma coleta pés-prandial (para obtencédo do plasma lipémico). O leve
desjejum se caracteriza por uma alimentacdo pouco caldrica e sem alimentos que
contenham xantinas (como café preto e chocolates). Quatro amostras seguiram
procedimento normal de preparo do plasma sem ser induzido a hemdlise (plasma
normal). Em uma amostra induziu-se a hemdlise das hemacias, através de ciclos de

resfriamento e agitacdo em vortex. Entretanto essa amostra apresentou coloracao



59

superior ao esperado. Por isso, ela foi diluida utilizando fracdo de plasma branco.
Por fim, obtiveram-se 2 amostras de plasma hemolisado diluidas (Figura 6), que
foram utilizadas no teste seletividade. Dessa forma, foram analisadas 7 amostras de
plasma: 4 normais (sem hemdlise e coletado em leve desjejum, designadas como
Normal 1, Normal 2, Normal 3, Normal 4), 2 hemolisadas (designadas como
Hemolisado Ha e Hemolisado Hb) e 1 lipémica (designada Lipémico).

Figura 6 - Coloragdo das amostras de plasma hemolisado
(H, Ha e Hb) e fragcdo de plasma branco normal (N) usado no
preparo de Ha e Hb, que por sua vez foram utilizadas no teste
seletividade (Ha, plasma hemolisado diluido com plasma
branco na proporc¢éo 1:10; Hb, plasma hemolisado diluido
com plasma branco na proporgao 1:20).

B

As 7 amostras distintas de plasma foram fortificadas com os farmacos antidiabéticos
orais na concentracao do limite inferior de quantificacdo (LIQ). Os resultados obtidos
foram comparados com as respectivas amostras processadas do plasma branco

(isento de analito) de cada uma das 7 matrizes para a avaliagcdo do seletividade do
meétodo.

O efeito residual foi avaliado por meio da injecdo de uma mesma amostra de plasma
branco por trés vezes: uma injecdo antes e duas injecdes apés a injecado do limite
superior de quantificacdo (LSQ).
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A linearidade foi avaliada em 3 curvas independentes de calibracdo preparadas em
dias diferentes. As curvas de calibracdo consistem em uma amostra branca (matriz
processada sem PIl), uma amostra zero (matriz processada com PIl) e 6 niveis de
concentracdo de plasma fortificado com os antidiabéticos orais. As curvas de
calibracao foram construidas nas seguintes concentracdes: 1,0; 2,0; 10,0; 20,0; 35,0
e 50,0 pg mL™ para CL; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pg mL™* para GZ and 0,1; 0,2;
0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 pg mL™ para GM. Apés o plasma ter sido fortificado nessas
concentracdes de cada farmaco (CL, GZ e GM) e antes da extracdo pelo MEPS, PI
foi adicionado para atingir a concentracdo de 10,7 pg mL"* de GB. O limite de
quantificagdo foi definido como a menor concentracdo mensuravel com relacdo
sinal/ruido nédo inferior a 10. O limite de detecc¢éo foi definido como 1/3 do limite de

quantificagéo.

Precisdo e exatidao intracorrida e intercorrida foram determinadas pela analise de
amostras (n=5) contendo quantidade conhecidas dos farmacos em 5 niveis de
concentracéo (LIQ, controle de qualidade baixo (CQB), controle de qualidade médio
(CQM), controle de qualidade alto (CQA) e controle de qualidade de diluicdo (CQD)
em trés dias de analise, de acordo com Tabela 9. A concentracdo da amostra CQD
foi definida como 1,5 vezes a concentracdo do LSQ. Antes da extracéo pelo MEPS,
essa amostra foi diluida com plasma branco na proporcéo 2:1 (v/v) e concentracoes
iguais ao do LSQ foram obtidas (50,0 pg mL™ para CL, 10,0 ug mL™ para GZ and
1,0 pg mL™* para GM). O estudo da precisdo e exatiddo da amostra CQD permite

avaliar se é possivel guantificar o analito apés a diluicdo do plasma humano.

A recuperacao dos analitos e do PI foi realizada pela comparacdo dos resultados
obtidos da extracdo de amostras fortificadas em 3 concentracfes (CQB, CQM e
CQA) com a matriz extraida pelo MEPS adicionada posteriormente de padrdes nos

mesmos niveis de concentracdo que representam 100% de recuperacéao.
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Tabela 9 - Niveis de concentragéo dos analitos clorpropamida (CL), gliclazida (GZ) e
glimepirida (GM) para validacao bioanalitica por HPLC-UV.

Concentracdo do analito (ug mL™)

Nivel

CL GZ GM
LIQ 1,00 1,00 0,10
COB 3,00 3,00 0,30
COM 21,25 4,89 0,49
COA 42,50 8,50 0,85
CQD 75,00 15,00 1,50

Em que: CQB corresponde a 3 vezes o valor do LIQ, CQM ao valor médio aproximado entre CQB e
CQA, e CQD a 1,5 dovalor de LSQ.

A estabilidade dos farmacos CL, GZ e GM em plasma humano foi avaliada em
diferentes circunstancias: estabilidade apoés trés ciclos de 12 h de congelamento a -
70 °C e descongelamento a temperatura ambiente, estabilidade de curta duracgéo,
estabilidade de longa duracéo, e estabilidade pos-processamento. A estabilidade de
curta duracao foi avaliada mantendo-se as amostras sobre a bancada a temperatura
ambiente por 24 h. Apds esse periodo as amostras foram processadas e na
sequéncia injetadas em cromatografo a liquido. Na estabilidade de longa duracéo,
por sua vez, as amostras foram analisadas apos 60 dias de congelamento a -70 °C.
Por sua vez, no teste da estabilidade pdés-processamento, as amostras foram
mantidas no injetor por 48 h antes de iniciar a analise cromatografica. Amostras de

CQB e CQA foram analisadas em replicata (n = 3).

Além disso, a estabilidade de CL, GZ, GM e PI nas solucfes estoque e trabalho
foram avaliadas pela comparacdo dos resultados entre uma nova solucdo e
solucdes armazenadas por 40 dias (33 dias para CL e PI) a 4 °C. Nessa avaliacéo
foram utilizadas solucéo estoque de maior concentracdo e solucdo de trabalho de

menor conce ntrac;éo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacdo dos parametros instrumentais e das condi¢gdes cromatograficas

Na otimizagdo dos parametros instrumentais, verificou-se que a tubulagdo com
menor diametro e comprimento (volume extracoluna de 43,98 uL antes e 26,06 pL
depois da otimizagdo), assim como o menor volume de inje¢éo (5 pL) diminuem a
dispersdo extracoluna. Observou-se também que quanto maior a frequéncia de
aquisicdo de dados do detector e menor tempo de resposta, menor € o alargamento
de bandas. Por isso, a principio, esse parametro foi fixado em 20 Hz/0.1 s. Apés a
otimizag&o instrumental a variancia extracoluna diminuiu de 86,6 pL? para 24,1 pL?
usando uracila a 5 pg mL™, acetonitrila e solugéo de fosfato de potassio 10 mM pH
3,0 (55:45) como fase mével, vazdo de 0,1 mL min™ e comprimento de onda igual a
254 nm.

Em seguida, para otimizar a separacdo dos farmacos antidiabéticos orais, diferentes
proporcdes de acetonitrila e solucdo fosfato de potassio monobasico 10 mM pH 3,0
foram testadas (50:50; 55:45 e 60:40). Por fim, a mistura acetonitrila e solucéo
fosfato 10 mM pH 3,0 (50:50) na vazdo de 1,5 mL min™ foi definida como fase mével.
O comprimento de onda foi fixado em 230 nm, conforme descrito nha monografia da
glibenclamida comprimidos. Por meio de espectros dos farmacos (apresentados no
item 5.3.1, Figura 14) verificou-se que o comprimento de onda 230 nm
correspondia, aproximadamente ao maximo de absor¢do no UV de todos os
antidiabéticos em estudo (CL, GZ, GM e GB) e, portanto era adequado para a sua
deteccdo. Por meio da injecdo de solucbes contendo os farmacos isoladamente,

definiu-se a ordem de eluicdo, conforme mostrado na Figura 7.

Na sequéncia, objetivando reduzir o ruido da linha de base e com isso aumentar a
sensibilidade do método, variaram-se a frequéncia de aquisicdo de dados e o tempo
de resposta. Conforme pode-se observar na Figura 7, o ajuste em 20 Hz/0,1 s gera
um ruido da linha de base superior ao obtido com 10 Hz/0,5 s. Por outro lado, uma
maior frequéncia de aquisicdo de dados e um menor tempo de resposta tende a
reduzir a variancia extracoluna ®’. Entretanto, observa-se também na Figura 7 que

nao houve um demasiado alargamento de pico quando o detector foi ajustado em 10



63

Hz/0,5 s. Portanto, a frequéncia de aquisicdo de dados / tempo de resposta do
detector escolhida para o método foi de 10 Hz/0,5 s. O método desenvolvido foi

utilizado na otimizacdo dos parametros do MEPS.

Figura 7 - Cromatogramas obtidos pela inje¢do da solugdo padrdo contendo 5 pg mL™ de
cada farmaco em acetonitrila: agua (4:1). A mesma solucéo foi injetada alterando apenas a
frequéncia de aquisicdo de dados / tempo de resposta (em que, F10 corresponde a 10 Hz/0,5 s
e F20 a 20 Hz/0,1 s). Em (A) observa-se a separacdo cromatogréfica entre os farmacos e, em
(B), o ruido dalinha de base.
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Durante as andlises da otimizacdo da extracdo em plasma, observou-se um
aumento significativo na pressao do sistema. Para solucionar o problema, o
comprimento da tubulacdo pré-coluna foi reduzido, conectando o tubo que sai do
injetor diretamente na coluna (sem passar pelo forno da coluna). Notou-se reducéo
na pressdo. Além da reducdo da pressao do sistema, observou-se também a
possibilidade de obtencdo de um método ainda mais rapido com adequada
resolucdo entre os picos. Para tanto, a fase movel foi alterada, com aumento da
proporcdo de acetonitrila para 60% e a reducdo da vazdo de 1,5 mL min™ para 1,2
mL min™. Como consequéncia da alteracdo da fase mével o método se tornou mais
rapido, com reducdo do tempo de corrida em 1 min (de 3,2 min para 2,2 min). A
reducdo no comprimento da tubulacdo pré-coluna associada a alteracdo na fase
moével proporcionaram uma reducéo significativa da pressao do sistema de cerca de

320 bar para aproximadamente 240 bar.

Antes da validacdo do método, também foi necessario alterar o volume de injecédo da
amostra com o intuito de aumentar a sensibilidade do método. A area foi aumentada
de 55,1 para 224,8 quando 20 pL foram injetados ao invés de 5 pL (utilizando 400 uL
de plasma humano contendo 4 pg mL™ dos analitos na etapa de preparo de
amostra). Desta forma, o volume de injecdo do método foi fixado em 20 pL. Apos a
alteracdo dos parametros mencionados o meétodo foi validado para andlise de

amostras biologicas.

