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RESUMO

A determinacgao de farmacos em amostras bioldgicas, como plasma humano,
pode ser feita com diferentes propdsitos, dentre os quais cabe-se destacar o
monitoramento terapéutico de farmacos e toxicologia forense. No entanto, devido a
complexidade da matriz e a ligagdo de farmacos a proteinas, a etapa de preparo de
amostra pode se tornar desafiadora. A microextracdo em fase liquida com fibra oca
(HF-LPME) é uma técnica de preparo de amostra de baixo custo, que faz uso de
quantidades minimas de solventes organicos e apresenta excelente eficiéncia de
clean-up e fatores de pré-concentragdo. Unida a nanocromatografia acoplada a
espectrometria de massas (nanoLC-MS), que fornece analises de alta eficiéncia e
detectabilidade, juntamente a identificacdo confiavel dos analitos, as técnicas se
tornam ideais para matrizes bioldgicas. Neste presente trabalho foi realizado o
desenvolvimento de um método analitico para determinagao de cinco farmacos em
plasma humano empregando HF-LPME e nanoLC-MS. A separagdo cromatografica
dos cinco farmacos foi atingida fazendo uso de um gradiente 15 min, no qual a
proporgao acetonitrila:agua varia de 30:70 a 100:0 (v/v), utilizando acido férmico
0,10% (v/v) como aditivo na fase movel. O monitoramento dos farmacos foi realizado
pelo modo fullscan, tanto para os ions precursores quanto para os ions produto. A
extragdo fez uso de 250 pL de plasma humano, os quais foram posteriormente
avolumados a 10,0 mL com 10% de cloreto de sédio (m/v), 5% de metanol (v/v) em
hidroxido de amoénio (pH 10) como fase doadora. As demais condigbes de
compromisso da HF-LPME séo 20 uL de 1-octanol como fase aceptora, agitagéo de
750 rpm e tempo de extracdo de 30 min. Por fazer uso de ferramentas de
identificacdo dos analitos, como massa exata, perfil isotépico e perfil de
fragmentacdo, o método desenvolvido pode ser empregado com seletividade e
especificidade em analises de screening para a carbamazepina, diazepam,
fluoxetina, haloperidol e trimetoprima em concentragdes tao baixas quanto 20 ng mL~
', Visando a aplicacdo do método para quantificagdo dos farmacos em amostras de
plasma humano, foi observada linearidade satisfatéria para carbamazepina,
fluoxetina, haloperidol e trimetoprima, nas faixas de 0,06-2,5, 0,02-1,5, 0,25-2,5 e
0,02-2,5 ug mL™, respectivamente. Adicionalmente, foram observadas precisao e
exatiddo adequadas para o método, inferiores a +15,0%, assim como limites
inferiores de quantificacdo na faixa de 0,02 a 0,25 ug mL™" e taxas de recuperacéo
na faixa de 3,00 a 95,4%. Dessa forma, o método analitico desenvolvido pode ser
empregado com seletividade, especificidade, precisdo e exatidao tanto em estudos
clinicos para quantificacdo fluoxetina e trimetoprima, quanto em estudos forenses
para quantificacao de fluoxetina e haloperidol.

Palavras-chave: nanoLC-MS. HF-LPME. Farmacos.



ABSTRACT

Pharmaceutical drugs determination in biological samples, such as human
plasma, is conducted with different purposes, among which can be pointed out
therapeutic drug monitoring and forensic toxicology. However, due to high matrix
complexity and protein-drug binding, the sample preparation step can become
challenging. Hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME) is a sample
preparation technique of low cost, which uses low amounts of organic solvents and
displays excellent clean-up efficiency and pre-concentration factors. Put together with
nano-liquid chromatography coupled to mass spectrometry (nanoLC-MS), which
provides highly efficient analysis and high detectability, along with reliable analyte
identification, these techniques become ideal for biological matrices. In this study an
analytical method was developed for determination of five pharmaceutical drugs in
human plasma using HF-LPME and nanoLC-MS. Chromatographic separation of the
five pharmaceutical drugs was achieved by gradient elution step during 15 min, in
which the acetonitrile:water proportion varied from 30:70 to 100:0 (v/v), using formic
acid 0.10% (v/v) as an additive in the mobile phase. The pharmaceutical drugs were
monitored by fullscan acquisition, both for precursor and product ion scans.
Extraction took place using 250 pL of human plasma, which was later avolumated to
10,0 mL with sodium chloride 10% (w/v), methanol 5% (v/v) and ammonium
hydroxide (pH 10) as donator phase. The remaining optimal conditions for HF-LPME
are 20 uL of 1-octanol as acceptor phase, stirring rate of 750 rpm and extraction
duration of 30 min. Due to the use of different identification tools, such as exact
mass, isotopic profile and fragmentation profile, the developed method can be used
with selectivity and specificity in screening analysis for carbamazepine, diazepam,
fluoxetine, haloperidol and trimethoprim in concentrations as low as 20 ng mL™".
Aiming the application of the method for quantification of the selected pharmaceutical
drugs in human plasma samples, satisfactory linearity was observed for
carbamazepine, fluoxetine, haloperidol and trimethoprim in concentration ranges of
de 0.06-2.5, 0.02-1.5, 0.25-2.5 e 0.02-2.5 pug mL™", respectively. Additionally,
adequate precision and accuracy was observed for the method, reaching up to 15%,
just as lower limits of quantification ranging from 0.02 to 0.25 ug mL™" and recovery
rates from 3.00 to 95.4%. Thus it can be affirmed that the analytical method
developed in this study can be used with selectivity, specificity, precision and
accuracy in both clinical studies for fluoxetine and trimethoprim determination and
forensic studies for fluoxetine and haloperidol determination.

Key-words: nanoLC-MS. HF-LPME. Pharmaceutical drugs.
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MS1 - Aquisi¢ao dos ions precursores

MS2 - Aquisig¢ao dos ions produto

m/z - Razéo massal/carga

nanoLC - “Nano-liquid Chromatography” - Nanocromatografia liquida
nanoLC-MS - “Nano-liquid Chromatography-Mass Spectrometry” -

Nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas



nanoLC-MS/MS - “Nano-liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry -

Nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial

Neg,org - quantidade do analito extraida pela fase aceptora na condi¢cdo de
equilibrio da HF-LPME

PTFE - Politetrafluoretileno

r - Coeficiente de correlacdo de Pearson

R - taxa de recuperacéo

RSD - “Relative Standard Deviation” - Desvio padrao relativo

SDME - “Single Drop Microextraction” - Microextracao de gota unica

SIM - “Selective lon Monitoring” - Monitoramento seletivo de ions

SPE - “Solid Phase Extraction” - Extracdo em fase sodlida

TMP - Trimetoprima

ToF - “Time of Flight”— Tempo de voo

ToF-MS - “Time of Flight-Mass Spectrometry” — Espectrometria de massas por

tempo de voo

UHPLC - “Ultra-high performance liquid chromatography” - Cromatografia
liquida de ultra performance

USP - “United States Pharmacopeia”

Vyg - volume da fase doadora;

Vorg - volume da fase aceptora;



LISTA DE SIMBOLOS

® - marca registrada



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ... ssessessessessessessessessessssasssessesssssessessessssssssennes 1
1.1 FARMACOS EM AMOSTRAS BIOLOGICAS .......oovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 1
P P R = T 7= = £ PP 1
1.1.2 Farmacos psicotropicos € antibidtiCo.........coovvi i 3
1.2 TECNICAS ANALITICAS ...t 10
1.2.1  Técnicas cromatograficas miniaturizadas...........cccccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceee, 10
1.2.2 Espectrometria de MasSSas .....ccoviieeiiiiiiiiiiiiee e 14
1.3 PREPARO DE AMOSTRA ..ottt seeeeeeeeees 18
2 OBUETIVOS .....ceeiiieiiiiiccccssserree e s s s s s sssmnsee e s s s s s s ssmnnnnn e e s s ssnssssssnnnnssenssssnnns 26
2.1 OBUETIVO GERAL ... 26
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 26
3 MATERIAL E METODOS........coouiiietrrieneesessesssesssessessssessssssssssssssssssssssens 27
3.1 REAGENTES E PADROES ANALITICOS ......oviiieeeeeeeeeeeeeee e, 27
3.2 AMOSTRAS DE PLASMA .....ooeeeeeieeiteeeieeeteeeeeeeeeeeeeseesaeesasssnansnnssnnsssnsnsnnnnnnnes 27
3.3 CONFECCAO DAS NANOCOLUNAS ANALITICAS ......oooovieeeeieeeeeeen 28
3.4 AVALIACAO DAS CONDICOES DE COMPROMISSO DA TECNICA DE
127X 0710 RO 31
3.4.1 Estudos de lonizacdo dos AnalitoS..........coeuiiiiiiiiiiiieieeee e, 31
3.4.2 Meétodo CromatografiCo .........ccooeeiiiiiieeeeee e 31
3.4.3 Microextragado em Fase Liquida com FibraOca..........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiinn. 33
3.5  TRANSPOSICAO DO METODO ANALITICO PARA SISTEMA ANALITICO
DISTINTO .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aabraneeeaens 34
3.5.1 Estudos de lonizagdo e Fragmentagdo dos Analitos...........ccceveeeeiieeiiiinnnnnnn. 35
3.5.2 Ajuste do Método CromatografiCo ..........cooevmviiiiiiiiiiiieeceee e 36
3.5.3 Parametros de Aquisicao do Espectrémetro de Massas ............cccceeeevvvnnnnn... 36
3.6 AVALIACAO INICIAL DE PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO
ANALITICO DESENVOLVIDO ......oovieee et 37
3.6.1  Curva analitiCa........coooeeeeieeeeeeeeee 37
3.6.2 PrecCis80 € €XalidB0 .....uuiii i 38
3.6.3 Seletividade e especificidade ...........cccooeeiiiiiiiiiiiii e 38
3.6.4 Recuperacao e fator de enriquecimento............ccccooeeiiiiiiiiiiii e, 38
3.6.5 DiluiGA0 da amoOStra........cccuuiiiiiiiii e 39



3.6.6 Aplicagao do método a amostra de paciente em terapia com fluoxetina...... 39

4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS ........ccecererirererereseeessesesesseenes 41
4.1 AVALIACAO DAS CONDICOES DE COMPROMISSO DA TECNICA DE
EXTRACAOD . .. .ot e et e et eeee e ae e 41
4.1.1 Estudos de lonizacdo dos Analitos..........cccooeviiiiiiiiiiiiiice e 41
4.1.2 Otimizagado do Método CromatografiCo ............ceevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 42
4.1.3 Otimizagdo da Técnica HF-LPME.............coovviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 47
4.2 TRANSPOSICAO DO METODO ANALITICO PARA SISTEMA ANALITICO
IS TINT O s 61
4.2.1 Estudos de lonizagdo e Fragmentagdo dos Analitos...........cccceevevvviccenenenn. 62
4.2.2 Ajuste do Método CromatografiCo ............eeeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 63
4.3 AVALIACAO INICIAL DE PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO
ANALITICO DESENVOLVIDO ..ottt 68
3G T R O U o V7= = = 11 (o= SRR 68
4.3.2 PrecCiSA0 € eXatidA0 .......ccouuuuiiiiiii i 71
4.3.3 Seletividade e especificidade ...........oooemiiiiiiiiiiiii e, 72
4.3.4 Recuperacgao e fator de enriquecimento...........ccoovveiiiiiiiii e 74
4.3.5 DiluiGAO da @mMOSIra......ccoviiiiiiie i eeeaes 76
4.3.6 Aplicacdo do método a amostra de paciente em terapia com fluoxetina...... 77
5 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS........ccccoerermerrerrneeesensensenns 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccooruririenesasesereresesssssssesesesessssssssssssesssans 83
APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO............ 94
APENDICE B - FERRAMENTAS EMPREGADAS NA IDENTIFICAGAO DO
DIAZEPAM, FLUOXETINA, HALOPERIDOL E TRIMETOPRIMA..........eeeeeenneee 96
ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO SETOR DA
SAUDE DA UFPR.......octiieteiseeaeisssessessssssessssessesssssssssssssssessssssssssssesssssssssssssssssssans 98

ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO
OSWALDO CRUZ........ceietiee s ass e annn e 106



1 INTRODUCAO
1.1 FARMACOS EM AMOSTRAS BIOLOGICAS
1.1.1Bioanalise

A bioanalise compreende a determinagao de farmacos e/ou seus metabdlitos
em amostras bioldgicas, como sangue total, plasma, urina, saliva e tecidos. O tipo
de matriz selecionada para um estudo sera determinado pelo objetivo do mesmo.
Amostras de sangue total plasma sao frequentemente utilizadas por refletirem um
quadro geral das substancias presentes no organismo de um individuo. Amostras de
urina, por sua vez, sao excelentes por serem o principal meio de excrecdo de
diversas substéncias pelo organismo humano, fornecendo informagdes
complementares as obtidas para sangue, além da disponibilidade de grandes
volumes de amostra. A saliva também € uma matriz interessante para diversos tipos
de estudo, principalmente devido a coleta da amostra ser realizada de forma nao-
invasiva e a correlagdo existente entre a concentragdo de farmacos em saliva e a
concentragdo dos mesmos na sua forma livre, ou seja, n&o ligada a proteinas, no
plasma humano. Ja as amostras de tecido sao analisadas com o propdsito mais
especifico de se avaliar a distribuicdo de um farmaco no organismo de paciente,
sendo a matriz menos estudada dentre as citadas (CASTILLO-PEINADO; LUQUE
DE CASTRO, 2016; LORD; PAWLISZYN, 2000).