5.2 Otimizacao das condi¢cOes para o preparo de amostra por meio de MEPS

Em testes preliminares, utilizando como amostra solucdo aquosa contendo CL, GZ,
GM e GB a 4 ug mL™*, observou-se que, ap6s a etapa de extracdo do MEPS, parte
dos analitos permaneciam na amostra, cerca de 40,4% de CL, 21,3% de GZ, 27,5%
de GB e 28,7% de GM nao foram extraidos pelo sorvente. Por outro lado, uma boa
parcela dos analitos (45,1% para CL, 52,8% para GZ, 38,7% de GM e 42,5% de GB)
foi extraida, indicando que o cartucho MEPS C,s foi adequado, porém era
necessario otimizar os demais parametros com o intuito de melhorar a extracéo e,

posteriormente, a recuperacao dos analitos.
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As injecOes das solugdes de lavagem (4 ciclos) indicaram que apenas cerca de 5,1%
da CL e 1,4% de GZ (para a amostra de agua) e 2,9% de CL (para a amostra de
plasma humano) foram eluidos juntamente com a &agua durante a limpeza do
cartucho antes da etapa de dessorgdo. Os demais analitos (GM e GB) ndo foram
eluidos nessa etapa de limpeza. Além disso, extratos limpos foram obtidos quando
plasma humano foi utilizado como amostra. Como n&o houve uma eliminagéo
excessiva dos analitos e os interferentes foram adequadamente retirados, os 4 ciclos

de 100 pL foram definidos para essa etapa do processo.

Nos cromatogramas das solucdes de lavagem obtidas apdés a dessorcdo dos
analitos e antes do reuso do MEPS, n&o foram encontrados picos no mesmo tempo
de retencdo dos analitos. Desta forma, o efeito residual entre as extra¢cdes néo foi
observado e a lavagem final foi fixada em 4 ciclos de 100 uL de acetonitrila seguidos

de 4 ciclos de 100 pL de agua ultrapura.

Além disso, observou-se que um numero de ciclos de limpeza relativamente grande
(4 ciclos dos solventes de lavagem) era necessario para evitar entupimento do
cartucho, e consequentemente, aumentar sua vida util. Os cartuchos foram

utilizados cerca de 26 a 125 vezes.

Nos testes preliminares, observou-se que repetibilidade entre as extracdes em

plasma humano, utilizando a técnica MEPS offline (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados preliminares utilizando MEPS para extrag&o de clorpropamida (CL),
gliclazida (GZ), glimepirida (GM) e glibenclamida (GB) a partir de plasma humano.

_ Area obtida em cada analise DPR*** entre
Analito
Dial Dia 2* Dia 3** as areas
CL 24,00 27,65 20,62 12,4
Gz 21,55 27,48 21,18 12,5
GM 30,90 38,91 31,03 11,3
GB 32,25 40,51 32,98 11,4

* Cada valor corresponde a média de 3 resultados. ** Cada valor corresponde a média de 2
resultados.** DPR = desvio padréo relativo.
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O pH estudado no PFF** foi definido conforme Tabela 5, pois notou-se turvacdo do
plasma humano contendo CL, GZ, GM e GB a 4 pg mL™ apés adicéo de solucdes na
faixa de pH entre 3,0 e 5,0. Essa faixa de pH é proxima do ponto isoelétrico da
albumina (que é cerca de 4,7) e por isso leva a precipitacédo de proteinas®. Valores
de pH inferiores a 2,5 poderiam danificar o material sorvente do MEPS (constituido
de silica ligada a Cjg) e portanto, ndo foram utilizados. Ainda com relacdo as
solucdes usadas para ajustar o pH da amostra, notou-se maior turvacdo quando foi
utilizada a solugédo fosfato de potassio ao invés do tampédo citrato (Figura 8).
Quando o tampéo citrato pH 3,0 foi utilizado, uma leve turvacéo foi observada.
Porém, usando solucdo tampao citrato pH 2,5 (ao invés do pH 3,0) a mistura
pareceu totalmente limpida. Dessa forma, para evitar o entupimento do cartucho
MEPS, a melhor opc¢éao foi usar uma solucdo tampéao citrato pH 2,5.

Figura 8- Aspecto de amostras de plasma humano
contendo clorpropamida (CL), gliclazida (GZ),
glimepirida (GM) e glibenclamida (GB) a 4 ug mL™* (100 pL)
apo6s adicdo de‘%ferentes solucgdes pH 3,0 (300 pL).

Plasma humano Plasma humano
fortificado diluido fortificado diluido com
com tampéo citrato solugéo fosfato de

pH 3,0 na potassio pH 3,0 na
proporgéo 1:3. proporgéo 1:3.

Antes de realizar os testes do PFF**, algumas extracdes em plasma humano foram
executadas objetivando avaliar se o uso do tampdo citrato pH 2,5 poderia
comprometer a extracdo. Como os valores médios de areas obtidos (22,78 para CL,

24,73 para GZ, 32,65 para GM e 32,70 para GB) aproximaram-se dos resultados
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mostrados na Tabela 10. O tampao citrato pH 2,5 foi utilizado nos testes

subsequentes.

A acetonitrila foi o solvente escolhido para a eluicdo dos analitos por ser o solvente
constituinte da fase movel e porque demonstrou, em testes de solubilidade dos

farmacos, melhor capacidade de solubiliza-los do que o metanol.

A variavel forca ibnica, a principio, também seria estudada. Entretanto, assim como
descrito para o pH, notou-se turvagdo da amostra de plasma humano fortificado com
os analitos quando pequena quantidade de cloreto de sédio (5% e 10% p/v) foi
adicionada.

A recuperacdo dos analitos foi a variavel usada como resposta nos planejamentos
experimentais. Os valores de recuperagcdo para cada farmaco e em cada
experimento do PFF 2*' sdo apresentados na Tabela 11. Todos os parametros
testados nesse planejamento foram estatisticamente significativos (limite de
confianca de 95%), entretanto o pH e o volume da amostra foram os parametros
mais importantes (Figura 9). A diluicdo da amostra, por sua vez, foi o parametro

menos importante.

Os resultados demonstram uma tendéncia de alta recuperacdo em pH 2,5, 15 ciclos
de aspiracao/ejecao, diluicdo da amostra de 1:1 e volume da amostra de 100 pL.
Tendo em vista que os analitos testados tem pKa préximo a 5,0 (CL 4,71; GZ 6,07;
GM 5,1; GB 5,11), em pH 2,5 praticamente todas as moléculas estdo na forma néo
ionizada. Por isso, esse pH foi o mais adequado para a extracdo dos farmacos. O
melhor nimero de ciclos de aspiracdo/ejecdo da amostra foi 15, pois quanto maior o
namero de ciclos, mais vezes o amostra contendo os analitos entra em contato com
0 sorvente e com isso maior tende a ser a extracdo. Por sua vez, uma baixa diluicdo
(1:1) favoreceu a extracdo porque permitiu maior concentracdo dos analitos na
amostra do que quando as diluicdes maiores (1:2 e 1:3) foram utilizadas. O volume
de amostra mais baixo (100 pL) foi o que levou a melhor recuperacédo dos analitos,
possivelmente, porgue todo o volume da amostra passa mais vezes pelo sorvente
do que quando volumes superiores de amostra sdao empregados. Dessa forma,

esses niveis foram fixados, com excecao da diluicdo da amostra e niUmero de ciclos.
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A diluicdo da amostra foi alterada para 1:2 porque 1:1 gerou uma alta pressao no

cartucho MEPS, o que poderia reduzir sua vida util e entupir os filtros (frits) mais

rapidamente. Dez ciclos de aspiracdo/ejecao foram escolhidos ao invés de 15 ciclos

objetivando reduzir o tempo e simplificar o procedimento de extracéo.

Tabela 11 - Recuperacéo obtida em cada experimento do PFF 2" e para cada farmaco
antidiabético oral (clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, glimepirida, GM e glibenclamida, GB).

NGmero do Variaveis Recuperagéo (%)
experimento | X; X2 X3 X4 CL Gz GM GB
1 -1 -1 -1 -1 83 96 95 88
2 1 -1 -1 1 42 73 81 74
3 -1 1 -1 1 95 108 115 114
4 1 1 -1 -1 19 26 28 27
5 -1 -1 1 1 8 30 15 40
6 1 -1 1 -1 0 6
7 -1 1 1 -1 1 15 4
8 1 1 1 1 1 6
9 0 0 0 0 1 38 29 20
10 0 0 0 0 1 38 24 15
11 0 0 0 0 1 39 29 18

X1 @ X4 representam as variaveis da etapa de extracdo, em gue, x1 = volume da amostra, X2 = diluicdo
da amostra, x3 = pH da solug&o tampéo, x4 = niUmero de ciclos de aspiracdes e ejecdes. -1 = nivel
inferior da variavel, 0 = ponto central, +1 = nivel superior da variavel.
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Figura 9 - Graficos de pareto obtidos pelo PFF 2** mostrando as variaveis (X1, X, X3, Xs) que

afetam a etapa de extracdo dos antidiabéticos orais.
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No planejamento experimental para a etapa de dessor¢céo, ambos 0s parametros
avaliados (porcentagem de acetonitrila e nimero de ciclos de aspiracfes do eluente
através do cartucho) foram significativos a 95% de confianga, sendo que o melhor
resultado foi encontrado em maiores porcentagens de acetonitrila e quando um
maior nimero de aspiracdes do eluente através do cartucho foi aplicado (Tabela 12
e Figura 10). A Figura 11 evidencia que quanto maior a porcentagem de acetonitrila
e quanto maior o numero de ciclos de aspirac6es do eluente através do cartucho
maior € a recuperacao dos analitos. Entretanto, o uso de 4 ciclos de 100% de
acetonitrila ndo seria interessante por dois motivos. O primeiro é o grande volume de
solvente necessario, no total de 200 pL de acetonitrila. O segundo motivo é que essa
grande proporgao de acetonitrila ndo permitiria a injecao direta da amostra (analito
dessorvido na acetonitrila) no cromatografo a liquido, necessitanto de uma etapa
adicional de diluicdo com agua apenas para correcao da forca da amostra. Ainda, de
acordo com a curva de niveis dos farmacos (Figura 11), observa-se que com 70%
de acetonitrila e 3 ciclos de aspiracao/ejecado de 50 pL, uma alta recuperacdo pode
ser obtida. Nessa condicdo, no minimo 70% de recuperacdo dos farmacos é
esperado. Além disso, um menor volume de dessorcao (150 pL ao invés de 200 pL)
possibilita maior concentracdo dos analitos na amostra ap0s dessor¢cao e com iSso
favorece sua deteccao no UV. Dessa forma, essas condi¢cdes (3 x 50 puL de 70% de

acetonitrila) foram definidas para os proximos testes.

Tabela 12 - Recuperagéo obtida em cada experimento do PFC 2° e para cada farmaco
antidiabético oral (clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, glimepirida, GM, e glibenclamida, GB).

Numero do Variaveis Recuperacéo (%)

_ Replicata

experimento Y1 Y2 CL GZ GM GB
1 1 -1 -1 58 78 81 82
2 1 1 -1 75 92 102 98
3 1 -1 1 71 92 100 95
4 1 1 1 104 106 126 125
5 2 -1 -1 68 88 87 86
6 2 1 -1 72 88 99 96
7 2 -1 1 74 93 100 96
8 2 1 1 106 105 120 124

y1 € y2 representam as variaveis da etapa de dessorcéo, em que, y1 = proporc¢do de acetonitrila, yo =
namero de ciclos de aspiracéo e ejecao. -1 = nivel inferior da variavel, +1 = nivel superior da variavel.



Variavel: Recuperagio Clorpropamida

7777777777

B

444444

H
p=,05 p=,05




72

Baseado no planejamento experimental, 100 puL de amostra de plasma foi a
condicdo que mostrou maior recuperacgdo. Visando aumentar a detectabilidade dos
farmacos e permitir sua aplicagdo em amostras de voluntarios, testes univariados
foram executados. Observou-se que 400 pL de amostra de plasma levam a uma
maior sensibilidade, aumentando a area dos picos cromatograficos dos farmacos em
meédia de 2,13 vezes (de 105 para 225 quando 20 pL foram injetados). A
recuperacédo dos analitos usando 400 pL de amostra, por sua vez, foi reduzida de
116% para 58% (em média).

Em seguida, foram realizadas andlises utilizando 400 puL de amostra de plasma
humano fortificado com CL, GZ, GM e GB a 100 ng mL™ com o objetivo de avaliar a
se esse volume seria adequado ao método bioanalitico, tendo em vista as baixas
concentragcfes plasmaticas desses analitos em usuarios dos antidiabéticos orais.
Apesar da reducao da recuperacdo pela metade, o maior volume de amostra (400
pL) foi escolhido porque permitiu melhor deteccao de todos os analitos (CL, GZ, GM

e GB) mesmo em concentracdes baixas (Figura 12).

Figura 12 — Cromatogramas do plasma branco, solugdo padrdo 100 ng mL™? e amostrade
plasma humano fortificado a 100 ng mL™ usados na avaliacéo do volume de amostra que
permitiria adequada sensibilidade ao método.
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Nota-se pela Figura 12 que GM a 100 ng mL™ poderia ser quantificada por este
método, uma vez que ndo ha picos intereferentes no mesmo tempo de retencéo e a
relacdo sinal ruido é superior a 10. Devido a grande interferéncia no tempo de
retencdo da GB e a sua baixa concentracao plasmatica normalmente encontrada em
humanos, a aplicacdo do método para quantificacdo desse farmaco nao seria
possivel. Com base neste resultado e levando-se em consideracdo a similaridade
entre os quatro farmacos estudados, a GB foi definida como Pl. Além disso, é
importante ressaltar que como os farmacos antidiabéticos orais em estudo ndo séo
administrados simultaneamente na terapéutica. Dessa forma, GB ndo estara
presente em amostras de pacientes usuarios dos demais farmacos (CL, GZ e GM) e,
portanto, é adequada como PI. Para os farmacos CL e GZ foram observados alguns
picos interferentes que prejudicariam a suas respectivas quantificagbes na
concentracdo 100 ng mL™. Por isso, optou-se por aumentar a concentragéo do limite
inferior da faixa de trabalho de CL e GZ para 1000 ng mL™. Essa concentracéo de
CL e GZ pode ser encontrada em amostras de pacientes (conforme Cyax descrito no
item 2.1.1.1). O aumento do LIQ de CL e GZ permitiu obter relacdo sinal ruido

superior a 10.

Assim, o procedimento definido para a extracdo foi: amostra de plasma humano
fortificado com solucéo de trabalho do PI na proporcao 400:20 (v/v) foram agitados
vigorosamente por 30 s e centrifugados a 480 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi filtrado em membrana de 0,45 um e transferido para um tubo limpo. Depois, 420
pL de plasma contendo o PI foram pipetados e diluidos com 780 pL de tampéao
citrato pH 2,5 (1:2). A amostra com tampao foi agitada por 1 min antes da etapa de
extracdo. Em seguida, a amostra foi manualmente aspirada e ejetada pelo sorvente
do MEPS (10 ciclos de 100 uL). Na sequéncia, o sorvente foi lavado com agua (4 x
100 pL) para remover interferentes e os analitos foram dessorvidos com 150 pL de
70% de acetonitrila em agua (3 x 50 pL). Antes de ser reutilizado, o sorvente foi
lavado/recondicionado com 4 x 100 pL de acetonitrila pura seguido por 4 x 100 uL de

agua ultrapura.

O tempo de preparo de cada amostra foi de cerca de 10 minutos. O processo pelo
modo offline mostrou ser reativamente lento quando comparado com dados da

literatura para MEPS online e quando técnicas mais sensiveis como LC-MS/MS séao
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empregadas. Menores volumes de amostra e solventes (do que os obtidos neste
trabalho), possivelmente, seriam necessarios caso uma técnica de detec¢do mais
sensivel fosse utilizada. Nesse caso, um menor numero de ciclos provavelmente
poderia ser empregado, com consequente diminuicdo do tempo de analise. O uso do
dispositivo MEPS online, a principio, também tornaria o método mais rapido, pois as
etapas de preparo de amostra e separacao cromatografica poderiam ser executadas
ao mesmo tempo. Outra vantagem do dispositivo MEPS online em relagdo ao modo
offine é a possibilidade de programacdo de todo o processo. Isso permite um
adequado ajuste do fluxo da amostra e solucdes pelo MEPS, facilitando a eluicdo e
evitando erros de manipulacdo. Entretanto, o método desenvolvido mostrou grandes
vantagens em relagcdo as técnicas convencionais de preparo de amostra, tais como

praticidade e eficiéncia na retirada de interferentes da matriz.

5.3 Validag&o do método bioanalitico

5.3.1 Seletividade

Picos interferentes no mesmo tempo de retencédo dos analitos de interesse (CL, GZ
e GM) mostraram respostas (area do pico) menores que 20% da area obtida com
amostras na concentracdo do LIQ. De forma semelhante, picos interferentes
préximos ao tempo de retencdo do Pl mostraram resposta menor que 5%. Na Figura
13, é apresentada a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos da amostra branco e
amostras de plasma fortificado na concentracdo do LIQ e nas diferentes matrizes
(Normal 1, Normal 2, Normal 3, Normal 4, Lipémico, Hemolisado Ha e Hemolisado
Hb). Nota-se que em nenhuma das amostras foram observados muitos picos

interferentes no mesmo tempo de retencdo dos analitos.

Objetivando identificar os picos de CL, GZ, GM e GB, espectros na regido do UV de
amostras fortificadas no nivel de concentracdo do LIQ foram obtidos e comparados
com os espectros de solucdes padréo no nivel de CQB (Figura 14). A similaridade
entre 0s espectros das amostras e dos padrdes permitiram a identificacdo dos picos

dos farmacos e a confirmacao da seletividade do método.



Figura 13 - Cromatogramas obtidos a partir de plasma branco e amostras de plasma fortificadas com os farmacos
clorpropamida (CL), gliclazida (GZ) e glimepirida (GM) para fins de teste seletividade.
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Figura 14 - Espectros UV obtidos de uma amostra fortificada com clorpropamida (CL),
gliclazida (GZ2), glimepirida (GM) e glibenclamida (GB) no nivel LIQ e os respectivos espectros
obtidos pelas solu¢bes padrdo na concentracdo de CQB.
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5.3.2 Efeito residual

Conforme apresentado na Figura 15, todas as injecdes do plasma branco, antes e

depois da injecdo do plasma fortificado na concentracdo do LSQ,

foram

semelhantes. Além disso, as respostas dos picos interferentes foram menores que

20% que as respostas do plasma fortificado na concentracdo do LIQ para CL, GZ e

GM, e menor que 5% para o PI (Figura 16).
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Figura 15 - Cromatogramas das inje¢cdes da amostra branco, sendo a primeira injegéo do
branco antes dainjecédo do LSQ e a segunda e a terceira injecdes do branco apds ainjecao do

Resposta (mAU)

(em que CL = clorpropamida, GZ = gliclazida, GM = glimepirida e GB = glibenclamida).
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5.3.3 Linearidade

Todas as curvas de calibragéo (y = ax + b) obtidas em plasma humano para CL, GZ
e GM pela construcdo do gréfico concentracdo do farmaco (x, ug mL %) versos razéo
entre a resposta da area do pico do farmaco (CL, GZ ou GM) e a resposta da area
do pico do PI (y) foram lineares na faixa testada para cada analito (Tabela 13). De
acordo com a legislagao vigente, padrdes da curva de calibracdo sao aceitos quando
um desvio da concentracdo nominal € menor que 20% para LIQ e 15% para outros
niveis. Pelo menos 75% das respostas dos padrées de calibragdo mostraram seguir

esse critério. Os resultados do método proposto satisfizeram aos requisitos. Além

disso, os coeficientes de determinacao (r?) foram maiores que 0,9903.

Tabela 13 - Parametros de linearidade obtidos para cada farmaco antidiabético oral
(clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, e glimepirida, GM).

Analito Dia de Faixa de trabalho | Inclinagdo | Intercepto 2
andlise (ng mL ™) dareta (a) (b)
1 0,0675 0,0119 0,9994
CL 2 1,0-50,0 0,0726 —-0,0128 0,9980
3 0,0740 0,0193 0,9973
1 0,0647 0,0056 0,9973
GZ 2 1,0-10,0 0,0670 0,0052 0,9936
3 0,0667 -0,0010 0,9985
1 0,0811 0,0044 0,9957
GM 2 0,1-1,0 0,0832 -0,0024 0,9903
3 0,0838 -0,0031 0,9953

5.3.4 Preciséao e Exatidao

Os resultados obtidos nos testes de precisdo e exatidao (intracorrida e intercorrida)
sao apresentados na Tabela 14. Todos os valores foram menores que o limite de
20% para LIQ e 15% para os niveis CQB, CQM, CQA e CQD. O maior valor obtido
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no teste precisdo foi de 14,4% quando amostras de CQB foram analisadas (no
segundo dia de analise e para o analito CL). No teste de exatiddo foram observados
desvios de até -17,8% (dia 1, CL) e 14,7% (dia 3, CL no nivel CQB) em relacdo ao
valor nominal das amostras de LIQ e das amostras de controle de qualidade,

respectivamente.