Desta forma, o desenvolvimento de métodos analiticos voltados para a
bioanalise € de grande importancia para a obtencao de informagdes criticas sobre a
biodisponibilidade, metabolismo, toxicologia, farmacocinética e farmacodinédmica de
farmacos. Tais informagdes sao essenciais a descoberta e desenvolvimento de
novas drogas e estudos clinicos (KAUFMANN, 2014; MULLETT, 2007).

Dentre estas aplicagdes, destaca-se o0 monitoramento de drogas
terapéuticas, que se baseia na determinacao da concentracido dos farmacos alvo em
amostras de plasma, por exemplo. Inicialmente, este era empregado principalmente
para farmacos antiepilépticos e aminoglicosideos que atuam como antibiéticos, no
entanto, sua aplicagdo tem se tornado mais ampla, abrangendo farmacos

imunossupressores, antifungicos, antivirais, quimioterapicos, psiquiatricos e outros



que atuam no sistema cardiovascular (ADAWAY; KEEVIL, 2012; HERON; AFIF,
2017; OELLERICH; KANSOW, WALSON, 2017; VERINGA et al.,2016).

Este monitoramento é empregado para melhorar o tratamento de diversas
doengas, pois a concentracdo do farmaco na corrente sanguinea do paciente
apresenta uma maior representatividade do que a dose administrada, devido a
diferencas genéticas, ambientais e clinicas do individuo. Dessa forma, a resposta
desejada do farmaco pode ser modulada para o paciente de acordo com as
informacdes farmacocinéticas e farmacodindmicas coletadas, resultando um
tratamento com maior eficiéncia e menores efeitos adversos e toxicidade potencial
(DECOSTERD et al., 2016; VERINGA et al., 2016).

Para farmacos psicotropicos, o monitoramento de drogas terapéuticas
permite uma diminuicdo do risco de intoxicagdo do paciente, principalmente nos
casos em que o farmaco apresenta uma faixa de concentracao terapéutica estreita e
relativamente proxima da concentracdo considerada téxica ao paciente, como o
caso do haloperidol, um antipsicético cuja faixa terapéutica é de 1 a 20 pg L™, porém
passa a ser considerado toxico em concentragdes a partir de 50 pug L
(DECOSTERD et al., 2016; SCHULZ et al., 2012). O monitoramento também permite
uma menor incidéncia de efeitos adversos do tratamento e permite uma avaliagao
detalhada quando o paciente ndo esta respondendo de maneira satisfatoria a
terapia. Tal abordagem tem fornecido uma alternativa mais segura para o tratamento
psicofarmacologico para criangas, adolescentes, mulheres gravidas, lactantes e
idosos (SCHUTZE; SCHWARZ, 2016).

Nos casos em que o paciente esta sob politerapia, como frequentemente é
observado em quadros de epilepsia, o monitoramento de drogas terapéuticas € uma
importante ferramenta devido a interacbes medicamentosas e a variagdo das
concentragdes plasmaticas dos medicamentos administrados, que,
consequentemente, afetardo a resposta do paciente ao tratamento (ADAWAY;
KEEVIL, 2012).

Em relacdo aos antibidticos, o monitoramento terapéutico de drogas
aumenta a eficiéncia de tratamento, principalmente para pacientes em Unidades de
Tratamento Intensivo, pois individuos criticamente doentes apresentam variagdes
farmacodindmicas que geralmente resultam em diferencas metabodlicas quando

comparados a pacientes mais saudaveis que servem como objeto de estudo para



determinacdo de doses recomendadas para estes farmacos (ROBERTS et al.,
2014).

Outra importante aplicacdo da bioanalise € a toxicologia forense, onde
analises de fluidos bioldgicos e tecidos sao realizadas com o intuito auxiliar uma
investigacdo de cunho legal, frequentemente caracterizando uma analise post
mortem. Neste caso, o estudo pode ser conduzido para se averiguar a causa da
morte, determinando as substancias presentes e a concentragdo das mesmas no
organismo de um individuo no momento de sua morte (SMITH; BLUTH, 2016).

Usualmente este tipo de estudo é conduzido pela analise de amostras de
plasma, devido a sua disponibilidade. Dentre as classes de medicamentos
frequentemente avaliadas, podem ser citados antidepressivos, antipsicoticos,
neurolépticos, antiepilépticos, benzodiazepinicos, anti-hipertensivos, sedativos,
anestésicos, antibidticos, analgésicos opidides e nao-opidides, assim como drogas
de abuso (GRAPP et al., 2018).

Grande parte destas substancias pode ser definida como psicotropicos,
sendo que estas sdo investigadas devido a sua ocorréncia frequente em
intoxicagdes intencionais e acidentais, com destaque para sedativos, hipnoticos e
benzodiazepinicos (BEVALOT et al., 2016; HARRIS; BARRACLOUGH, 1997; LU et
al., 2014; SHARMA et al., 2018).

Psicotropicos também estdo associados a acidentes veiculares devido a
hipersonoléncia, sendo que, dentre os farmacos psiquiatricos, os benzodiazepinicos
apresentam a correlacdo mais conhecida e estudada (ENGELAND et al., 2007;
PAGEL, 2017). Em um levantamento envolvendo quatro capitais brasileiras, dentre
elas Curitiba, realizado pela Associacao Brasileira dos Departamentos Transito em
1997, os benzodiazepinicos foram reportados em cerca de 3,4% dos casos de
acidentes de transito, ficando atras apenas das substancias psicoativas alcool, com
27,2%, e maconha, com 7,7% (ABDETRAN, 1997).

1.1.2Farmacos psicotropicos e antibiético

Os farmacos avaliados neste estudo pertencem as classes supracitadas:
quatro psicotropicos (carbamazepina, diazepam, fluoxetina e haloperidol) € um
antibidtico (trimetoprima). Suas estruturas estdo representadas na FIGURA 1. Estes

analitos foram selecionados devido a sua ampla utilizagcdo no Brasil, como € o caso



dos psicotropicos, e importancia no tratamento e prevencdo de infecgdes de
pacientes imunocomprometidos, no caso da trimetoprima. Adicionalmente, as
propriedades fisico-quimicas destes farmacos permitem sua coextracdo durante o
preparo de amostras, tornando possivel o desenvolvimento de um método analitico

para determinagcao simultdnea dos mesmos.

FIGURA 1 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS FARMACOS SELECIONADOS

Carbamazepina Fluoxetina
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FONTE: A autora (2018).

A carbamazepina € um medicamento antiepiléptico e analgésico especifico
para nevralgia trigeminal, também utilizado no tratamento de transtorno bipolar,
sendo particularmente eficaz nos episddios de mania. O farmaco apresenta uma
estrutura semelhante a dos antidepressivos triciclicos, e seu mecanismo de acao se
baseia no bloqueio uso-dependente de canais de sddio, de forma que este bloqueio
€ observado com maior intensidade em células hiperexcitadas e que, por sua vez,
sdo as responsaveis pelos episodios epilépticos e origem das dores neuropaticas
(RANG et al., 2016).

A carbamazepina (Tegretol®) ¢ um dos farmacos antiepilépticos mais
utilizados no Brasil, sendo considerado um farmaco de primeira linha para todos os
tipos de crise de epilepsia focal sintomatica, mesmo para mulheres gravidas,
lactantes, idosos, pacientes com depressao e com rebaixamento mental (BETTING
et al., 2003). No entanto, estudos indicam que o farmaco tem potencial teratogénico,

estando relacionado com ma formagdes neuroldgicas e craniofacias, retardos no



desenvolvimento neuroldgico e no crescimento (AHMED; EL-GAREIB, 2017; BATH;
SCHARFMAN, 2013).

Apos a administracdo da carbamazepina via oral, a concentragao plasmatica
maxima meédia de 7,3 ug mL" é atingida em 2 a 3,5 horas (MORENO et al., 2004). O
farmaco passa a ser considerado toxico a partir de 10 ug mL™?, sendo que a
concentragao de 20 ug mL™" seria suficiente para induzir o paciente a um estado de
coma (SCHULZ et al., 2012). A literatura relata diferentes casos de intoxicagao por
carbamazepina, porém a grande maioria apresenta natureza intencional (GOKTAS
et al., 2010; KURTZ et al., 2017; TAKAMIYA et al., 2006).

O diazepam (Valium® é um medicamento benzodiazepinico com
propriedades ansioliticas, sedativas, relaxantes musculares e anticonvulsivantes,
entre outras. Dentre os medicamentos estudados neste trabalho, o diazepam € o
unico considerado de tarja preta, e seu uso pode causar dependéncia (AZEVEDO et
al., 2016). Atua ao se ligar a sitios reguladores de receptores de &acido vy-
aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibidor do sistema nervoso
central, aumentando a afinidade entre o receptor e o neurotransmissor e levando a
sedacao do paciente (RANG et al., 2016).

Para este farmaco, a concentragdo plasmatica maxima € atingida em cerca
de 1 a 1,5 horas apds sua administracdo. Apds a administragdo de 10 mg de
diazepam a concentragao plasmatica maxima observada é proxima a 510,8 ng mL™"
(ROUINI et al., 2008). Quando administrado via intranasal e retal numa dose de 20
mg, as concentracdes maximas sdo 378 e 328 ng mL™, respectivamente (HENNEY
et al., 2014). O diazepam exibe toxicidade em concentragdes plasmaticas acima de
3 Mg mL" e, apesar desta concentragdo ndo ser proxima da concentracio
encontrada no plasma de pacientes em terapia com este medicamento, o diazepam,
como outros benzodiazepinicos, € frequentemente utilizado em intoxicagcbes
intencionais, e seu uso induz a hipersonoléncia, o que esta ligado a acidentes de
transito (ABDETRAN, 1997; BEVALOT et al., 2016; ENGELAND et al., 2007;
PAGEL, 2017; SHARMA et al., 2018).

O haloperidol (Haldol®) é um antipsicotico pertencente ao grupo das
butirofenonas, que é frequentemente prescrito para esquizofrenia, sindrome de
Tourette e episddios de mania em pacientes com transtorno bipolar, porém, o uso

prolongado do medicamento apresenta uma incidéncia significante de efeitos



adversos, como depressao e ansiedade (KATAGIRI et al., 2012; SCAHILL et al.,
2000).

Uma das possiveis causas da esquizofrenia € um desregulamento de
dopamina presente no cérebro, assim, os antipsicoticos de primeira geragao, como €
o0 caso do haloperidol, sdo antagonistas dos receptores D, de dopamina. Dessa
forma, ao se ligar a tais receptores, o antipsicotico bloqueia o sitio da dopamina e
diminui sua hiperatividade (RANG et al., 2016). Ap6s uma injecao intramuscular de
decanoato de haloperidol, a concentracdo plasmatica de haloperidol aumenta
gradativamente, atingindo a concentragdo maxima de 12,2 ng mL™' em 6 dias. Com a
administracao via oral de haloperidol, a concentragdo plasmatica maxima de 18,2 ng
mL™ ¢ atingida em aproximadamente 4,9 horas apés a ingestdo do medicamento
(NAYAK et al., 1987).