Alguns desvios em relagdo ao valor nominal no teste de exatidao (calculado como
erro padréo relativo, ERP, conforme RDC 27/2012) foram negativos, indicando que
algumas amostras apresentam concentracdo inferior a nominal, e, portanto, a
exatiddo é inferior a 100%. Da mesma forma, os valores positivos significam que
algumas amostras testadas apresentaram concentracao superior ao nominal, logo, a

exatiddo é maior que 100%.



Tabela 14 - Resultados obtidos nos testes de preciséo e exatiddo para os farmacos antidiabéticos orais (clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, e
glimepirida, GM).

Precisao (DPR%) Exatiddo (EPR%)
Analito Nivel de Intracorrida Intracorrida
concentragéao Intercorrida Intercorrida
Dia 1* | Dia2* | Dia 3* Dia 1* Dia 2* Dia 3*
LIQ 3,8 57 3,8 11,3 -17,8 -14,6 6,8 8,5
CcQB 5,5 14,4 3,0 9,4 4,5 9,2 14,7 -9,5
CL CQM 1,0 4,0 5,6 5,6 -6,1 2,4 -6,6 3,4
CQA 1,0 4,7 4,3 3,8 -6,3 -4,3 -8,2 6,3
CQD 4,9 2,9 2,3 8,4 -9,1 8,8 -3,3 1,2
LIQ 1,9 8,2 6,7 10,0 -5,5 10,5 -7,3 0,8
CcQB 1,4 3,7 2,1 6,3 -14,4 0,5 -6,8 6,9
GZ CQM 0,8 8,1 4,2 8,5 -2,7 8,7 -7,8 0,6
CQA 1,2 3,3 2,6 4.4 -2,8 -1,0 -9,7 4,5
CQD 7,7 2,2 2,3 9,0 -0,4 14,5 -1,0 -4.4
LIQ 51 5,2 12,1 7,6 -16,1 -6,1 -14,8 12,3
cQB 2,2 2,6 1,8 5,5 -8,3 1,7 -10,4 5,7
GM CQM 1,8 9,2 0,8 8,2 -8,4 6,7 -7,8 3,2
CQA 1,0 5,6 0,8 54 -3,3 1,0 -10,3 4,2
CQD 3,0 1,0 0,5 6,7 10,2 9,9 -2,4 -5,9

*Cada valor é a média de 5 valores independentes.
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5.3.5 Recuperacgéo

A Tabela 15 mostra os resultados da recuperacdo dos analitos. Kim et al. (2004)
compararam diferentes técnicas de preparo de amostra na andlise de GM em
plasma humano. De acordo com estes autores a recuperacgéo a 200 pg mL™ foi de
77,1% e 85,4% quando LLE e SPE foram utilizados, respectivamente®. Conforme
descrito na Tabela 15, a recuperacdo média da GM a 300 pg mL™ (CQB) foi 71,9%,
valores aproximados dos encontrados no trabalho de Kim et al. (2004) para LLE e
para SPE.

Tabela 15 - Recuperacéo da clorpropamida (CL), gliclazida (GZ), glimepirida (GM) e do PI
glibenclamida (GB) de acordo com o nivel de concentracéo.

Nivel de
Analito . Recuperacéo (%)* DPR (%)
concentragao
CQB 45,8 0,02
CL CQM 37,2 0,07
CQA 46,7 0,44
CcQB 59,4 0,31
GZ CQM 50,2 0,18
CQA 52,6 0,59
CcQB 71,9 3,25
GM CQM 50,6 0,15
CQA 49,3 0,56
GB (PI) - 50,4 0,33

* Cada valor é a média de 3 valores (injecdes diferentes da mesma amostra extraida).

Os dados da Tabela 15 estédo de acordo com a recuperacdo obtida quando 400 L,
ao invés de 100 pL, foi usado na otimizacdo do MEPS. Valores de recuperacéo
proximos a 100% e valores inclusive superiores aos encontrados na literatura
(conforme Tabela 3) poderiam ser obtidos (em outras condi¢cdes, como mostrado nha
Figura 11) utilizando MEPS como técnica de preparo de amostra. Entretanto,
visando aumentar a sensibilidade do método e permitir sua aplicacdo em amostras

de pacientes, 400 uL foi escolhido. Como consequéncia a recuperacéo foi menor,
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porém a &rea aumentou e isso possibilitou a quantificagdo dos farmacos em

amostras de plasma de voluntarios.

Na Tabela 15 observa-se também que a recuperacdo do Pl foi semelhante a dos
farmacos CL, GZ e GM. Isso mostra que os quatro analitos se comportam de forma

parecida durante a extracéo pelo MEPS, e portanto, GB é um adequado PI.

5.3.6 Estabilidade

Na Tabela 16 sé&o apresentados os resultados obtidos para a estabilidade dos
farmacos CL, GZ e GM em plasma humano. Observa-se que todos os resultados
obtidos para CQB e CQA atenderam ao limite maximo de desvio de 15% da média
das concentracbes obtidas em relacdo ao valor nominal, conforme determinado na

legislagéo vigente. Dessa forma, os analitos séo estaveis nas condigdes testadas.

Tabela 16 - Estabilidade dos farmacos clorpropamida (CL), glimepirida (GM) e gliclazida (GZ)
em plasma humano.

EPR obtido em cada
Estabilidade Farmaco concentragao*

CcQB CQA
CL 0,0356 -0,0429
Curta duracao GZ 0,0774 0,0384
GM -0,2138 -0,1661
Apos ciclos CL -0,0306 0,0590
congelamento / GZ 0,0723 0,1781
descongelamento GM -0,2392 -0,1198
CL 0,0803 0,0584
Pos-processamento GZ 0,0778 0,0622
GM -0,0963 -0,0629
CL -0,2126 -0,0925
Longa duracéao GZ 0,0411 -0,0465
GM -0,2334 -0,1604

* EPR = erro padrao relativo.
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Além disso, as solu¢des de maior e menor concentragcdo mostraram ser estaveis por
pelo menos 40 dias e a 4 °C (com excec¢ao da solugéo estoque mais concentrada da
CL), pois nao se observou desvio superior a 10% das respostas obtidas a partir das
solucbes armazenadas em relacdo as respostas das solu¢des recém preparadas. A
solucdo estoque mais concentrada da CL foi estavel por 33 dias, atendendo aos
critérios citados. As solucdes estoques e de trabalho do Pl foram estaveis também
por 33 dias.

5.4 Aplicagdo do método

Apés ser validado, o método foi aplicado a trés amostras de voluntarios que fizeram
uso de cada um dos farmacos. Os tempos de coleta foram escolhidos de acordo
com dados da literatura (descritos no item 2.1.1.1). Optou-se por realizar a coleta
proximo ao tmax de cada farmaco apos administracdo da dose recomendada para
cada um (também descrita no item 2.1.1.1). A concentracdo de CL foi de 20,9 ug
mL™?, sendo que essa amostra foi coletada 2 h apds a administracdo de um
comprimido contendo 250 mg do farmaco. Na outra amostra, 5,8 pg mL™ de GZ foi
encontrado apos 6 horas da administracdo de 90 mg via oral. A terceira amostra, por
sua vez, foi coletada 3 h apés a administracdo de comprimido contendo 4 mg de
GM, na qual foi encontrado 0,3 pg mL™ do farmaco na amostra de plasma. A Figura
17 mostra os cromatogramas dos farmacos CL, GZ e GM obtidos pela aplicacédo do

método em amostras de voluntarios.



Resposta (mAU)

Figura 17 - Cromatogramas obtidos na andlise de trés amostras de
voluntarios que fizeram uso dos farmacos antidiabéticos orais clorpropamida (CL),
gliclazida (GZ) e glimepirida (GM).
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6 CONCLUSAO

O planejamento experimental usado nas etapas de extragdo e dessorgéo orientou a
selecdo racional dos melhores niveis para cada parametro e suas possiveis

interacdes, sendo necessarios relativamente poucos experimentos.

MEPS mostrou ser uma técnica adequada para o preparo de amostras de plasma
contendo os farmacos antidiabéticos orais clorpropamida, gliclazida e glimepirida a
apartir de volumes relativamente pequenos e empregando quantidades reduzidas de
solventes organicos comparativamente as técnicas convencionais. Além disso, cada
cartucho foi reutilizado por até 125 vezes, uma grande vantagem econémica quando
comparada a técnica SPE. Também, o método desenvolvido permitiu a
concentracdo dos farmacos antidiabéticos orais em amostras de plasma, sem
necessitar de uma etapa adicional, como a evaporacdo de solventes, que é
comumente usada. Também, MEPS associou extracdo e limpeza da amostra em
apenas uma etapa. O procedimento de extracdo pelo MEPS mostrou ser prético e
levou a altos valores de recuperacédo dos analitos. Ademais, os interferentes foram

adequadamente retirados da matriz.

O uso de uma coluna de nucleo fundido permitiu o desenvolvimento de uma corrida
cromatografica rapida com adequada separacdo dos farmacos em menos de 2,2
min. O método desenvolvido foi validado e mostrou ser adequado para aplicacdo em

amostras de plasma humano.

Dessa forma, um método eficiente e simples foi desenvolvido e validado para a
determinacdo simultanea de clorpropamida, gliclazida e glimepirida em plasma
humano. MEPS mostrou ser uma técnica moderna com grandes vantagens frente as

demais técnicas.



10

11

87

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Fact sheet n. 312, 2013. Disponivel em:
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en/index.html>. Acesso em
10 dez. 2013.

BRASIL. Ministério da Saude. Cadernos de Atencao Basica n° 36:
Estratégias para o cuidado da pessoa com doenca crdonica - Diabetes
Mellitus. Brasilia, 2013, 160 p.

FERNANDES, C. et al. Solid-phase microextraction-liquid chromatography
(SPME-LC) determination of fluoxetine and norfluoxetine in plasma using a
heated liquid flow through interface. Journal of Chromatography B-
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 847, n. 2,
p. 217-223, mar. 2007. ISSN 1570-0232.

MAJORS, R. E. An overview of sample preparation. LC GC-Magazine of
Separation Science, v. 9, n. 1, p. 16-&, jan. 1991. ISSN 0888-9090.

ABDEL-REHIM, M. New trend in sample preparation: on-line microextraction
in packed syringe for liquid and gas chromatography applications - |I.
Determination of local anaesthetics in human plasma samples using gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography B-
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 801, n. 2,
p. 317-321, mar. 2004. ISSN 1570-0232.

FERREIRA, C. L. R. A.; FERREIRA, M. G. Caracteristicas epidemiolégicas de
pacientes diabéticos da rede publica de saude - analise a partir do sistema
HiperDia. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 53,
n.1, p. 80-86, 2009.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Standards of Medical Care in
Diabetes, v. 36, suplemento 1, 2013, 55 p.

LEBOVITZ, H. E. Type 2 diabetes mellitus-current therapies and the
emergence of surgical options. Nature Reviews Endocrinology, v. 7, n. 7, p.
408-419, jul. 2011. ISSN 1759-5029.

ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD. Guias ALAD de
diagnoéstico, control y tratamiento de Diabetes Mellitus tipo 2.
Washington, 2008, 80 p.

BRUNTON, L. L.; LAZO, J. S.; PARKER, K. L. Goodman & Gilman As
Bases farmacoldgicas da terapéutica, 11 ed, p. 1478. New York: McGraw,
2006.

WANNMACHER, L. Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizacao
Mundial da Saulde - Brasil. Uso racional de medicamentos: temas


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en/index.html

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

88

relacionados. Antidiabéticos orais: comparagdo entre diferentes
itervengdes, v. 2, n. 11. Brasilia, out. 2005, 6 p. ISSN 1810-0791.

BRASIL. Ministério da Saude. Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (RENAME). Brasilia, 2010, 249 p.

O'NEIL, M. J. et al. The Merck Index. NJ, USA: Merck Research
Laboratories, 2006.

DRUG BANK. Disponivel em: <http://www.drugbank.ca/>. Acesso em: 14 jan.
2014.

SCIFINDER. American Chemical Society. Disponivel em:
<https://scifinder.cas.org>. Acesso em: 14 jan. 2014.

MOFFAT, A. C.; OSSELTON, M. D.; WIDDOP, B. Clarke's Analysis of
Drugs and Poisons, v. 2, p. 792-793 e 1078-1081. London: Pharmaceutical
Press, 2004.

BAKARE, M. T.;, MUSTAPHA, A.; ABDUAGUYE, I. An improved high-
performance liquid-chromatographic determination of chlorpropamide in
human plasma. Chromatographia, v. 39, n. 1-2, p. 107-109, jul. 1994. ISSN
0009-5893.

ODUNOLA, M. T. B. et al. Rapid high performance liquid chromatographic
determination of chlorpropamide in human plasma. African Journal of
Biotechnology, v. 6, n. 12, p. 1378-1381, jun. 2007. ISSN 1684-5315.

KIM, H.; YUN, M.; KWON, K. I. Pharmacokinetic and pharmacodynamic
characterization of gliclazide in healthy volunteers. Archives of
Pharmaceutical Research, v. 26, n. 7, p. 564-568, jul. 2003. ISSN 0253-
6269.

GLOWKA, F. K.; HERMANN, T. W.; ZABEL, M. Bioavailability of gliclazide
from some formulation tablets. International Journal of Pharmaceutics, v.
172, n. 1-2, p. 71-77, out. 1998. ISSN 0378-5173.

PISTOS, C.; KOUTSOPOULOU, M.; PANDERI, |. Improved liquid
chromatographic tandem mass  spectrometric  determination and
pharmacokinetic study of glimepiride in human plasma. Biomedical
Chromatography, v. 19, n. 5, p. 394-401, jun. 2005. ISSN 0269-3879.

NIOPAS, |I.; DAFTSIOS, A. C. A validated high-performance liquid
chromatographic method for the determination of glibenclamide in human
plasma and its application to pharmacokinetic studies. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 28, n. 3-4, p. 653-657, maio
2002. ISSN 0731-7085.

CASSIANO, N. M. et al. Development of restricted-access media supports
and their application to the direct analysis of biological fluid samples via high-



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

89

performance liquid chromatography. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, v. 384, n. 7-8, p. 1462-1469, abril 2006. ISSN 1618-2642.

CHANG, M. S. et al. Historical review of sample preparation for
chromatographic bioanalysis: Pros and cons. Drug Development Research,
v. 68, n. 3, p. 107-133, maio 2007. ISSN 0272-4391.

SANTOS-NETO, A. J. et al. Automated microcolumn-switching system for
drug analysis by direct injection of human plasma. Journal of
Chromatography A, v. 1105, n. 1-2, p. 71-76, fev. 2006. ISSN 0021-9673.

LANCAS, F. Extracdo em Fase Solida (SPE). S&o Carlos: Rima, 2004.

KOLE, P. L. et al. Recent advances in sample preparation techniques for
effective bioanalytical methods. Biomedical Chromatography, v. 25, n. 1-2,
p. 199-217, jan.-fev. 2011. ISSN 0269-3879.

QUEIROZ, S. C. N.; CAROL H.; COLLINS, I. C. S. F. J. Métodos de extracéo
e/ou concentracdo de compostos encontrados em fluidos biolégicos para
posterior determinacdo cromatografica. Quimica Nova, v. 24, p. 68-76, 2001.

SNYDER, L. R.; KIRKLAND, J. J.; GLAJCH, J. L. Pratical HPLC Method
Development, ed. 2, p. 110.

LI, K. M.; RIVORY, L. P.; CLARKE, S. J. Solid-phase extraction (SPE)
techniques for sample preparation in clinical and pharmaceutical analysis: A
brief overview. Current Pharmaceutical Analysis, v. 2, n. 2, p. 95-102, maio
2006. ISSN 1573-4129.

RAMOS, L. Critical overview of selected contemporary sample preparation
techniques. Journal of Chromatography A, v. 1221, p. 84-98, jan. 20 2012.
ISSN 0021-9673.

CANDISH, E. et al. A simplified approach to direct SPE-MS. Journal of
Separation Science, v. 35, n. 18, p. 2399-2406, sep. 2012. ISSN 1615-9306.

RANI, S.; MALIK, A. K.; SINGH, B. Novel micro-extraction by packed sorbent
procedure for the liquid chromatographic analysis of antiepileptic drugs in
human plasma and urine. Journal of Separation Science, v. 35, n. 3, p. 359-
366, fev. 2012. ISSN 1615-9306.

LAHOUTIFARD, N.; DAWES, P.; WYNNE, P. Micro extraction packed
sorbent (MEPS): analysis of food and beverages. Produzido por SGE
Analytical Science. Disponivel em: <http://www.sisweb.com/lc/sge/meps.pdf>.
Acesso em: 14 jan. 2014.

URBANOWICZ, M.; ZABIEGALA, B.; NAMIESNIK, J. Solventless sample
preparation techniques based on solid- and vapour-phase extraction.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 399, n. 1, p. 277-300, jan. 2011.
ISSN 1618-2642.



36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

90

VAS, G.; VEKEY, K. Solid-phase microextraction: a powerful sample
preparation tool prior to mass spectrometric analysis. Journal of Mass
Spectrometry, v. 39, n. 3, p. 233-254, mar. 2004. ISSN 1076-5174.

CURYLO, J.; WARDENCKI, W.; NAMIESNIK, J. Green aspects of sample
preparation - a need for solvent reduction. Polish Journal of Environmental
Studies, v. 16, n. 1, p. 5-16, 2007. ISSN 1230-1485.

ABDEL-REHIM, M. Recent advances in microextraction by packed sorbent for
bioanalysis. Journal of Chromatography A, v. 1217, n. 16, p. 2569-2580,
abril 2010. ISSN 0021-9673.

BLOMBERG, L. G. Two new techniques for sample preparation in bioanalysis:
Microextraction in packed sorbent (MEPS) and use of a bonded monolith as
sorbent for sample preparation in polypropylene tips for 96-well plates.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 393, n. 3, p. 797-807, fev. 2009.
ISSN 1618-2642.

ALTUN, Z. et al. Drug screening using microextraction in a packed syringe
(MEPS)/mass spectrometry utilizing monolithic-, polymer-, and silica-based
sorbents. Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, v.
29, n. 6, p. 829-840, 2006. ISSN 1082-6076.

MAGIERA, S. et al. Application of statistical experimental design to the
optimisation of microextraction by packed sorbent for the analysis of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs in human urine by ultra-high pressure
liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1304, p. 1-9, ago.
2013. ISSN 0021-9673.

VICKOVA, H. et al. Microextraction by packed sorbent as sample preparation
step for atorvastatin and its metabolites in biological samples-Critical
evaluation. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 55, n.
2, p. 301-308, maio 2011. ISSN 0731-7085.

ABDEL-REHIM, M. et al. Microextraction in packed syringe/liquid
chromatography/electrospray tandem mass spectrometry for quantification of
olomoucine in human plasma samples. Analytica Chimica Acta, v. 539, n. 1-
2, p. 35-39, maio 2005. ISSN 0003-2670.

ABDEL-REHIM, M. et al. Microextraction in packed syringe (MEPS) utilizing
methylcyanopropyl-silarylene as coating polymer for extraction of drugs in
biological samples. Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, v. 29, n. 17, p. 2537-2544, 2006. ISSN 1082-6076.

FONSECA, B. M. et al. Determination of seven selected antipsychotic drugs in
human plasma using microextraction in packed sorbent and gas
chromatography-tandem mass spectrometry. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, v. 405, n. 12, p. 3953-3963, maio 2013. ISSN 1618-2642.



46

47

48

49

50

51

52

53

54

91

RODRIGUES, M. et al. First liquid chromatographic method for the
simultaneous determination of amiodarone and desethylamiodarone in human
plasma using microextraction by packed sorbent (MEPS) as sample
preparation procedure. Journal of Chromatography B-Analytical
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 913, p. 90-97, jan.
2013. ISSN 1570-0232.

RANI, S.; MALIK, A. K. A novel microextraction by packed sorbent-gas
chromatography procedure for the simultaneous analysis of antiepileptic drugs
in human plasma and urine. Journal of Separation Science, v. 35, n. 21, p.
2970-2977, nov. 2012. ISSN 1615-9306.

MANDRIOLI, R. et al. Analysis of risperidone and 9-hydroxyrisperidone in
human plasma, urine and saliva by MEPS-LC-UV. Journal of
Chromatography B-Analytical Technologies in the Biomedical and Life
Sciences, v. 879, n. 2, p. 167-173, jan. 2011. ISSN 1570-0232.

SOMAINI, L. et al. Combined liquid chromatography-coulometric detection and
microextraction by packed sorbent for the plasma analysis of long acting
opioids in heroin addicted patients. Analytica Chimica Acta, v. 702, n. 2, p.
280-287, set. 2011. ISSN 0003-2670.

CHAVES, A. R. et al. Microextraction in packed sorbent for analysis of
antidepressants in  human plasma by liquid chromatography and
spectrophotometric detection. Journal of Chromatography B-Analytical
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 878, n. 23, p. 2123-
2129, ago. 2010. ISSN 1570-0232.

SARACINO, M. A.; TALLARICO, K.; RAGGI, M. A. liquid chromatographic
analysis of oxcarbazepine and its metabolites in plasma and saliva after a
novel microextraction by packed sorbent procedure. Analytica Chimica Acta,
v. 661, n. 2, p. 222-228, fev. 2010. ISSN 0003-2670.

MORALES-CID, G. et al. Direct automatic determination of free and total
anesthetic drugs in human plasma by use of a dual (microdialysis-
microextraction by packed sorbent) sample treatment coupled at-line to
NACE-MS. Electrophoresis, v. 30, n. 10, p. 1684-1691, maio 2009. ISSN
0173-0835.