Dentre os farmacos selecionados, o haloperidol € o que apresenta a faixa de
concentragdo terapéutica mais estreita, de 1 a 20 ng mL", e proxima da
concentracdo considerada téxica, de 50 ng mL”, como citado anteriormente
(SCHULZ et al., 2012). Por este motivo, a literatura apresenta uma série de casos de
overdose acidental e intencional (HANSEN ET AL., 1997; KHEL ET AL., 2018;
MEYER-MASSETTI et al., 2010). Dessa forma, o desenvolvimento de métodos para
quantificacdo deste farmaco em plasma humano é interessante tanto para
monitoramento terapéutico quanto para a toxicologia forense.

A fluoxetina (Prozac®) é um antidepressivo da classe dos inibidores seletivos
da recaptacdo da serotonina (ISRS), comumente prescrita para disturbios
depressivos e de ansiedade, devido a baixa toxicidade e poucos efeitos colaterais.
Devido a essas caracteristicas, € um medicamento frequentemente prescrito para
gestantes e lactantes (ALVIM-JR et al.,, 2016; PHAM et al., 2018). Ao inibir a
recaptacdo de serotonina pelos terminais nervosos, o medicamento aumenta os
niveis e efeitos da serotonina no organismo do paciente (RANG et al.,, 2016). A
molécula exibe atividade quiral, sendo que ambos enantibmeros apresentam
atividades farmacolégicas semelhantes, porém, a S-fluoxetina é eliminada mais
lentamente, sendo o enantidbmero predominante no plasma (MAGYAR et al., 2003).

Apos 2,5 a 7 horas da administragdo de uma dose diaria de 40 mg de
fluoxetina, a concentragdo plasmatica atinge um pico de aproximadamente 194,82
ng mL™" (PAN et al., 2002). O farmaco passa a exibir toxicidade significativa a partir

da concentragéo plasmatica de 1 ug mL™ e, apesar de a fluoxetina ser considerada



um antidepressivo seguro, uma parcela da populagdo apresenta um metabolismo
lento para o farmaco, o que eleva sua toxicidade potencial uma vez que sua meia-
vida no organismo do paciente aumenta em até duas vezes (KANDASAMY et al.,
2010; SCHULZ et al., 2012). Adicionalmente, o farmaco € prescrito com cautela para
menores de 18 anos devido a incidéncia de idealizacdo suicida nesta faixa etaria
quando a concentracdo plasmatica do principio ativo ultrapassa a faixa terapéutica
(ALTAMURA et al.,1994; RANG et al., 2016).

Os farmacos psicotropicos selecionados estao entre os mais prescritos no
Brasil dentro de sua classe. No estudo de Boger et al. (2017) foi relatado que na
cidade de Curitiba o haloperidol e o diazepam correspondem a 26,98 e 18,73%,
respectivamente, das prescrigdes realizadas em Centros de Atengao Psicossocial do
municipio.

Similarmente, o estudo de Alves e Oliveira (2014) realizado no municipio de
Tijucas do Sul, Parana, localizado a 55 km da capital, a fluoxetina foi o segundo
antidepressivo com maior saida em farmacias publicas em 2014, compreendendo
46% das prescrigoes. De forma semelhante, o estudo de Cruz et al. (2015) indicou
que, no periodo de 2008 a 2012, a fluoxetina foi o psicotrépico de maior dispensagao
da farmacia municipal de Terra Roxa D’Oeste, Parana, seguido de amitriptilina,
diazepam e carbamazepina. Também no estado do Parana, em uma avaliagédo
realizada por Machado et al. (2009), dos antipsicéticos mais utilizados na
Emergéncia Psiquiatrica do Hospital Municipal de Maringa, o haloperidol aparece
como o0 mais empregado, e, somando sua utilizagdo via oral, intravenosa e como
decanoato de haloperidol, essa abrange cerca de 61% dos pacientes.

Fora do estado do Parana, um levantamento conduzido por Andrade et al.
(2004) a partir de receitas coletadas em novembro de 2000 em farmacias de
Ribeirao Preto, interior de Sao Paulo, indica que os dois medicamentos mais
receitados por psiquiatras sao a fluoxetina e o diazepam, compondo 42,0% e 25,8%
das prescricoes, respectivamente. Em relagdo a antidepressivos, os autores afirmam
que o mais prescrito foi a fluoxetina, totalizando 68,8% das receitas contendo
medicamentos desta classe provenientes de todas as especialidades meédicas.
Também na cidade de Ribeirdo Preto, o estudo de Freitas-Lima et al. (2013) avaliou
as prescrigdes de antiepilépticos para pacientes adultos e idosos no Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina, onde a carbamazepina foi a mais receitada,



totalizando 72,3% dos pacientes, sendo administrada como monoterapia ou em
combinagao com outros epilépticos.

No estudo de Gruber e Mazon (2014), a partir do levantamento dos
medicamentos psicotropicos receitados na cidade de Mafra, Santa Catarina, foi
possivel constatar que, no ano de 2011, 36,8% da populagcdo fez uso destes
farmacos. Neste ano, o psicotropico mais prescrito foi a fluoxetina, e os demais
farmacos selecionados nesse estudo, carbamazepina, diazepam e haloperidol,
ficaram na quarta, quinta e oitava posicao, respectivamente.

Por fim, a trimetoprima € um antibiético utilizado no tratamento de doencas
infecciosas, principalmente infecgdes do trato urinario e pneumonia. Este
medicamento € usualmente prescrito em associagao ao sulfametoxazol devido a sua
acao sinergistica. Tal combinacdo € denominada cotrimoxazol (Bactrim®) e é
frequentemente indicada para o tratamento de infecgdes em individuos portadores
de HIV (HO; JUURLINK, 2011). Sulfonamidas, como o sulfametoxazol, inibem a
sintese de acido félico por micro-organismos, e a trimetoprima inibe a eficiéncia da
enzima responsavel pela sua reducdo a forma ativa, que seria empregada pelo
agente patdgeno na sintese de aminoacidos (RANG et al., 2016).

No Brasil, a trimetoprima €& frequentemente utilizada no tratamento de
infecgcbes urinarias, e atualmente € o antibiético indicado pelo Ministério da Saude
como quimioprofilaxia para filhos de mulheres portadoras de HIV durante seu
primeiro ano de vida (Ministério da Saude, 2009, 2010). Em relacdo a sua
farmacocinética, apos a administracdo como cotrimoxazol via oral, contendo 160 mg
de trimetoprima, a concentragdo plasmatica maxima de aproximadamente 1,95 ug
mL™" é atingida em cerca de 2 horas (MOORE et al., 1996). A trimetoprima assume
uma concentragao téxica a partir de 20 ug mL™" (SCHULZ et al., 2012).

As propriedades fisico-quimicas dos farmacos selecionados apresentam
grandes variacdes, como é possivel observar na TABELA 1, devido ao fato de serem
pertencentes a diferentes classes e apresentarem diferencas estruturais e
funcionais.

Dentre estas propriedades, visando a avaliagdo desses farmacos em
estudos clinicos, é considerada mais critica a ligacdo do farmaco a proteinas, uma
vez que ao ultrapassar a porcentagem de 80% do farmaco ligado a proteinas esta

propriedade influencia drasticamente tanto a capacidade do farmaco transferir-se da



corrente sanguinea para diferentes tecidos, quanto a recuperacado do analito ao se

realizar a extragcdo do mesmo a partir de amostras de plasma (SCHEIFE, 1989).

TABELA 1 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS ANALITOS

L Concentragiao
Massa Log Ligagao a plasmatica
Farmaco CAS Molar K pKa; | pKa, | proteinas L . I
(g mol) ow (%) méxima - via ora
(ngmL")
T””Z‘Tat,\‘jg;'ma 738-70-5 | 290,3177 | 126 | 7,16 | 17,33 |  42-46 1950°
Carb?gszz;ap'“a 208-46-4 | 236,2686 | 2,1 | -3,8 | 15,96 76 7300°
Diazepam c
OzP) 439-14-5 | 284,74 |263]292 | - 98,5 510,8
Haloperidol 52-86-8 | 375,86 | 3.7 | 8,05 | 13.96 92 18,2
(HLP)
F"E‘F’;‘(GT“)”"" 54910-89-3 | 309,3261 | 409 | 98 | - 94 5 194.82°

CAS: numero de registro no banco de dados de Chemical Abstracts Service. Log P: logaritmo da
constante de partigdo; pKa: constante de dissociagao acida do sitio mais acido; pKa,: constante de
dissociagao acida do sitio menos acido.

FONTE: DrugBank, exceto: a - Moore et al. (1996), b - Moreno et al. (2004), c - Rouini et al. (2008), d
- Nayak et al. (1987), e - Pan et al. (2002).

Uma caracteristica critica para a extragdo de um analito em matrizes
aquosas, como fluidos biologicos, é a faixa de pH em que o composto se encontra
neutro que, devido aos valores de constante de dissociagédo acida para os farmacos
selecionados neste estudo, € comum para todos os analitos, permitindo sua
extracado simultanea.

Como citado anteriormente, o plasma humano € uma das principais matrizes
bioldgicas avaliada para a determinagao de farmacos de uso humano, tanto para
estudos de monitoramento terapéutico de farmacos quanto para estudos
toxicologicos. Esta matriz € composta por agua, proteinas, glicoproteinas,
fosfoproteinas, peptideos, como horménios, citocinas e fatores de crescimento,
lipideos, acidos graxos, carboidratos e ions. Devido ao seu alto teor proteico, sendo
a proteina mais abundante a albumina, presente numa concentracdo de
aproximadamente 60 mg mL™", a remogdo destes interferentes previamente a
analises se torna essencial. Geralmente é realizada uma etapa de precipitagdo de
proteinas fazendo uso de solventes organicos, no entanto, isto pode resultar na co-
precipitacdo dos farmacos ou sua oclusdao nos pellets, que correspondem aos

aglomerados de proteina formados, ocasionando a perda dos farmacos durante a
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manipulacdo da amostra, principalmente daqueles com alta ligagcdo a proteinas
(MAHBOOB et al., 2015, MULLETT, 2007).

Dessa forma, devido as baixas concentracbes destes farmacos nas faixas
terapéuticas e a alta complexidade de amostra, principalmente a abundéncia de
proteinas no plasma, ha a necessidade do desenvolvimento de metodologias
analiticas unindo preparo de amostra eficiente e técnicas analiticas com alta

detectabilidade e seletividade.

1.2 TECNICAS ANALITICAS

1.2.1 Técnicas cromatograficas miniaturizadas

Diversas matrizes biolégicas, como plasma, urina, saliva, leite materno e
cabelo, podem ser utilizadas na determinacao de farmacos e seus metabdlitos em
estudos de farmacocinética, toxicocinética, bioequivaléncia e farmacodinamica. Para
realizar tais estudos sdo empregadas diversas técnicas analiticas, como titulometria,
espectrofotometria, eletroforese capilar e técnicas cromatograficas, dentre elas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (“High Performance Liquid Chromatography”
— HPLC, ou simplesmente LC) e a cromatografia gasosa (“Gas Chromatography” —
GC) (QUEIROZ, 2009; SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017; ULRICH;
MARTENS, 1997).

Para a analise de misturas complexas como as encontradas em sistemas
biolégicos, a técnica de LC, quando acoplada a determinados sistemas de detecgéo,
€ considerada uma técnica de separagao que fornece seletividade, preciséo e
exatiddo satisfatorias. Adicionalmente, grande parte dos farmacos administrados
para seres humanos nao apresenta a volatilidade e/ou estabilidade térmica para
determinagao por GC, impossibilitando a uso desta técnica sem uma etapa adicional
de derivatizacao dos analitos. Dessa forma, a HPLC se torna a técnica mais aplicada
para este tipo de analise (SIDDIQUI et al., 2017).

Apesar disto, analises por HPLC exibem uma menor eficiéncia e seu
acoplamento com espectrometria de massas € complexo quando comparado a GC,

devido, respectivamente, ao maior didametro da coluna analitica e ao grande volume
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de fase modvel na interface entre os equipamentos. Assim, o interesse em
miniaturizar a técnica existe ha varias décadas.

Os primeiros avangos na miniaturizagdo da cromatografia liquida ocorreram
na década de 60, quando Horvath et al. (1967) utilizaram uma coluna de ago inox
com diametro interno de 1 mm e comprimento de 2 m para realizar a separagao de
nucleotideos, dando inicio a era das colunas microbore. Cerca de dez anos depois,
foram desenvolvidas as primeiras microcolunas, constituidas por um tubo de
politetrafluoretileno (PTFE) de 500 um de didmetro interno, e colunas capilares de
vidro, com diadmetro interno de 50 a 200 ym (ISHII et al., 1977; NOVOTNY; TSUDA,
1978).