SAID, R. et al. Rapid and sensitive method for determination of
cyclophosphamide in patients plasma samples utilizing microextraction by
packed sorbent online with liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(MEPS-LC-MS/MS). Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, v. 31, n. 5, p. 683-694, 2008. ISSN 1082-6076.

BAKARE-ODUNOLA, M. T. et al. The influence of lamivudine, stavudine and
nevirapine on the pharmacokinetics of chlorpropamide in human subjects.
European Journal of Drug Metabolism and Pharmacokinetics, v. 33, n. 3,
p. 165-171, jul.-set. 2008. ISSN 0378-7966.



55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

92

CHUA, H. C. et al. Screening of chlorpropamide in horse plasma by high-
performance liquid chromatography with ultraviolet absorbance detection, and
confirmation by gas chromatography mass spectrometry. Journal of
Chromatography B, v. 712, n. 1-2, p. 243-252, ago. 1998. ISSN 0378-4347.

SENGUPTA, P. et al. LC-MS-MS development and validation for simultaneous
guantitation of metformin, glimepiride and pioglitazone in human plasma and
its application to a bioequivalence study. Chromatographia, v. 69, n. 11-12,
p. 1243-1250, jun. 2009. ISSN 0009-5893.

SALEM, lI; IDREES, J.; AL TAMIMI, J. |. Determination of glimepiride in
human plasma by liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Journal of Chromatography B-Analytical Technologies in
the Biomedical and Life Sciences, v. 799, n. 1, p. 103-109, jan. 2004. ISSN
1570-0232.

MENDES, G. D. et al. A bioequivalence study of gliclazide based on
guantification by high-performance liquid chromatography coupled with
electrospray tandem mass spectrometry. International Journal of Clinical
Pharmacology and Therapeutics, v. 45, n. 3, p. 175-185, mar. 2007. ISSN
0946-1965.

NOH, K. et al. Simultaneous determination of glimepiride and its metabolites
in human plasma by liquid chromatography coupled to a tandem mass
spectrometry. Archives of Pharmacal Research, v. 34, n. 12, p. 2073-2078,
dez. 2011. ISSN 0253-6269.

FOROUTAN, S. M. et al. Application of monolithic column in quantification of
gliclazide in human plasma by liquid chromatography. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 42, n. 4, p. 513-516, out. 2006.
ISSN 0731-7085.

KUO, C. Y.; WU, S. M. High-performance liquid chromatography with
electrochemical detection for analysis of gliclazide in plasma. Journal of
Chromatography A, v. 1088, n. 1-2, p. 131-135, set. 2005. ISSN 0021-9673.

EL-ENANY, N. M. et al. Development and validation of a repharsed phase-
HPLC method for simultaneous determination of rosiglitazone and glimepiride
in combined dosage forms and human plasma. Chemistry Central Journal,
v. 6, jan. 2012. ISSN 1752-153X.

SONG, Y. K. et al. Determination of glimepiride in human plasma using semi-
microbore high performance liquid chromatography with column-switching.
Journal of Chromatography B-Analytical Technologies in the Biomedical
and Life Sciences, v. 810, n. 1, p. 143-149, out. 2004. ISSN 1570-0232.

LAKSHMI, K. S.; RAJESH, T. Development and validation of RP-HPLC
method for simultaneous determination of glipizide, rosiglitazone, pioglitazone,
glibenclamide and glimepiride in pharmaceutical dosage forms and human



65

66

67

68

69

70

71

72

73

93

plasma. Journal of the Iranian Chemical Society, v. 8, n. 1, p. 31-37, mar.
2011. ISSN 1735-207X.

KUNDLIK, M. L.; ZAWARE, B. H.; KUCHEKAR, S. R. Rapid and specific
approach for direct measurement of glimepiride in human plasma by Ic-esi-ms-
ms employing automated 96 well format: application to a bioequivalence
study. Journal of Chromatographic Science, v. 50, n. 1, p. 64-70, jan. 2012.
ISSN 0021-9665.

DANLAMI, U. et al. The effect of chloroquine on the pharmacokinetics of
chlorpropamide in human volunteers. African Journal of Pharmacy and
Pharmacology, v. 5, n. 14, p. 1682-1686, out. 2011. ISSN 1996-0816.

FENG, C. H.; YANG, C. M.; LU, C. Y. Trace analysis of glyclazide in human
plasma at microscale level by mass spectrometry. Journal of Separation
Science, v. 32, n. 20, p. 3411-3417, out. 2009. ISSN 1615-9306.

HU, X. et al. Simultaneous quantification of benazepril, gliclazide and
valsartan in human plasma by LC-MS/MS and application for rapidly
measuring protein binding interaction between Rhein and these three drugs.
Chromatographia, v. 69, n. 9-10, p. 843-852, maio 2009. ISSN 0009-5893.

LING, G. X. et al. Liquid chromatography-electrospray ionization mass
spectrometric method for determination of gliclazide in human plasma.
Analytical Letters, v. 39, n. 7, p. 1381-1391, 2006. ISSN 0003-2719.

VENKATESH, P. et al. Simultaneous estimation of six anti-diabetic drugs -
glibenclamide, gliclazide, glipizide, pioglitazone, repaglinide and rosiglitazone:
development of a novel HPLC method for use in the analysis of
pharmaceutical formulations and its application to human plasma assay.
Biomedical Chromatography, v. 20, n. 10, p. 1043-1048, out. 2006. ISSN
0269-3879.

ZHONG, G. P. et al. Simultaneous determination of metformin and gliclazide
in human plasma by liquid chromatography-tandem mass spectrometry:
application to a bioequivalence study of two formulations in healthy volunteers.
Journal of Mass Spectrometry, v. 40, n. 11, p. 1462-1471, nov. 2005. ISSN
1076-5174.

PARK, J. Y. et al. Quantification of gliclazide by semi-micro high-performance
liquid chromatography: application to a bioequivalence study of two
formulations in healthy subjects. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 35, n. 4, p. 943-949, jun. 2004. ISSN 0731-7085.

NAJIB, N. et al. Bioequivalence evaluation of two brands of gliclazide 80 mg
tablets (glyzide (R) & diamicron (R)) - in healthy human volunteers.
Biopharmaceutics & Drug Disposition, v. 23, n. 5, p. 197-202, jul. 2002.
ISSN 0142-2782.



74

75

76

i

78

79

80

81

82

83

94

POIRIER, J. M.; PEREZ, M.; CHEYMOL, G. High-performance liquid-
chromatographic determination of gliclazide in human-plasma. Journal of
Chromatography-Biomedical Applications, v. 421, n. 1, p. 223-226, out.
1987. ISSN 0378-4347.

LAKSHMI, K. S., RAJESH, T. Separation and quantification of eight
antidiabetic drugs on a high-performance liquid chromatography: its
application to human plasma assay. International Scholarly Research
Network - ISRN Pharmaceutics, 2011 .

CHAKRADHAR, L. et al. A rapid and highly sensitive method for the
determination of glimepiride in human plasma by liquid chromatography-
electrospray ionization tandem mass spectrometry: application to a pre-clinical
pharmacokinetic study. Biomedical Chromatography, v. 22, n. 1, p. 58-63,
jan. 2008. ISSN 0269-3879.

YUEZUEAK, N.; OEZDEN, T.; OEZILHAN, S. Determination of glimepiride in
human plasma by LC-MS-MS. Chromatographia, v. 66, p. S165-S168, 2007.
ISSN 0009-5893.

DOTSIKAS, Y. et al. Development of a rapid method for the determination of
glimepiride in human plasma using liquid-liquid extraction based on 96-well
format micro-tubes and liquid chromatography/tandem mass spectrometry.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 19, n. 14, p. 2055-2061,
2005. ISSN 0951-4198.

KIM, H. Y. et al. Determination of glimepiride in human plasma by liquid
chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry. Bulletin
of the Korean Chemical Society, v. 25, n. 1, p. 109-114, jan. 2004. ISSN
0253-2964.

KIM, H. et al. Determination of glimepiride in human plasma by LC-MS-MS
and comparison of sample preparation methods for glimepiride.
Chromatographia, v. 60, n. 1-2, p. 93-98, Jul 2004. ISSN 0009-5893.

ABRAHIM, A. et al. Practical comparison of 2.7 um fused-core silica particles
and porous sub-2 um particles for fast separations in pharmaceutical process
development. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 51,
n. 1, p. 131-137, jan.2010. ISSN 0731-7085.

SALISBURY, J. J. Fused-core patrticles: a practical alternative to sub-2 micron
particles. Journal of Chromatographic Science, v. 46, n. 10, p. 883-886,
nov.-dez. 2008. ISSN 0021-9665.

ABDEL-REHIM, A.; ABDEL-REHIM, M. Evaluation of microextraction by
packed sorbent and micro-liquid chromatography-tandem mass spectrometry
as a green approach in bioanalysis. Biomedical Chromatography, v. 27, n.
10, p. 1225-1233, out. 2013. ISSN 0269-3879.



84

85

86

87

88

95

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Farmacopeia
Brasileira, v. 2. p. 999 -1001. Brasilia, 2010.

TEOFILO, R. F.; FERREIRA, M. M. C. Chemometrics Il: spreadsheets for
experimental design calculations, a tutorial. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 338-
350, mar.-abril 2006. ISSN 0100-4042.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Resolu¢cdo RDC
n°® 27 de maio de 2012. Brasilia, 2012. ISSN 1677-7042.

SANTOS-NETO, A. J. Como obter maior eficiéncia com particulas
superficialmente porosas em HPLC. Scientia Chromatographica, v. 3, n. 1,
p. 65-87, 2011. ISSN 1984-4433.

LIMA, V. V.; CASSIANO, N. M.; CASS, Q. B. Development of restricted-
access media chromatographic columns protein-immobilized and their
evaluation for the analysis of drugs by direct injection of human plasma.
Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 72-78, jan.-fev. 2006. ISSN 0100-4042.



APENDICE A - Artigo submetido a revista Journal of Pharmaceutical and Biomedical

Analysis.

Simultaneous determination of oral antidiabetic drugs in human plasma
using microextraction by packed sorbent and high performance liquid

chromatography

lara Maira de Oliveira Viana, Paula de Paula Rosa Lima, Cristina Duarte

Vianna Soares, Christian Fernandes®

Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Pres. Anténio Carlos 6627, 31270-

901, Belo Horizonte, MG, Brazil

*Corresponding author: Prof. Dr. Christian Fernandes

Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmacia,

Av. Presidente Ant6nio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
31270-901- Belo Horizonte, MG, Brasil

E-mail: cfernandes@farmacia.ufmg.br

Phone: +55-31-34096957

Fax: +55-31-34096976

96



97

APENDICE B - Artigo submetido a revista Materials Science and Engineering C (trabalho em
colaboracéo).
Magnetic solid-phase extraction based on mesoporous silica-coated magnetic

nanoparticles for analysis of oral antidiabetic drugs in human plasma

Karynne Cristina de Souza', Gracielle Ferreira Andrade’, Ingrid Vasconcelos?, lara Maira de

Oliveira_VianaZ2, Christian Fernandes?, Edésia Martins Barros de Sousa ™

1 Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear — COTN/CNEN. Rua Professor
Mario Werneck, s/n. Campus Universitario — Belo Horizonte — MG, CEP 30.123-970 -
Brasil.
2 Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmacia— UFMG — Belo

Horizonte, MG — Brasil.

* E-mail: sousaem@cdtn.br

Abstract: In the present work, magnetic nanoparticles embedded into mesoporous silica
were prepared in two steps: first, magnetite was synthesized by oxidation-precipitation
using nonionic block copolymer surfactants as structure-directing agents. The
mesoporous  SiOz-coated Fe;O4  samples  were functionalized  using
octadecyltimethoxysilane as silanizing agent. The pure and functionalized silica
nanoparticles were physicochemically and morphologically characterized by X-ray
diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Nz adsorption,
scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). The
resultant magnetic silica nanoparticles were applied as sorbents for magnetic solid-phase
extraction (MSPE) of oral antidiabetic drugs in human plasma. Ours results revealed that
the magnetite nanoparticles were completely coated by well-ordered mesoporous silica

with free pores and stable pore walls, and that the structural and magnetic properties of



APENDICE C - Resumo de poster apresentado no Congresso Latino-
Americano de Cromatografia e Técnicas Relacionadas (COLACRO XIV).

OTIMIZACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE FARMACOS
ANTIDIABETICOS ORAIS UTILIZANDO MICROEXTRACAO EM SORBENTE
EMPACOTADO E CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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A determinacio de firmacos em plasma é findamental em estudos de farmacocinética, de
bicequivaléncia e na moenitorizacio terapéutica. A etapa inicial da analise, denominada prepare de
amostra, € a mais demorada e a que leva ao maior nimero de erros. Nesse contexto, recentemente foi
desenvolvida a técnica de microextracio em sorbente empacotade (MEPS), que € uma técnica simples,
moderna e ripida. Mo presente estudo, foi desenvolvido método analitico por cromatografia liguida de
alta eficiéncia utlizando MEPS na etapa de preparo de amostras, para determunagio dos farmacos
clorpropamida, glibenclamida, gliclazida e glimepinda em adgua. Para estas amalises foi ufilizado
cromatégrafo Agilent 1100 e as condigdes de analise foram: coluna Ace C8 150 x 4.6 mm_ 5 pm; fase
mével constituida de acetomitnila-tampdo fosfato pH 3.0 (55:43), na wazfo de 1.5 ml/mun;
comprimento de onda de 230 nm; temperatura de 30 °C e volume de injegdo de 20 pL. O dispositivo
MEPS empregado possui seringa de 230 pL e 4 mg de sorbente C18. Incialmente, preparou-se
solugdo padrio contendo 5 pg/ml de cada farmaco. Pipetaram-se 20 pL dessa solugdo, que foram
adicionados a 380 pL de dgua. Acrescentaram-se 100 pL de solucdo tampdo fosfato pH 3.0 e agiton-se
a mistura. Posteniormente, realizaram-se 15 ciclos de aspiracio-ejecio da solugdo preparada através do
dispositive MEPS (100 pL por ciclo a 5 pL/s). O sorbente foi lavado duas vezes com 100 pL de agua
e, em seguida, dnas vezes com 100 pl da mistura dguacacetomitrila (95:3 wiv). A dessorciio dos
analitos foi realizada com duas porgdes de 50 uL de acetonitnila. Antes de injetar, diluin-se a soluglio
com 100 pL de dgua. Os picos cromatograficos apresentaram adequada reselucio (valores em torme de
2.5). Recuperacio de 51 8%, 78 4%, 79.9% e 91,6% foram obtidos para corpropamida, gliclazida,
glimepinida e glibenclamida, respectivamente. Como esperado, os compostos mals apolares
apresentaram valores de recuperacio malores. Conclui-se que a técmieca MEPS é eficiente na extragio
dos farmacos antidiabéticos orais testados, entretanto mals expenimentos sdo necessarios para

otimizacio do método.
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1. INTRODUCTION

The analysis of drugs in plazma and blood is
essential during drug discovery and development.
Furthermore, it is necessary in clinical and forensic
toxicology. However, the extraction of drugs from
complex biological matrices, such as plasma and
uring, is sfill a challenge [1]. Sample preparation
methods are usually solvent and time-consuming
and are responsible for at least one-third of the ermor
generated during the perfformance of an analytical
method [2]. Microextraction by packed sorbent
(MEFPS) iz a new technique that can reduce the
volume of sclvent and sample needed, is easy to use
and iz rapid [3].

The aim of this study was to develop and
optimize a method using microextraction by packed
sorbent and high performance liquid chromatography
with fused core column and ultraviclet detection to
analyze chlompropamide, gliclazide, glibenclamide
{alzo known as glyburide) and glimepiride in human
plasma.

2. EXPERIMENTAL

Chromatographic method was developed
and optimized wusing an Agient 1200 liquid
chromategraphy and a Kinetex fused core column
(100 mm x 46 mm, 2.6 ym) at 30 °C, acetonitrile:
potassium phosphate solution 10 mM pH 3.0 (50:50)
at a flow-rate of 1.5 mL/min as mobkile phase. The
injection volume was 5 yL and detection was at 230
nm.

A chemometric approach was employed for
optimization of MEPS parameters. The MEPS
extraction and desorption conditions were optimized
separately. Firstly, fractional factorial design (FFD)
7" was used for optimizing the variables which
could affect the extraction step. Four variables wers
studied and are presented in Table 1. The FFD
involved eight experiments without replication and
three experiments at the cenftral point, carmied out
randomly.

Afterwards, desorption wvarables wers
optimized using a complete factorial design (CFDY).
36" Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

The ewvaluated factors and respective levels are
presented in Table 2. The CFD was performed
randomly and with one replication of each
experiment.

Table 1. Evaluated varables on the extraction step
and their respective levels in the FFD 2%,

Evaluated levels

Variables of extraction step

-1 0 1

(A) Sample volume (pL) 100 250 400
(B) Sample diluticn 1:1 12 1:3
(C) pH of buiffer used at 25 6.0 95

sample dilution
(D) Number of 5 10 15

aspiration'ejection cycles

through the device

Table 2. Evaluated variables on the d-EEsnrpﬁon step
and their respective levels in the CFD 2°.

Evaluated levels

YVariables of desorption step

-1 1
(&) Percentage of acetonitrile 50 100
in the elution solvent
(B) MNumber of aspirations of 2 4
elution sclvent through
the device

All experiments were performed using the
MEPS syringe (250 yL syringe, C18 sorbent, 4 mag).
Before being used for the first time, the sorbent was
manually conditioned with 250 pL methanol followed
by 250 uyL water. After that, the spiked plasma
sample {containing 4 pg/mL of each oral antidiabetic
drug) was diluted. Then, 100 pL of this sample was
manually drawn through the sorbent and ejected in
the same wial. The solid phase was washed four
times with 100 plL of water at each time to remove
interferences. The analyte was then desorbed with
50 pL of eluent.

After  experimental design, software
Statistica 7.0 was used to evaluate the results and
build the models.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

FFD and CFD plans and the obtained results
expressed as recovery for oral antidiabetic drugs in
human plasma samples are presented in Table 3
and Table 4, respectively.

Table 3. FFD 2*" plan and corresponding recovery
for oral antidiabetic drugs in human plasma.

Exp. ‘Variables Recovery value

no.. A B C D 1 2 3 4
1 4 -1 1 A 83 OB 88 a5
2 1 -1 1 1 42 T3 T4 a1
3 A1 a1 95 108 114 115
4 1 1 4 - 19 26 27 28
5 A1 1 1 8 a0 40 15
[ 1 1 1 4 0 [ 4 2
7 4 1 1 A 1 15 5 4
a 1 1 1 1 1 [ 4 2
9 oo o0 0 1 s 20 29
10 0o 0o o0 1 s 15 24
11 00 0 o0 1 39 18 29

Exp. no. = experimental number, & = sample volume, B = sample
dilution, C = pH value of buffer used at sample dilution, D =
number of aspirationfejection cycles, 1 = clorpropamide, 2 =
glidazide, 3 = glibenclamide, 4 = glimepinide.

Table 4. CFD 2° plan and corresponding recovery
for oral antidiabetic drugs in human plasma.

Exp Rep Varables Recovery values

. Mg, . no. A B 1 2 3 4
1 1 -1 -1 58 78 &2 81
2 1 1 -1 75 92 98 102
3 1 1 1 71 92 95 100
4 1 1 1 104 106 125 126
5 2 -1 -1 68 B8 86 BT
6 2 1 -1 72 88 96 99
7 2 -1 1 74 93 96 100
B 2 1 1 106 105 124 120

Exp. no. = experimental number, Rep. = replicate number, A =
amount of acetonitrle in elution solvents, B = number of
aspirations of elution solvent through the dewice, 1 =
clorpropamide, 2 = glicazide, 3 = glibenclamide, 4 = giimepinds.

All variables of the exiraction step wers
statistically significant (with confidence limit of 95%),
but the pH value and sample volume were by far the
most important parameters (as observed in the
Pareto chart — not showed here). The results
demonstrated that there iz a tendency of higher
recowery when sample volume was 100 plL, sample
dilution was 1:1, pH was 2.5 and number of
aspiration/ejection cycles was 15. So, these levels
were fived, except dilution and number of cycles.
Sample diution was changed to 1:2 because 1:1
level generated a high pressure in the MEPS
system, which can reduce the device life cycle.
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Intending to simplify the extraction process 10 cycles
of aspiration/ejection was chosen instead of 15
cycles.

The experimental design for the desorption
step showed better recoveries at higher percentage
of acetonitrile in elution solvent and higher number of
aspirations of elution solvent through the device.
Howewer, according to the surface plot (not showed
here) with 70% of acetonitrie and 3 cycles of
aspiration/ejection of S0 pL a high recovery is also
expected. Thus, these conditions were chosen for
further tests. Figure 1 shows a representative
chromatogram in the optimized conditions.
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Figure 1. Chromatogram obtained with optimized
method.

4. CONCLUSION

The experimental design helped to
understand the behavior of MEPS method on the
extraction of clorpropamide, gliclazide,
glibenclamide and glimepiride in human plasma
samples. High recovery and adequate detectability
was achieved. Furthermore, the use of fused core
column allowed the separation of the four tested
drugs in less than 3.5 minutes.

1. M ABDEL-EEHIM, LC-GC Europe 22 (2009 §-19.
L R E. MATORS, LC-GC 9 (1991) 15-20.
3. M ABDEL-EEHIM, J. Chromatepr. A 1217 (20100 2569-2380.