Anos mais tarde, Karlsson e Novotny (1988) realizaram a separagao
cromatografica com colunas empacotadas empregando capilares de silica, técnica
que veio a ser denominada de nanoLC. Atualmente, as colunas capilares
empregadas em nanoLC tém sido feitas de silica fundida, frequentemente revestidas
com um material que lhes garante resisténcia mecéanica, como a poli-imida,
semelhante as colunas capilares de GC. O diadmetro interno varia de 10 a 150 pm, e
o preenchimento destas colunas pode ser feito com particulas de didmetro igual ou
inferior a 5,0 ym, resultando em separagdes cromatograficas mais eficientes de
acordo a diminui¢ao das particulas. (BLUE et al., 2017; GAMA; COLLINS; BOTTOLI,
2013; NOGA et al., 2007).

A miniaturizagdo da cromatografia liquida foi acompanhada pelo
desenvolvimento de equipamentos para cromatografia liquida de ultra performance
(“Ultra-high  performance liquid chromatography” — UHPLC), que foram
disponibilizados comercialmente pela primeira vez em 2004. Este tipo de
equipamento se tornou componente essencial dos sistemas de nanoLC devido a sua
capacidade de suportar altas pressdes, apesar de poder ser empregado em analises
com colunas de dimensdes maiores, com diametros internos de aproximadamente
2,1 mm (FEKETE et al., 2014; WALTER; ANDREWS, 2014).

Contudo, como a nanoLC aplica diversas modificagdes nas dimensdes da
coluna analitica, estas devem ser acompanhadas por uma série de adaptagdes no
sistema cromatografico, como alteragdes nas conexdes, sistema de injegcdo e
parametros instrumentais, que serdo resumidamente abordados a seguir.

A reducao das dimensdes da coluna analitica de nanoLC resulta no uso de

uma vazao inferior, na faixa de 100 a 300 nL min™, sendo que cromatografos a
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liquido convencionais operam usualmente a vazdes de 50 pL min™ a 2,5 mL min™. O
uso de vazdes tdo baixas resulta em um menor consumo de solvente, cerca de 15
ML de fase movel para uma analise de 1 hora em uma coluna de 75 um de didmetro
interno, comparado a cerca de 60 mL para uma analise de mesma duragcdo em LC
convencional. Contudo, vazdes reduzidas apresentam a desvantagem de uma
analise mais longa, sendo que o tempo total gasto para a analise de uma amostra,
compreendendo injegdo, carregamento da amostra, separagdo cromatografica e
reequilibrio da coluna, varia de 40 a 90 minutos (NOGA et al., 2007).

Outra desvantagem decorrente da redugdo do didametro interno da coluna
analitica € a consequente reducao da quantidade de fase estacionaria, que, por sua
vez, resulta na facilidade da saturacao da fase estacionaria. Dessa forma, a nanoLC
pode apresentar um efeito de memoria significativo. Para minimizar tal efeito, apos
cada injecdo deve ser realizada a limpeza da coluna e, em alguns casos, ha
necessidade da execugao de corridas como prova em branco apos a injegao de uma
amostra (NOGA et al., 2007).

O diametro da coluna capilar também proporciona uma menor diluicdo da
banda cromatografica durante a eluicdo dos analitos, uma vez que tal diluicdo é
proporcional ao quadrado do didametro interno da coluna analitica. Assim, o uso da
nanoLC resulta num aumento de concentragdo de até 200 vezes para a injegao de
uma mesma amostra em relagao a LC convencional e, consequentemente, permite o
uso de menores volumes de injegao visando a obtengao de uma resposta similar a
obtida por LC convencional (NAZARIO et al., 2015).

Para manter o perfil de separacao, é necessario estabelecer as conexdes do
sistema cromatografico de forma a minimizar o volume morto antes e apos a coluna
analitica, uma vez que este resultaria na dispersdo dos analitos e
consequentemente, a separacao seria menos eficiente. Assim, a configuracao ideal
seria atingida utilizando capilares de silica de diametro interno e comprimento
pequenos, e a saida da coluna cromatografica deve estar muito préxima ao sistema
de deteccdo (NAZARIO et al., 2015; SESTAK; MORAVCOVA; KAHLE, 2015).

O volume de amostra injetado depende das dimensdes da coluna e do
volume do loop de amostra. Por exemplo, para uma coluna com diametro interno de
75 um e comprimento de 15 cm, o volume de injecdo maximo varia de 3 a 140 nL,
de acordo com o fator de reten¢do do analito. Para realizar a inje¢cdo de volumes tao

pequenos, € necessario que o cromatégrafo faga uso de uma alga de amostragem
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interna a valvula de injecdo, onde o volume de amostras seria estabelecido pela
prépria valvula. Dessa forma, para trocar o volume de inje¢ao seria necessario trocar
esta valvula. Assim, os sistemas cromatograficos comerciais mais comuns sao
equipados com um /oop de amostra externo com volumes de poucos microlitros que
fornecem inje¢des com boa reprodutibilidade e exatiddo (NAZARIO et al., 2015;
SESTAK; MORAVCOVA; KAHLE, 2015).

Para permitir a injecdo de amostras com volumes acima do indicado para a
coluna, realiza-se a inje¢gao da amostra com um solvente de baixo poder de eluigao,
como a agua no caso da cromatografia de fase reversa, de forma que os analitos
chegarao até a coluna e se concentrardo no inicio da fase estacionaria, realizando a
pré-concentracao do analito e formando uma banda cromatografica estreita. Mesmo
com a injecao deste volume superior, de no maximo 5 uL, a nanoLC apresenta um
consumo de amostra muito baixo em comparagcdo com outras técnicas analiticas
(BLUE et al., 2017).

A TABELA 2 apresenta uma comparagao entre as técnicas de HPLC,

UHPLC e nanoLC quanto aos parametros experimentais empregados.

TABELA 2 - COMPARAGAO ENTRE AS TECNICAS HPLC, UHPLC E nanoLC

A HPLC UHPLC
Parametros ] . a nanoLC
convencional convencional
Dlzf\n?etro interno 4.6 mm 2.1 mm 75 um
médio de coluna
Tamanho de particula 5,0-10,0 um 1,5-2,0 ym 1,3-5,0 ym
Vaz&o 0,5-25mLmin" | 0,1-0,5mLmin" | 100 — 300 nL min”
Tempo de analise 5 — 40 min 1,5—30 min ° 40 — 90 min
Volume de injegdo 20-200 pL °© 0,1 —20 pL ®° 4nL—10pL
Concentragao rilatlva 1 53 8459
observada

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia, nanoLC — nanocromatografia liquida, UHPLC —
cromatografia liquida de ultra performance.

FONTE: Noga et al. (2007), exceto: a - Walter; Andrews (2014), b - Dong; Zhang (2014), ¢ -
Fernandez-Ramos et al. (2014), d - Fekete et al. (2014), e - Thermo Fisher Scientific Inc. (2010).

Unindo estas caracteristicas, quando comparada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, a nanoLC possibilita que, a partir de um pequeno volume de amostra,
de poucos microlitros, obtenha-se uma melhor detectabilidade e maior eficiéncia,

assim como um menor consumo de solventes e menor geragao de residuos.
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1.2.2 Espectrometria de massas

Para que o uso de uma técnica cromatografica seja bem-sucedido em
analises de amostras complexas, a escolha do detector € uma etapa critica, pois
este deve ser capaz de monitorar todos os analitos simultaneamente, mesmo na
presenca de possiveis interferentes enddégenos. Dentre os possiveis detectores
empregados a determinagao pela técnica de LC, os detectores eletroquimicos e de
fluorescéncia sao altamente seletivos, porém, permitem a determinacdo de apenas
uma parcela de analitos (SWARTZ, 2010). Ja os detectores espectrofotométricos,
embora sejam frequente empregados em estudos visando a determinagdo de
farmacos em diversas matrizes, pois os mesmos apresentam simplicidade e baixo
custo operacional, seu uso nado € ideal devido a uma maior susceptibilidade a
interferentes capazes de coeluir com os analitos, além de uma baixa detectabilidade
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017; WU
et al., 2008).

O acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas, no
modo simples ou sequencial, (“Liquid Chromatography-Mass Spectrometry” — LC-
MS, “Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry” — LC-MS/MS) é uma
ferramenta de grande utilidade para a determinagdo de farmacos em matrizes
bioldgicas, pois trata-se de um detector universal com uma boa detectabilidade, com
limites de deteccdo na faixa de pg L. (GAMA; COLLINS; BOTTOLI, 2013;
NIESSEN, 1999; SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017).

Comparadas a deteccao espectrofotométrica, as técnicas LC-MS e LC-
MS/MS fornecem uma maior confiabilidade de identificacdo dos analitos,
principalmente quando sdo empregados analisadores de massa de alta resolugao,
como o tempo de voo (“Time of Flight’ — ToF) e o Orbitrap.

O ToF é um analisador de massas capaz de diferenciar a razdo massa/carga
dos ions de acordo com o tempo necessario para que um ion percorra uma
determinada distancia apés uma regiao de aceleragao (GUILHAUS et al., 1997). Ja
o Orbitrap se baseia na acumulagdao de ions em um quadrupolo curvado,
denominado C-trap, e posterior inje¢do dos ions no interior do Orbitrap, e a partir da
frequéncia de rotagao dos ions em torno do eixo do analisador de massas € possivel
distinguir os ions de acordo com a sua razdo massa/carga (MAKAROV;
SCIGELOVA, 2010).
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Dentre outras aplicagcdes, estes analisadores de massa sao usualmente
empregados na analises de screening feitas pelo modo de aquisi¢céo fullscan, onde,
a partir de espectros gerados por varredura, moléculas desconhecidas podem ser
identificadas com base na sua massa exata e perfil isotopico (GRAPP et al., 2018;
XIAN et al., 2012; XIAO et al., 2012).

O acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas
também fornece uma maior seletividade devido a uma série de estratégias que
podem ser adotadas visando o isolamento do analito dos demais componentes da
matriz, seja por deconvolugao espectral ou experimentos distintos capazes de isolar
os ions de interesse com base na sua razdo massa/carga (m/z) caracteristica, como
o monitoramento seletivo de ions (“Selective lon Monitoring” — SIM), ou até mesmo
isolarem um ion precursor para fragmentacdo e formacdo de ions produto,
monitorando a transicdo entre estas duas espécies, como é o caso do
monitoramento de reagdes multiplas (“Multiple Reaction Monitoring” — MRM) (YUAN
et al.,, 2015). As FIGURAS 2 e 3 apresentam os diferentes modos de aquisicao
possiveis em espectrometros de massas hibridos armadilha de ions linear-Orbitrap.

FIGURA 2 — MODOS DE AQUISI(}AQ BASEADOS EM VARREDURA DOS IONS EM UM
ESPECTROMETRO DE MASSAS HIBRIDO ARMADILHA DE IONS LINEAR-ORBITRAP
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MS1 — Aquisicdo dos ions precursores , MS2 — Aquisicdo dos ions produto, CID — Dissociagcéo
induzida por colisdao, HCD — Dissociagao induzida por colisdo de alta energia

Fonte: A autora (2019)
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FIGURA 3 — MODOS DE AQUISIQAO BASEADOS EM SEL!ECAO DE [ONS EM UM
ESPECTROMETRO DE MASSAS HIBRIDO ARMADILHA DE IONS LINEAR-ORBITRAP
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SIM — Monitoramento de ion seletivo, MRM — Monitoramento de reagdes multiplas, CID — Dissociagao
induzida por colisdo, HCD — Dissociagao induzida por colisdo de alta energia

Fonte: A autora (2019)

Em relagdo a hifenagdo de técnicas de cromatografia liquida e
espectrometria de massas, a nanoLC apresenta caracteristicas que permitem um
acoplamento de maior facilidade, ja que o volume eluido pela coluna é
substancialmente reduzido quando comparado aquele proveniente das colunas
classicas de HPLC, dando origem aos equipamentos nanoLC-MS e nanoLC-MS/MS.
Neste sentido, quando a ionizagao é feita por eletrospray (“Electrospray lonization” —
ESI), que corresponde ao modo mais empregado para a cromatografia liquida, a
amostra é eluida da coluna até uma ponta cénica dando origem a um spray proximo
a entrada do espectrometro de massas. Esta ponta conica pode ser um componente

da propria coluna analitica, que eliminara eventuais problemas devido a presenca de
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volume morto apdés a coluna, ou pode ser conectada a coluna na forma de um
capilar de silica vazio (GAMA; COLLINS; BOTTOLI, 2013; SESTAK; MORAVCOVA;
KAHLE, 2015; STEEN; MANN, 2004).

Devido ao menor volume de fase mével, as goticulas que compde tal spray
sao menores e, consequentemente, a volatilizagdo da fase movel e a ionizacado das
moléculas através da aplicacdo de um potencial € mais eficiente. A formacédo do
spray é representada na FIGURA 4, na qual o fim da coluna analitica apresenta a
ponta em forma de cone (SESTAK; MORAVCOVA; KAHLE, 2015; STEEN; MANN,
2004).

FIGURA 4 — ELETROSPRAY NA CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS
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FONTE: Adaptado de STEEN; MANN (2004).

No trabalho de Berlioz-Barbier et al. (2015) a nanoLC-MS/MS foi utilizada
para quantificar fluoxetina e carbamazepina em animais benténicos, utilizando 1,0 pL
de amostra, que consistiu num extrato obtido a partir da maceragdo dos individuos.
As taxas de recuperagao do método para ambos os analitos foi superior a 85%, e os
limites de deteccdo obtidos foram de 18 e 128 ng g~ para carbamazepina e
fluoxetina, respectivamente, valores pelo menos 50 vezes menores aos obtidos com
LC-MS convencional.

Exemplificando analises de multicomponentes, Moreno-Gonzalez et al.
(2017) desenvolveram um método empregando nanoLC-MS para determinagcao de
64 pesticidas em amostras de alimentos de origem vegetal. O extrato final foi diluido
numa proporc¢éo de 1:20 para posterior injegdo de 1,0 gL no sistema cromatografico.

Foram obtidos limites de quantificacdo da faixa de 0,001 a 0,114 ug kg™ nas
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matrizes de menor teor lipidico, valores muito menores do que os limites
estabelecidos pela legislagado vigente e que os limites de quantificacao obtidos pelo
LC convencional. Adicionalmente, o uso da nanoLC permitiu uma redugao
significativa dos efeitos de matriz devido a possibilidade de diluicdo da amostra sem
comprometer a alta detectabilidade do método.

Visando a aplicagdo da nanoLC-MS a bioanalise, Alcantara-Duran et al.
(2018) realizaram a determinagcdo de drogas frequentemente utilizadas para
aumentar o desempenho esportivo de atletas e drogas de abuso em amostras de
urina. Neste método, as amostras foram diluidas numa proporcdo de 1:50 e
injetadas diretamente no sistema cromatografico, permitindo a minimizagao do efeito
matriz e limites de detecgado inferiores a 5 ug L™ para 81 drogas, sendo que tais
limites foram abaixo do limites estabelecidos pela Agéncia Mundial Antidoping,
demonstrando a detectabilidade caracteristica desta técnica analitica.

Independentemente da técnica empregada na analise de uma amostra, ao
se trabalhar com matrizes de alta complexidade é imprescindivel a avaliagdo do
preparo de amostra, pois os analitos podem estar presentes nestas amostras em
concentragdes muitos baixas, de poucos ng mL™", de forma que a pré-concentragao
dos analitos se torna de alto interesse, e amostras mais complexas apresentam um
maior numero de componentes que podem atuar como interferentes, tanto na
separagao cromatografica quanto na etapa de ionizagdo no caso da cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas.

1.3 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostras consome grandes periodos de tempo, assim como
esta sujeito a uma maior incidéncia de erros quando comparado as outras etapas do
método analitico. Sendo assim, a precisdo e a exatiddo do método sao altamente
dependentes desta etapa (CALDAS et al., 2011; MERIB; CARASEK, 2014).

Matrizes bioldgicas, como o plasma humano, apresentam alta complexidade,
tornando a etapa de preparo de amostra crucial para o desenvolvimento do método
analitico. Adicionalmente, devido ao alto teor proteico destas matrizes, a remogao de

proteinas se torna critica para a vida util da coluna analitica, pois estas tendem a se
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adsorver de forma irreversivel na fase estacionaria, afetando a reprodutibilidade das
analises devido a perda de eficiéncia gradual da coluna (MULLETT, 2007).

De forma similar, a alta complexidade de uma amostra também pode
constituir um desafio para a analise da mesma empregando espectrometria de
massas devido ao efeito matriz. Assim, a presenca de interferentes que sao
infundidos ou que, no caso da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, coeluem com os analitos pode acarretar num aumento ou supressao da
ionizacdo do mesmo, processos que terdo uma influéncia critica na exatidao e
precisdo de um método analitico (VAN EECKHAUT et al., 2009; XU et al., 2007).

Dessa forma, devido a presenga de muitos interferentes, principalmente
macromoléculas que podem prejudicar outras etapas do método analitico, e a baixa
concentracdo dos analitos nestas matrizes, a extragdo e pré-concentracdo dos
analitos se torna essencial. As técnicas mais utilizadas com este propdsito em
matrizes biolégicas sao a extragao liquido-liquido (“Liquid-Liquid Extraction” - LLE) e
a extracdo em fase sdlida (“Solid Phase Extraction” - SPE) (FARIA et al., 2017,
JUROWSKI et al., 2017).

A LLE se baseia na particdo de um composto em dois liquidos imisciveis. A
amostra é agitada na presenga de um solvente extrator, imiscivel no meio da
amostra, formando duas fases, nas quais o analito estara distribuido de acordo com
0 seu coeficiente de particdo. Esta técnica fornece recuperacgdes altas, porém utiliza
grandes volumes de solventes organicos e € considerada de dificil automacéao
(MERIB; CARASEK, 2014; SKOOG et al. 2015). Por apresentar uma maior
compatibilidade com a cromatografia liquida, esforcos tém sido aplicados na
miniaturizagdo da LLE, em especial, para aplicagdo em matrizes biologicas, nos
quais os volumes de amostras sdo muitas vezes bastante reduzidos.

A LLE pode ser miniaturizada dando origem as técnicas denominadas
microextracdo em fase liquida (“Liquid-Phase Microextraction” - LPME), que
combinam a extracdo dos analitos e sua pré-concentracdo numa unica etapa,
resultando num extrato pronto para ser analisado. Estas apresentam as vantagens
de baixo consumo de solvente orgéanico, sdo procedimentos rapidos, de facil
operagcao, menor custo, altas taxas de recuperacdo e altos fatores de
enriquecimento. As trés principais categorias de LPME s&o microextragdo de gota
unica (“Single Drop Microextraction” - SDME), microextragao liquido-liquido

dispersiva (“Dispersive Liquid-Liquid Microextraction” - DLLME) e microextragéo
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liguida com fibra oca (“Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction” - HF-LPME)
(FILIPPOU; BITAS; SAMANIDOU, 2017; SHARIFI; ABBASI; NOSRATI, 2015).

A HF-LPME foi desenvolvida por Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (1999),
onde, para realizar a extragdo, uma fibra oca porosa polimérica (FIGURA 5),
usualmente de polipropileno, é utilizada como um suporte para um solvente organico
imiscivel em agua, que por sua vez atuara como uma membrana liquida suportada
(MLS). O interior da fibra, conhecido como lumen, é entdo preenchido com uma fase
aceptora, que pode ser organica ou aquosa, caracterizando HF-LPME de duas e trés
fases, respectivamente. Em seguida, a fibra € mergulhada na amostra contendo os
analitos, geralmente aquosa, que atuara como a fase doadora. Dessa forma, os
analitos migram da fase doadora para a MLS, e em seguida, da MLS para a fase
aceptora, onde os analitos tendem a se concentrar devido a sua hidrofobicidade
(modo duas fases) ou por possibilidade de controle de pH tanto da fase doadora
quanto da fase aceptora (modo trés fases) (GJELSTAD et al., 2012; SHARIFI;
ABBASI, NOSRATI, 2015).

FIGURA 5 — IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DE SEGMENTO
DE FIBRA OCA DE POLIPROPILENO

XSS5 ZHE rm

FONTE: Acervo CroMe (2017).

A HF-LPME pode ser empregada na configuragdo de haste, na qual a
extremidade inferior é selada antes de se adicionar a fase aceptora e a extremidade
superior permanece presa a uma seringa ou a uma ponteira, ou na configuragédo de
U, onde ambas extremidades sdo presas a seringas ou ponteiras, como
representado na FIGURA 6 (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008).
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FIGURA 6 - ESQUEMA DE MICROEXTRAGAO LIQUIDA COM FIBRA OCA EM CONFIGURAGAO
DEU
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FONTE: A autora (2018).

Esta técnica de extracdo proporciona um fator de enriquecimento alto,
devido a alta razao dos volumes de fase doadora e aceptora, sem a necessidade de
etapas adicionais de pré-concentragdo. Outras vantagens da técnica sdo que esta
utiliza pequenos volumes de solvente organico, apresenta alta eficiéncia de clean-
up, pois os poros da fibra atuam como uma barreira fisica impedindo que
macromoléculas permeiem até a fase aceptora, baixo custo, ndo ha efeito de
memoria devido ao fato de que as fibras sdao descartaveis além de apresentar a
possibilidade de automacao. Tais caracteristicas permitem o uso da fibra oca para a
extragdo de analitos em matrizes de alta complexidade (FILIPPOU; BITAS;
SAMANIDOU, 2017; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008).

Em constraste, a técnica de HF-LPME apresenta algumas desvantagens,
como o fato de ser um procedimento relativamente lento, onde cada extracio
usualmente dura cerca de 15 a 45 minutos, e ser um procedimento frequentemente
realizado de forma manual, introduzindo um maior erro do analista quando
comparada a técnicas de extragdo automatizadas (GJELSTAD; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2013).
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Ao se desenvolver um método analitico empregando HF-LPME diferentes
parametros devem ser avaliados, como tipo de solvente, tempo de extragao, forga
ibnica, pH das fases doadora e aceptora, agitacdo e, em alguns casos, teor de
solvente adicionado a amostra.

Como citado anteriormente, a utilizacdo de um solvente imiscivel com agua
como membrana liquida suportada € imprescindivel para o desempenho da técnica,
porém, este solvente também deve ser compativel com o material que constitui a
fibra oca, visando uma forte imobilizagdo nos poros da fibra, assim como apresentar
uma baixa volatilidade, evitando sua evaporagao durante o procedimento de
extracdo. Os solventes mais utilizados com este propédsito sdo 1-octanol, tolueno,
cloroférmio e éter n-hexilico (SHARIFI et al., 2015).

Em relacdo ao tempo de extragado, é caracteristico da técnica de HF-LPME
que o equilibrio da extragao seja atingido apds um longo periodo de tempo, sendo
que este aumenta conforme maior o volume de amostra empregado, podendo
chegar a 2 horas quando 1 L de amostra € empregado. No entanto, ao se utilizar
volumes pequenos de amostra, de até 2 mL, o equilibrio € atingido em torno de 15 a
45 min (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008). Além do volume de
amostra, o tempo necessario para atingir o equilibrio de extracdo é afetado pela
velocidade de agitacdo, pois esta sera responsavel pelo transporte de massa na
fase doadora, e pela viscosidade do solvente que compde a MLS, uma vez que uma
maior viscosidade resultara numa migragdo mais lenta do analito através da MLS e
consequentemente, o equilibrio sera atingido mais lentamente (GJELSTAD et al.,
2012; MOHAMED et al., 2017).

A eficiéncia de extracdo também ¢é altamente dependente do pH da fase
doadora, no caso da configuracdo de duas fases, e dos pHs das fases doadora e
aceptora para o sistema de trés fases. A fase doadora deve apresentar um valor de
pH em que os analitos se encontrem majoritariamente na forma neutra, permitindo
sua extracado pelo solvente da MLS e, no caso da configuracdo de duas fases,
posteriormente pela fase aceptora, de forma que para realizar a extragao de analitos
basicos o pH da fase doadora deve se encontrar basico, € no caso de analitos
acidos, o pH deve se encontrar acido. Para um sistema de trés fases, além de se
controlar o pH da fase doadora, também € necessario controlar o pH da fase
aceptora, de forma que o analito passe para a forma carregada, o que por sua vez o
impedira de retornar para a MLS (MERIB; CARASEK, 2014).
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Como as demais técnicas de extragao baseadas no principio de particao, a
extragao de analitos hidrofébicos por HF-LPME pode ser beneficiada pela adigéo de
determinados sais a amostra, elevando a forgca idbnica do meio. Este principio é
denominado salting out, onde o aumento da forga ibnica favorece a migragao dos
analitos da fase aquosa para a fase organica. Os sais responsaveis por tal efeito sdo
compostos por anions pequenos com alta densidade de carga, como o cloreto de
sédio (HYDE et al., 2017).