100



101

APENDICE E - Trabalhos em colaborag&o apresentados no COLACRO XIV e no Ex Tech
2013.

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DE RIFAMPICNA E ISONIAZIDAEM COMPRIMIDOS DE
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De acordo com a Orgamzacio Mundial da Smide a tuberculose acompanha a humamidade por
milhares de anos e tem side um dos maiores problemas na area de sande. Estima-se que 2010
houveram 2 8 milhdez de novos casos de tuberculose no mundo, com 1,1 milhdes de mortes entre
pacientes HIV-negativos e 0,35 milhSes de mortes entre pacientes HIV-positivos. No Brasil, em
2008, foram notificades 68.147 casos novos de tuberculose (coeficiente de meidéncia de 3539 por
100.000 habitantes). Para uma cura sem recidiva. € necessano um tratamento utilizando varios
farmacos combmados. O esquema basico para adultos e adolescentes precomizado pelo Mimsténio da
Sande consiste em dois meses de tratamento com nfampicina, 1soniazida, pirazinamida e clondrato de
etambutol, segmdos de quatro meses de tratamento com rifampicma e isomazida. O uso de dose fixa
combinada simplifica o tratamento, minimizando emmos e aumentando a aceitagio do paciente. Nio
foram encontrados métodos farmacopeicos para doseamento simultinec de rifampicina e isoniazida
em comprimidos de dose fixa combinada. Dessa forma, foi desenvolvide um métedo cromatografico
para quantificaciio simultinea dos ativos em comprimidos. As analises foram realizadas em
cromatografo Agilent® 1200 provido de detector ultravioleta (DAD) a 238 nm e coluna Zorbax
Eclipse XDB-Ci5 (150 x 4.6 mm: 5 pm), mantida a 30 °C. A elwicdo foi feita em gradiente, sendo que
na prmeira etapa utlizou-se tampdo fosfato de sodio dibasico 10 mM com tmetilamuna 0,1% e
acetonitrila na proporcde de 95:5 (vw), & na segunda fase do gradiente utilizon-se a proporgio de 1:1
(viv). O fluxo foi de 1,2 ml/mm e o volume de mjecdo foi de 20 pl.. Para a ohimizagio do método
foram avaliados os parimetros fator de retengio (K), reselucio entre os picos (B.) e fator de cauda
(T). O método for vahidado relagio a lineanidade, precisfio, exatidio, selefividade e robustez,
conforme procedimentos recomendados pela Resolucde BE 299 de 29 de maio de 2003 da ANVISA.
A linearidade do método foi confirmada para nfampicina e para isoniazida na faixa de 80 a 120%,
resultando em coeficiente de correlagio superiores a 0,99, Além disso, os valores obhidos com os

testes de preciséo e exatiddo foram satisfatorios.
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Segundo a BEDC 36, de 2009, a comercializagio de formaldeido € proiba estabelecimentos como
drogarias, farmacias, supermercados, empdrnios, lojas de conveniéncias e dmgstores e seu uso como
alisante capilar ndo & permitido pela ANVISA. A legislagio sanitiria permite o use de formaldeido
apenas na fungio de conservantes em produtos cosméficos capilares (com limite maximo de 0,2%).
Eniretanto, o formaldeido continua sendo amplamente utilizado em saldes de beleza com a finalidade
de alisamento. Com o intuite de venficar o cumprnimento das legislacdes vigentes pelos fabricantes de
cosmeéticos e demals estabelecimentos, for desenvolvido, no LACEN-MG e com apoio da ANVISA,
método analitico de determinacio de formaldeido. O meéetodo analitico desenvolvido baseia-se na
gquantificacio da dinifrofenilhidrazona através da técnica de cromatografia liguda de alta eficiéncia e
deteccio no unltravicleta. A dinitrofenilhidrazona é o produto da reagio do formaldeido com a 2 .4-
dinitrofenilhidrazina em meio dcido. A 2 4-dinitrofenilhidrazina € adicionada em excesso, portanto a
gquantidade de dimtrofenilhidrazona formada € proporcional a de formaldeido. O método amalitico foi
validado de acordo com a BE 899, de 2003. Utilizaram-se cromatografo Shimadzn, colunas C183 150
% 4.6 mm, 5 pm; fase movel metanol:agua (70:30), na vazio de 1,5 ml./min; comprimento de onda
de 360 nm; temperatura de 25°C e volume de injecdo de 20pL. A seleividade do método fou testada
através da andlise de solugdes branco e padrio, estude da pureza do pico e pela comparacio de
coeficiente angular entre as matrizes shampoo e finalizador. A linearidade do método for confirmada
na faixa de concenfracio de 3.0 a 7.0 ppm de formaldeido. resultando em valores de coeficiente de
comelacio superiores a 099 e valores p da inclinacio sigmficativos a 3% de probabilidade A
equagio da reta obtida no teste linearidade for y =368302,01x — 151409.01. A precisdo do método foi
confirmada pela repetitividade (DFR=1_32) e precisio intermedidna (DPE=173%). A recuperagio
foi superior a 80% e inferior a 110%, portanto o método € exato. O limite de detecgdo foi de 0,0116
ppm., enquante o limite de quantificagdo foi de 0.1 ppm. Venficou-se ainda que o método € robusto e

gue as solugdes amostra preparadas sdo estavels por 12 horas.
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1. INTRODUCTICHN

The analysis of drugs in biological fluids
congists of a number of unit operations and has
several applications in industry, research and clinical
context. It is useful in therapeutic monitoring, in
phamacokinetic studies in order to ewvaluate the
bicavailabilty of novel dosage forms and in
biceguivalence tests for development of generic and
similar drugs [1].

There are several technigues described in
the literature for extraction of drugs in biological
matrices such as plasma. Protein precipitation and
liguid-liquid extraction are the most common. These
techniques are tedious, expose the analyst to toxic
solvents and generate large amounts of waste,
which are harmmful to the environment [2].

Magnetic solid phase extraction (MSPE] is a
miniaturized and modem technique that demands
small volume of sample and sclvents for exiraction
and desorption. It is a new mode of solid phase
extraction baszed on the use of magnetic sorbents.
This technigque allows the concenfration of analytes
increasing the detectability of the method.
Furthermore, the large contact surface provided by
the sorbent dispersion in the matrix produces a high
recovery of the analytes [3].

The purpose of this study iz to develop a
method for the determination of oral antidiabetic
drugs {chlorpropamide, gliclazide, glibenclamide and
glimepiride) in human plasma uzing magnetic solid
phase extraction and high performance liquid
chromatography.

2 EXPERIMENTAL

Chromatographic method was developed
and optimized for simultaneous determination of four
antidiabetic drugs. Analysis was camed out in an
Agilent 1100 liguid chromatography using a C8
column (150 = 46 mm, S wm) at 30 °C,
acetonitrile potassium phosphate solution 10 mM pH

36" ReuniZo Anual da Sociedsde Brasileira de Quimica

3.0 (55:45) at a flow-rate of 1.5 mL min" as mokile
phase. The detection was at 230 nm and the
injection volume was 25 plL.

The sorbent material for MSPE used in this
study consisted of a core of magnetite (Fe,0,)
coated with mesoporous silica SBA-15 functiionalized
with octadecyl-irimethoxysilane {C18). The spherical
particles size ranges between 0.135 and 0.476 pm.

Before the extraction, the magnetic material
was activated by stiming with methanol for 1 minute
and, subseguently, with water for 1 minute.
Secondly, the samples to be analyzed wers mixed
with the magnetic material and agitated for 5
minutes, when occurred the sorption of the analytes.
The separation was made using a magnet and it was
followed by digcarding the liquid phase, which
contained the interfering compounds. The analytes
were desorbed with organic solvent by shaking for 5
minutes and the magnetic materal was separated
with the magnet. The organic phase obtained at the
end of the extraction was mixed with water at a 1:1
ratic and was analyzed by liquid chromatography. A
standard solution with the same concentration of
sample to be extracted was injected for recovery
determination.

Initial tests were performed in 2 mL water
sample containing 10 pg mL" of the four
antidiabetics and adjusting the pH with 1 mL of
phosphate solution pH 3.0. The extraction procedure
was performed using 5 mg of sorbent material with
stirring for 5 minutes. 500 pL of the liguid phase was
taken and added to S00 pL of water. The organic
phase obtained at the end by elution with 500 pL of
acetonitrile was also added with 500 plL of water.
These samples were analyzed under the conditions
already mentioned.

The test with bioclogical matrix was
performed with 2 mL of spiked human plasma
sample with antidiabetics at 10 pg mL™" and the pH
was adjusted with 1 mL of phosphate solution pH
3.0. The s=same exiraction procedure for water
samples was made, but only the final organic phase
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was collected for analysis by chromatography. The
same procedures were performed in blank plasma
sample without antidiabetics in order to evaluate
selectivity.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The recovery percentage for the tests
performed in water samples are shown in Table 1.
These values showed a particularly high recovery for
nonpolar  drugs  such &z glibenclamide and
glimepiride, which were almost completely extracted.
Theze drugs have higher affinity for the C18 phase
of the sorbent material than chlorpropamide and
gliclazide, which probably was respongible for this
behawior.

Table 1. Recovery percentage (%) of antidiabetics in

liquid and organic phases in water samples
extraction.
Antidiabetic Ligquid phaze | Organic phase
Recovery (%) recovery (%]
Chlorpropamide 17 33
Gliclazide 4 43
Glibenclamide 0 70
Glimepiride 0 67

The nrmecovery observed on the tests
performed on plasma spiked with antidiabetics is
shown in Table 2. It was also possible to note a
better recovery for drugs with more nonpolar
properties. However, there was a lower recovery for
all drugs compared o the values obtained for water
sample. This is due to the greater complexity of the
matrix and the presence of possible interferences,
which showed that the method for application in
biclogical matrices needs to be optimized.

Table 2. Recovery percentage (%) of antidiabetics in
organic phase of spiked plasma sample extraction.

Antidiabetic Organic phase
recovery (%)
Chlompropamide 4
Gliclazide 3
Glibenclamide 19
Glimepirde 47

Figure 1 shows the chromatogram obtained
for standard =solution, spiked plazma samples and
blank organic phases after extraction.
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Figure 1. Chromatogram of chlorpropamide (CL),
gliclazide {GZ), glibenclamide (GB) and glimepiride
{GM) in standard solution, spiked plasma and blank
samples in organic phase after extraction.

4. CONCLUSION

The chromatographic method developed in
this study was able to separate the analytes with
appropriate resolution and efficiency. The sorbent
material was capable of extracting the antidiabetic
drugs from human plasma, being useful for the
zample preparation fromn biclogical matrices.
However, it iz still necessary to optimize the method
in order to increase the recovery percentage. The
optimized method will be validated and applied to
real plasma samples.
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