Adicionalmente, ao se aplicar a técnica de HF-LPME para amostras
bioldgicas ricas em proteinas, deve ser avaliada a adigdo de solvente organico
miscivel em agua a amostra, visando o rompimento de possiveis ligagbes entre o
analito e as proteinas presentes no meio. Para este fim, dentre os solventes que
podem ser empregados estdo metanol, acetona e acetonitrila (LI et al., 2015).

No trabalho de Horta et al. (2018) foi conduzida a determinagédo de trés
farmacos inibidores de bomba de prétons, como o omeprazol, em amostras de
plasma humano empregando um método analitico baseado em HF-LPME e
cromatografia liquida com deteccao por arranjo de diodos. A extragao foi realizada
empragando um sistema de trés fases, onde a MLS consistiu em 1-octanol, fase
aceptora de tampao borato pH 10,0 e fase doadora contendo 5% de cloreto de sédio
(m/v) composta por 1,0 mL de plasma humano, 1,0 mL de metanol e 2,5 mL com
tampao fosfato pH 5,0. Foram obtidos limites de quantificagdo de 0,2 pg mL™" para
todos os analitos, e as taxas de recuperagao observadas foram de 3,47 a 30,6%.

Porto et al. (2012) utilizaram a HF-LPME com configuragdo em U para extrair
trés antidepressivos, citalopram, paroxetina e fluoxetina, de amostras de plasma
humano, e analise por cromatografia liquida com detecc¢ao por fluorescéncia. Para
realizar a extragdo, a amostra de plasma teve seu pH ajustado a 13,0 com NaOH, a
membrana liquida suportada consistiu em éter diexilico e a fase aceptora composta
por uma solucao de HCI de pH 2,0. Os limites de quantificagdo do método doram de
2 a 5 ng mL" e as faixas dinamicas lineares foram compativeis com as
concentracdes plasmaticas deste farmaco, de forma que o método proposto pode
ser aplicado em analises de rotina.

No trabalho de Sun, Qu e Du (2014) foi realizada a determinag&o naloxona,
buprenorfina e norbuprenorfina em plasma humano empregando HF-LPME na
configuragdo de haste e analise por LC-MS/MS. A MLS empregada consistiu numa

mistura de 1-octanol, cloroférmio e tolueno (2:4:4), e esta mesma mistura foi utilizada
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como fase aceptora. O método apresentou limites de detecgdo e quantificagao nas
faixas de 0,025 a 0,05 e 0,05 a 0,1 ng mL™, respectivamente, assim como taxas de
recuperacao de 92 a 106%. Ao comparar a HF-LPME com a SPE, os autores
afirmam que a fibra oca forneceu resultados com precisdo e exatiddo tdo bons
quanto a SPE, além de permitir uma reducao equivalente a 50 vezes no volume de
solvente organico necessario para o procedimento de extragdo, assim como
redugdes no tempo de preparo e no custo.

Na TABELA 3 é apresentado um levantamento de estudos realizados nos

ultimos anos envolvendo a determinacdo dos farmacos selecionados em amostras

bioldgicas.

TABELA 3 -

SELECIONADOS PARA ESTE ESTUDO

METODOS BIOANALITICOS PARA DETERMINACAO DOS FARMACOS

continua
Faixa
. Técnica | Preparode | dinamica LOD LOQ LLOQ
Fonte | Matriz | . litica amostra linear (ngmL") | (ngmL™) | (ng mL™")
(ng mL™)
Carbamazepina
a Plasma | HPLC-UV g’rec'p'ta?ao 100 - 50000 10 100
e proteinas
b Plasma | HPLC-DAD MEPS 100 - 15000 15 100
c Plasma | LC-MS/MS MEPS 500 - 10500 0,10
d S?(;‘tgfe LC-MS/MS DLLME 5-100 2 5
e Plasma | LC-MS/MS DPX 500 - 8500 0,5
Diazepam
c Plasma | LC-MS/MS MEPS 50 - 850 0,05
d S?(;‘tgfe LC-MS/MS | DLLME 5-100 2 5
e Plasma | LC-MS/MS DPX 50 - 1050 1,0
f Plasma | LC-MS/MS SPE 1-50 0,3 1
Fluoxetina
c Plasma | LC-MS/MS MEPS 50 - 850 0,05
d S?gtgfe LC-MS/MS DLLME 5-100 2 5
e Plasma | LC-MS/MS DPX 50 - 850 10,0
g Plasma | LC-MS/MS SPE 0,5 - 50 0,5
h Plasma | LC-MS/MS LLE 0,2-25 0,2
i Plasma | HPLC-FLU | HF-LPME 5 - 500 5
i Plasma | GC-MS HF-LPME 10 - 500 3 10
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continuagao e conclusao

Haloperidol

c Plasma | LC-MS/MS MEPS 0,5-40,5 0,05
d S?(;‘tgfe LC-MS/MS DLLME 5-100 2 5
e Plasma | LC-MS/MS DPX 0,5-40,5 0,5
f Plasma | LC-MS/MS SPE 1-50 0,3 1

Trimetoprima
k Plasma | LC-MS/MS SPE 30 - 30000 30
| Plasma | HPLC-UV EME 200 - 2000 16 26

DLLME - Microextragao liquido-liquido dispersiva, DPX - Extragao sortiva com ponteira descartavel,
EME — Extragdo em eletromembrana, GC-MS — Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, HF-LPME - Microextragdo em fase liquida com fibra oca, HPLC-DAD — Cromatografia
liqguida de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos, HPLC-FLU - Cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecg¢éo por fluorescéscia, HPLC-UV - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgéo ultravioleta, LC-MS/MS — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial, LLE — Extragéo liquido-liquido, LLOQ — Limite inferior de quantificagdo, LOD — limite de
detecgdo, LOQ - limite de quantificacdo, MEPS - Microextragdo por sorvente empacotado, SPE —
Extracdo em fase sdlida.

FONTE: a - Serralheiro et al. (2013), b - Ferreira, A. et al. (2014), c - Souza et al. (2015), d - Fisichella
et al. (2015), e - Pinto et al. (2017), f - Zhang et al. (2018), g - Bonde et al. (2014), h - Ni et al. (2018), i
- Freitas et al. (2010), j - Oliveira et al. (2013), k - Mistri et al. (2010), | - Huang et al. (2016).

Unindo as vantagens da técnica de HF-LPME, como alta eficiéncia de clean-
up, baixo custo e alto fator de pré-concentracéo, e da analise por nanoLC-MS, como
baixo volume de amostra necessario, baixos limites de deteccdo e alta confiabilidade
na identificacdo dos analitos, teria-se como resultado um protocolo analitico ideal
para matrizes bioldgicas. No entanto, até o momento ndo ha a descricdo de uma
metodologia empregando estas técnicas em conjunto na literatura, para nenhum tipo
de matriz ou analito, criando um espago para novas investigagbes em Quimica

Analitica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico empregando microextragdo em fase
liguida com fibra oca (HF-LPME) e nanocromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (nanoLC-MS) para determinagdo simultdnea dos
farmacos carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima em

plasma humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Desenvolver o método cromatografico (nanoLC-MS) para a
determinacdo de carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e
trimetoprima;

= Otimizar as condi¢cdes de microextragao em fase liquida com fibra oca
(HF-LPME) para os farmacos carbamazepina, diazepam, fluoxetina,
haloperidol e trimetoprima;

» Avaliar os principais parametros de desempenho do método
desenvolvido em amostras de plasma humano;

= Aplicar o método desenvolvido em amostras de plasma de pacientes

em terapia com estes farmacos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

As solucdes estoque dos analitos e do padrao interno foram preparadas
individualmente em metanol (grau HPLC) na concentragdo de 1,00 g L e
posteriormente foram armazenadas em tubos de ensaio envoltos em papel aluminio,
para evitar exposicao a luz, a -20 °C, condicdo em que as solugcbes padrao
permanecem estaveis (BINSUMAIT ET AL., 2001; LE-MINH ET AL., 2012;
MAHJOUB; STAUB, 2000; QUEIROZ et al., 2008; SUTHERLAND et al., 2001). Os
padrbes de alta pureza de carbamazepina, diazepam, haloperidol e cloridrato de
fluoxetina foram adquiridos da United States Pharmacopeia, USP (S&o Paulo,
Brasil), e o padrédo farmacéutico (>98%) de trimetoprima foi fornecido pelo
laboratério farmacéutico Far-Manguinhos, da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro, Brasil). Estes padrdes foram cedidos para o desenvolvimento deste trabalho
pelo Prof. Dr. Patricio Guillermo Peralta-Zamora, do DQui-UFPR. O padrao interno
utilizado na etapa de avaliagcdo dos parametros de desempenho do meétodo, a
fluoxetina-D6 100 ug mL™" em metanol, foi adquirida da Ceriliant (Paris, Franca).

Para o preparo das fases moveis da cromatografia foi utilizada acetonitrila,
grau LC-MS (Merck, Sao Paulo, Brasil), agua ultrapura purificada por sistema Milli-Q,
Millipore® (S&o Paulo, Brasil), com resistividade de 18,2 MQ, e acido férmico padr&o
analitico (Merck, Sao Paulo, Brasil).

As fases doadoras utilizadas no procedimento de extracdo foram preparadas
por diluigdo a partir de hidréxido de aménio padrao analitico (Biotec, Pinhais, Brasil).
Os valores de pH foram verificados com auxilio de um pHmetro Micronal C474. Os
demais reagentes utilizados na etapa de extragdo, como metanol e acetona grau
HPLC (J.T. Baker, E.U.A), assim como 1-octanol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)

e cloreto de sddio, foram de grau analitico.
3.2 AMOSTRAS DE PLASMA

A otimizagdo das condi¢cdes da extragao foi realizada empregando amostras
de plasma humano isentas dos analitos e fornecidas pelo Laboratério Escola de
Analises Clinicas da UFPR. O uso de tais amostras foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa do Setor de Saude da Universidade Federal do Parana e pelo
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Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz-RJ), como explicito
nos APENDICES 1 e 2, respectivamente.

A coleta destas amostras foi realizada utilizando seringas de 10,0 mL e,
posteriormente, o sangue total foi transferido para tubos de coleta BD Vacutainer
SST que contém um gel separador, de forma que ao se centrifugar as amostras de
sangue, a fragdo coagulada do sangue se deposita no fundo do tubo, o plasma se
comporta como sobrenadante, e o gel reside entre estas duas fragdes. As amostras
foram entdo centrifugadas a 4000 rpm por 10 min, e o plasma foi coletado e
transferido para tubos falcon. Em seguida, amostras provenientes de diversos
voluntarios foram misturadas, formando pools de plasma isento dos analitos, que
foram utilizados no estudo de otimizacdo dos parametros da extracao e futuramente
utilizados na etapa de validagao analitica.

A amostra proveniente do voluntario foram coletadas seguindo o mesmo
procedimento que as amostras de plasma isento dos analitos. O voluntario assinarou
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1), assentindo sua

participacado na pesquisa conduzida.

3.3 CONFECGAO DAS NANOCOLUNAS ANALITICAS

As nanocolunas analiticas empregadas nas analises por nanoLC-MS foram
produzidas na Plataforma de Espectrometria de Massas, localizada no Instituto
Carlos Chagas, empregando capilares de silica recoberta com diametro interno 75
pMm e didmetro externo 375 um (Polymicro Technologies). Um capilar com cerca de 8
cm a mais do que o tamanho desejado da coluna, usualmente de 23 cm, foi cortado
com o auxilio de um cortador de coluna capilar. Em seguida, este capilar foi
queimado cuidadosamente com auxilio de um isqueiro a 8 cm da sua ponta e
posteriormente limpo com metanol, para que a cobertura de poli-imida fosse
removida e, consequentemente o capilar pudesse ser cortado pelo laser. O capilar
foi preso no Laser-Based Micropipette Puller P-2000 (Sutter Instrument Company),
equipado com um laser pulsante de CO; que realizou o corte, dando origem a ponta
da coluna. O laser foi pulsado quatro vezes sobre a se¢cao descoberta do capilar, de
acordo com o apresentado na TABELA 4, cortando o capilar e gerando a ponta da

coluna.
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TABELA 4 —- PROGRAMAGAO PARA CONFECGAO DA PONTA DA COLUNA CROMATOGRAFICA

Ciclo | Heat | Filament | Velocity | Delay | Pull
1 250 0 30 200 0
2 270 0 30 200 0
3 245 0 32 200 0
4 220 0 17 200 0

Heat: energia fornecida pelo laser; Filament: padrao de escaneaento do laser sobre o capilar;
Velocity: velocidade em que s&do puxados os suportes que prendem o capilar; Delay: diferenca de
tempo entre o término do pulso do laser e o inicio da tragcao dos suportes; Pull: tragdo do suporte.
Observacéao: todas as variaveis sao adimensionais.

A abertura da ponta da coluna foi verificada sob microscépio 6ptico, como
apresentado na FIGURA 7. Nos casos em que a ponta ndo estava aberta, a coluna
foi raspada com uma lamina de ceramica. Para confeccionar uma coluna de 15 cm,
o capilar deve ser preenchido com 20,0 mg de C18 de 2,4 ym ou 3,0 ym e
porosidade de 120 A (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, Dr. Maisch GmbH), pesados em
balanga analitica. A coluna foi conectada a pressure injection cell contendo as
particulas de C18, que por sua vez foi conectada a uma bomba pneumohidraulica,
como o esquema apresentado na FIGURA 8. O sistema foi pressurizado até 5000
psi, € mantido sob press&o até que o acumulo de particulas atingisse a marca dos
15 cm. Em seguida, a coluna foi desconectada deste sistema e empacotada em
cromatégrafo a liquido (Eksigent nanoLC Ultra 1D Plus) seguindo os ciclos
representados na TABELA 5, onde a fase A foi composta de uma solugado 0,10%
(v/v) de acido formico em agua ultrapura, e fase B foi composta de uma solugao

0,10% (v/v) de acido férmico em acetonitrila.

FIGURA 7 — PONTA DA COLUNA ANALITICA (A) ANTES DO PREENCHIMENTO E SEM
RASPAGEM E (B) PREENCHIDA COM C18 DE 2,4 uyM E APOS RASPAGEM

FONTE: A autora (2017).




FIGURA 8 — PREENCHIMENTO DA COLUNA COM AS PARTICULAS DE C18 EM SISTEMA
PRESSURIZADO
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FONTE: A autora (2018).

TABELA 5 - PROGRAMA DE EMPACOTAMENTO DAS COLUNAS ANALITICAS

Ciclo | Tempo (min) | Vazdo Fase A (nL min™") | Vazdo Fase B (nL min™")
1 0 0 500
3 7,2 0 500
4 7,2 0 1000
5 15,2 0 1000
6 15,2 1000 0
7 16,8 1000 0
8 16,8 500 0
10 34,6 500 0
11 34,6 0 500
13 39,5 0 500
14 39,5 0 1000
15 47,5 0 1000
16 47,5 1000 0
17 49,1 1000 0
18 49,1 500 0
20 66,9 500 0
21 66,9 0 500
22 71,8 0 500
23 71,8 0 1000
24 79,8 0 1000
25 79,8 1000 0
26 814 1000 0
27 814 500 0
28 99,2 500 0
29 99,2 250 0
30 114,2 250 0
31 114,2 0 250
32 129,2 0 25
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3.4 AVALIACAO DAS CONDICOES DE COMPROMISSO DA TECNICA DE
EXTRACAO

3.4.1 Estudos de lonizac&do dos Analitos

Foram realizados estudos de fragmentacado dos analitos a partir da infusao
direta dos mesmos empregando o espectrbmetro de massas hibrido do tipo
quadrupolo e tempo de voo Micromass Q-ToF micro (Waters®, MassLynx V4.1)
utiizando uma fonte de ionizagcdo por eletrospray no modo positivo (ESI+).
Inicialmente, foram analisados apenas os fragmentos a partir da infusdo no modo
ToF-MS, onde é realizada a varredura dos ions. Uma seringa de 250 pL foi
preenchida com solu¢des dos analitos individuais em agua:acetonitrila 1:1 (v/v) com
concentragdo de 1,0 mg L na presenca &cido fosférico 0,10% (v/v), aditivo que
favorece a protonacgao dos analitos infundidos. A infusao foi realizada com vazao de
10 pL min™, e a aquisicdo dos espectros foi feita durante 2 min. A temperatura da
fonte de ionizagéo foi fixada em 100 °C. Os parametros foram avaliados de acordo
com o representado na TABELA 6. Apds a escolha dos parametros ideais, foram
realizadas cinco aquisi¢des consecutivas dos espectros dos analitos para verificar a
reprodutibilidade do espectro nas condicdes escolhidas. As calibracbes do
instrumento foram feitas pela infusdo de &acido fosforico 0,10% (v/v) em

agua:acetonitrila (1:1, v/v).

TABELA 6 — PARAMETROS AVALIADOS NOS ESTUDOS DE FRAGMENTAGCAO DOS ANALITOS

Pardmetros Faixas avaliadas
Voltagem capilar (V) 2500 — 4000
Voltagem cone de amostragem (V) 15-25
Voltagem cone de extracao (V) 0,0-3,0
Temperatura de dessolvatacéo (°C) 100 - 250

3.4.2 Método Cromatografico

A partir de parceria estabelecida entre o grupo de pesquisa e a Fiocruz
(Instituto Carlos Chagas — Curitiba/PR), foi empregado inicialmente um sistema
nanoLC-MS/MS, que consiste em um cromatografo a liquido de ultraperformance

NanoACQUITY e espectrometro de massas hibrido do tipo quadrupolo e tempo de
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voo (“Nano-Liquid Chromatography — Quadrupole Time of Flight’, nanoLC-QToF -
Waters®, MassLynx V4.1).

Para permitir o uso da coluna analitica confeccionada no laboratério e
minimizar o volume morto entre a coluna e o espectrometro, foi estabelecida uma
conexao da valvula de injecdo no nanoLC até a entrada da coluna analitica
utiizando um capilar de silica vazio, e a coluna cromatografica foi colocada
diretamente na entrada do espectrdmetro de massas, formando um /oop, como
mostrado na FIGURA 9.

FIGURA 9 — nanoLC-MS, ONDE (a) VALVULA DE INJECAO E (b) COLUNA ANALITICA NA
ENTRADA DO ESPECTROMETRO DE MASSAS
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FONTE: A autora (2018).

Nos testes iniciais foi utilizado um método baseado no descrito por Berlioz-
Barbier et al. (2015), com uma vazao de 300 nL min™ e volume de amostra de 5 L,
seguindo o gradiente apresentado na TABELA 7, onde a fase A é composta de uma
solugédo 0,10% (v/v) de acido féormico em agua ultrapura, e fase B € composta de
uma solucdo 0,10% (v/v) de acido férmico em acetonitrila. Todos os experimentos
foram realizados no modo fullscan com aquisicdo dos espectros no modo ToF-MS

realizando a varredura de 40 a 600 m/z.

TABELA 7 — GRADIENTE UTILIZADO NOS TESTES PRELIMINARES NO nanoLC-MS

Tempo (min) | Fase A (%) | Fase B (%)
0,00 99,0 1,0
20,00 99,0 1,0
20,01 67,0 33,0
25,01 20,0 80,0
40,01 20,0 80,0
40,02 67,0 33,0
60,02 67,0 33,0
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Diferentes métodos de eluicdo foram avaliados, compreendendo quatro
etapas: trapping (onde a amostra € arrastada da alga de amostragem até a coluna
cromatografica), separagcdo cromatografica, limpeza e reequilibrio da coluna
cromatografica. Para isto, foram empregadas fases moveis baseadas em agua e
acetonitrila, com proporgdes variando de 30:70 a 80:20 (v/v) de acetonitrila:agua, e

empregando acido férmico como aditivo na concentracao de 0,10% (v/v).

3.4.3 Microextracdo em Fase Liquida com Fibra Oca

Uma fibra oca porosa de polipropileno (Q3/2 Accurel) com didametro interno
de 600 um, espessura da parede de 200 uym e tamanho de poros de 0,2 ym,
adquiridas pelo fornecedor Membrana® (Wuppertal, Alemanha), foi cortada em
pedacos de tamanho adequado, variando de 5 a 8 cm, para o procedimento de
extragdo empregando um vial de 10,0 mL. Para etapa de limpeza das fibras, estas
foram mergulhadas em acetona e agitadas em vortex por 1 minuto. Posteriormente,
a fibra foi removida da acetona e seca em atmosfera ambiente.

Para o condicionamento da fibra, esta foi mergulhada no solvente organico
que comporia a MLS (1-octanol ou hexano), e agitada em vértex durante 30 s, com
suas extremidades abertas. A fibra foi retirada do solvente, conectada a duas
microseringas de LC de 25 yL e preenchida com 20 uL da fase aceptora escolhida.

Este sistema foi fixado a um suporte de garras, de forma que a fibra oca
estivesse completamente mergulhada na amostra, de volume final de 10,0 mL, e n&o
entrasse em contato com o agitador magnético. O frasco foi selado com um pedaco
de Parafiim M (Prolab, Sdo Paulo), para minimizar a volatilizagcado do hidroxido de
amoénio. Apoés a extragao, as seringas foram removidas do suporte, e a fase aceptora
foi recolhida e transferida para um vial de 1,0 mL. O extrato foi seco com uma
bomba a vacuo e ressolubilizado em uma solugao de acido férmico 0,10% (v/v) em
agua ultrapura para posterior inje¢ao no nanoLC-MS, a um volume de 100 uL e 1,0
mL nos ensaios de otimizacdo dos parametros de extracédo e de avaliacido preliminar
dos parametros de desempenho, respectivamente.

A selecao entre o sistema de duas ou trés fases foi realizada empregando
como amostra 10,0 mL de solugdo de hidroxido de amoénio pH 10,0, devido a

indisponibilidade de plasma humano branco no momento da realizagdo deste teste.
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Os demais parametros de extragao foram otimizados de forma univariada, de acordo
com o apresentado na TABELA 8. Nesta etapa, foram empregados 250 uL de

plasma humano branco, diluidos para um volume final de 10,0 mL.

TABELA 8 —- PARAMETROS AVALIADOS NOS ESTUDOS DE FRAGMENTAGAO DOS ANALITOS

Parametros Condic¢oes avaliadas
pH da fase doadora 7,8,9,10e 11
Agitacao (rpm) 0, 750, 1000 e 1250
Tamanho da fibra (cm) 5,6,7e8
Tempo de extragao (min) 10, 20, 30 e 45
Teor de cloreto de sodio (% (m/v)) 0,5,10,20 e 30
Teor de metanol (% (v/v)) 0,5,10,25e 50

A otimizagao univariada foi realizada empregando concentragdes distintas
para os analitos, com o objetivo de observar a melhor condigdo de extracdo dentro
da faixa de concentragdo terapéutica, que por sua vez apresenta uma grande
variabilidade entre os farmacos selecionados para este estudo. Tais informacdes se
encontram na TABELA 9.

TABELA 9 — CONCENTRAGOES TERAPEUTICAS E AVALIADAS POR HF-LPME PARA 0S
ANALITOS

Farmaco Faixa de concentrac_,;ég Concentracgao utilizada na p
terapéutica (g mL )" | otimizagdo da HF-LPME (ug mL")
Carbamazepina (CBZ) 2-8 2
Diazepam (DZP) 01-2 0,2
Fluoxetina (FXT) 0,12-0,5 0,2
Haloperidol (HLP) 0,001 — 0,02 0,02
Trimetoprima (TMP) 1,5-25 2

FONTE: a - SCHULZ et al. (2012)

3.5 TRANSPOSIGCAO DO METODO ANALITICO PARA SISTEMA ANALITICO
DISTINTO

Nesta etapa do trabalho foram necessarias varias modificacbes, como o
aumento do didmetro da particula de C18 utilizada na confec¢gdo da coluna de
cromatografica 2,4 um para 3,0 ym e o equipamento empregado nas analises, que
consistiu de um cromatografo a liquido de ultraperformance, EASY-nLC 1000, e
espectrometro de massas hibrido do armadilha de ions linear e Orbitrap, LTQ
Orbitrap XL (Thermo®, TraceFinder V4.1). Tais modificacbes foram necessarias

devido a uma série de entupimentos durante o empacotamento das colunas com
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particulas de C18 com didmetro de 2,4 ym, juntamente a quebra do autoamostrador
do nanoAcquity e impossibilidade de conserto imediato. Como consequéncia, o
método cromatografico desenvolvido passou por uma etapa de ajuste anterior aos
ensaios de avaliagao inicial de parametros de desempenho do método desenvolvido,
como detalhado nos proximos topicos. Nesta nova configuragdo, manteve-se a
posicao da coluna diretamente em frente a entrada do espectrémetro de massas,

como representado na FIGURA 10.

FIGURA 10 - COLUNA ANALITICA EM FRENTE A ENTRADA DO ESPECTROMETRO DE MASSAS
LTQ Orbitrap XL®

Coluna
analitica

Entrada do
espectrometro

FONTE: A autora (2019).

3.5.1 Estudos de lonizagao e Fragmentacao dos Analitos

Visando a obtencédo de uma eficiéncia de ionizagdo maxima, a voltagem de
spray foi otimizada a partir da injecdo de solu¢gdes mix para os analitos e padrao
interno, numa concentragao de 20 ng mL'1, sendo avaliadas as energias de 2500,
2750, 3000, 3250 e 3500 V.

Em relagdo ao estudo de fragmentagao, foram avaliadas diferentes energias
de colisdo normalizadas na faixa de 0 a 30% para dissociagao induzida por colisdo
(“Collision Induced Dissociation” — CID), utilizada na fragmenta¢do no analisador de
massas armadilha de ions linear, e de 0 a 72 % para dissociagcao induzida por
colisdo de alta energia (“High-energy Collision Dissociation” — HCD), empregada na

fragmentacdo dos ions no analisador de massas Orbitrap. Estes dados foram
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obtidos a partir da infusdo de uma solugdo mix contendo os analitos e o padrao
interno a 500 ug L' em meio de metanol:agua 1:1 (v/v), utilizando &cido férmico

como aditivo a um teor de 0,10% (v/v).

3.5.2 Ajuste do Método Cromatografico

A partir do método cromatografico desenvolvido anteriormente, foram
realizados ajustes na maioria das etapas descritas, exceto na etapa de trapping da
amostra.

Para ajustar a etapa de separagdo dos analitos foram avaliadas diferentes
eluicdes de 15 min, consistindo em sete eluigbes isocraticas empregando fases
moveis com teores de acetonitrila de 50 a 80 % (v/v) e quatro eluigbes empregando
gradientes de fase movel, com teores iniciais de acetonitrila de 10 a 40 % (v/v) e teor
final de acetonitrila de 100 % (v/v).

Para realizar tais testes foram utilizados os parametros do espectrometro de
massas conforme apresentado na TABELA 10, estabelecidos de acordo os métodos
previamente desenvolvidos neste equipamento, empregando a maior resolugao de
massa disponivel, de 60000, e a uma faixa de razdo massa/carga que abrange os

valores esperados para os ions dos analitos.

TABELA 10 - PARAMETROS INICIAIS DE AQUISICAO MS1 (FULLSCAN) NO ORBITRAP

Parametro Faixa
Resolugao de massa 60000
Raz&o massal/carga 80 - 400

Tempo de acumulagao 10000 ms
Contagem de ions 1000000

3.5.3 Parametros de Aquisicdo do Espectrometro de Massas

As aquisicoes foram realizadas por varredura no Orbitrap, visando a obtengao
de espectros de massa exata contendo o perfil isotopico dos analitos, caraterizando
a aquisicdo MS1. Esta aquisicdo sera empregada na quantificacdo dos analitos,
assim como na sua identificagdo. A TABELA 11 apresenta os parametros de

aquisicao desta etapa.
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TABELA 11 — PARAMETROS DE AQUISICAO MS1 (FULLSCAN) NO ORBITRAP

Parametro Faixa
Resolugdo de massa 30000
Raz&o massa/carga 80 - 400

Tempo de acumulagao 12,5 ms
Contagem de ions 50000

Em uma mesma corrida cromatografica também foram realizadas aquisigdes
de espectros resultantes da fragmentagdo dos ions moleculares protonados dos
analitos, visando a obtencao de identificagdo mais completa e confiavel dos analitos.
Para obtengdo destes espectros MS2, os ions foram isolados, fragmentados e
analisados pela armadilha de ions linear, de acordo com os parametros
apresentados na TABELA 12.

TABELA 12 — PARAMETROS DE AQUISICAO MS2 (FULLSCAN) NA ARMADILHA DE IONS
LINEAR

Parametro Faixa

Tempo de acumulagao 10 ms

Contagem de ions 30000
CBZ DZP FXT-D6 FXT HLP TMP

Energias de colisdo
normalizadas (CID):
Faixa de razao
massa/carga

20 25 17 15 18 24

55-250 | 65-300 | 75-330 | 75-325 | 90-390 | 70-305

CID — Dissociagao induzida por colisdo; CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT-D6 —
fluoxetina-D6; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

3.6 AVALIACAO INICIAL DE PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO
ANALITICO DESENVOLVIDO

3.6.1 Curva analitica

As curvas analiticas foram construidas empregando o método de extragao
com as condi¢cdes de compromisso, contemplando-se as concentragdes plasmaticas
de 0,02, 0,06 0,25, 0,50, 0,75, 1,5 e 2,5 ug mL" para todos os farmacos
selecionados para este estudo. Nesta etapa, o padrao interno fluoxetina-D6 foi
adicionado as amostras de plasma a uma concentragdo de 0,025 ng mL™ para o
volume final de 10,0 mL de amostra. Apos a secagem dos extratos, as amostras
foram ressolubilizadas utilizando 1,0 mL de acido férmico 0,10% (v/v) em agua

ultrapura.
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3.6.2 Precisao e exatidao

A precisao e exatiddo do método desenvolvido foram avaliadas a partir da
obtencdo das curvas analiticas, como descrito acima, em quintuplicata para a
fluoxetina e em triplicata para os demais analitos. Para precisdo, foi calculado o
desvio padrao relativo para todos os pontos da curva, e para exatidao, as respostas
médias para cada ponto foram interpoladas nas equacdes de reta obtidas.

3.6.3 Seletividade e especificidade

Para os estudos de seletividade foram conduzidas extracbées em quintuplicata
de plasma humano branco fortificado com o padrao interno, fluoxetina-D6, a uma
concentracao de 0,025 ng mL™" no volume final de 10,0 mL de amostra.

Ja os estudos de especificidade foram realizados fortificando-se o plasma
humano branco com os analitos, a uma concentragdo de 0,10 ug mL™" e com os
possiveis interferentes acido acetilsalicilico, amoxicilina, cafeina, colesterol,
diclofenaco, ibuprofeno, lamivudina, lansoprazol, omeprazol, pantoprazol,
paracetamol, progesterona, reserpina, sulfametoxazol e testosterona a 0,10 pg mL™,
e canabidiol, 17a-etinilestradiol, 17B-estradiol, estriol, estrona e THC
(tetraidrocanabinol) a 0,20 pg mL™, cujas aliquotas foram cedidas por diferentes
laboratérios de pesquisa do Departamento de Quimica da UFPR. O padrao interno
foi adicionado na concentragao de 0,025 ng mL™" para o volume final de 10,0 mL de

amostra.
3.6.4 Recuperacao e fator de enriquecimento

Para avaliar a recuperacao e fator de enriquecimento foram aplicadas as
relagbes descritas para um sistema de duas fases no estudo de Ho et al., (2002a) e

representadas abaixo:
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onde: R — taxa de recuperacéo;

Neqorg — quantidade do analito extraida pela fase aceptora na condi¢cdo de
equilibrio;

Ci — concentracéo inicial do analito na fase doadora;

Corg — concentragéo final do analito na fase aceptora;

V4 — volume da fase doadora;

Vorg — Volume da fase aceptora;

Korgia — coeficiente de particdo do analito entre fases aceptora e doadora;

E — fator de enriquecimento.

Para aplicar estas equagdes ao método desenvolvido, aproximou-se a fase
doadora, composta 95% (v/v) de fase aquosa (agua e plasma) e 5% (v/v) de fase
organica (metanol), para 100% (v/v) de agua, permitindo considerar Korgq COMO 0
coeficiente de particdo octanol-agua dos analitos. Para os demais valores,
considerou-se V4 como 10,0 mL, correspondendo ao volume final da fase doadora, e
Vorg como 17 pL, que corresponde ao volume interno de um segmento de fibra oca
com 6 cm de comprimento, que, por sua vez, corresponde ao volume coletavel da

fase aceptora na HF-LPME com sistema de duas fases.
3.6.5 Diluicado da amostra

Com o intuito de se avaliar a possibilidade de diluicdo da amostra antes do
procedimento de extracdo, aliquotas 50 pL de plasma humano branco foram
fortificadas com 5,0 mg L™ dos analitos, representando a diluicio 1:4 da amostra de
plasma. Tais amostras foram avolumadas a 10,0 mL a partir da adicao de 9,45 mL
de hidréxido de aménio pH 10,0, 500 uL de metanol e 1,0 g de cloreto de sodio. O
restante do procedimento de extracao foi realizado conforme o descrito na secéo
3.4.3. Os extratos finais foram ressolubilizados utilizando 1,0 mL de acido férmico

0,10% (v/v) em agua ultrapura e injetados no sistema cromatografico.
3.6.6 Aplicagao do método a amostra de paciente em terapia com fluoxetina

O meétodo desenvolvido e otimizado foi aplicado a amostra de um voluntario

em terapia com 20 mg diarias de fluoxetina. A amostra foi coletada 14 horas apds a
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administragcado do farmaco, de acordo com a metodologia descrita na secédo 3.2, e

posteriormente processada e analisada dentro de 24 horas.
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4 APRESENTAGCAO DOS RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DAS CONDICOES DE COMPROMISSO DA TECNICA DE
EXTRACAO

4.1.1 Estudos de lonizac&do dos Analitos

Com o intuito de otimizar o processo de ionizagdo dos analitos, visando uma
maior eficiéncia de ionizacdo foram avaliados alguns parametros como voltagem do
capilar, voltagem dos cones de amostragem e extracdo, e temperatura de
dessolvatagdo. Através da infusdo dos analitos no espectrdmetro de massas foi
possivel observar que, para alguns dos farmacos, a ionizacdo por eletrospray
forneceu apenas o ion molecular no espectro, como no caso da trimetoprima, cujo

espectro esta representado na FIGURA 11.

FIGURA 11 — ESPECTRO DA TRIMETOPRIMA - MODO ToF-MS
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FONTE: A autora (2017).

E possivel observar o ion de razdo massa/carga 291, correspondente ao ion
molecular protonado [M+H’], juntamente com fragmentos menos intensos no seu
cluster isotépico (m/z = 292 e 293). No espectro também é observado um fragmento
de relacdo massa/carga 338, de baixa intensidade, referente ao interferente
erucamida, comum em analises com espectrometria de massas devido ao seu uso
como agente deslizante em ponteiras de plastico e outros instrumentos laboratoriais.
Este perfil € esperado para espectros obtidos por ESI, pois esta € uma fonte de

ionizacdo branda, de forma que a energia fornecida nem sempre resultara na



42

fragmentacdo das moléculas infundidas (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012;
VAIKKINEN et al., 2015).

Foram consideradas como condigdes o6timas de ionizagdo aquelas que
resultaram numa alta eficiéncia de ionizagdo sem que houvesse uma diminuicdo na
intensidade do ion molecular protonado, visando o desenvolvimento de um método

com alta detectabilidade. Estas condi¢des estao representadas na TABELA 13.

TABELA 13 — PARAMETROS DA FONTE DE IONIZACAO OTIMIZADOS UNIVARIADAMENTE

Parametros Psicotropicos e Antibidticos
Voltagem capilar (V) 3500
Voltagem cone de amostra (V) 25
Voltagem cone de extracao (V) 2,0
Temperatura de dessolvatacao (°C) 250

Para todos os analitos, fazendo o uso destes parametros foram obtidos
espectros reprodutiveis e com o mesmo perfil, ou seja, mesma intensidade relativa
dos ions formados, até concentragcdes em nivel de 5,0 ng mL™". Os fragmentos
obtidos para todos analitos estao listados na TABELA 14.

TABELA 14 - FRAGMENTOS CARACTERISTICOS DOS ANALITOS NAS CONDIGOES
OTIMIZADAS

. lons mais intensos (m/z)
Farmaco 1 2
Trimetoprima (TMP) 291 -
Carbamazepina (CBZ) 237 194
Haloperidol (HLP) 376 358
Diazepam (DZP) 285 -
Fluoxetina (FXT) 310 148

4.1.2 Otimizagédo do Método Cromatografico

Com base no método inicial, foram avaliadas quatro vazbes de fase mével
diferentes: 150, 200, 250 e 300 nL min™'. Apesar do uso de vazdes maiores resultar
em menores tempos de retencdo dos analitos, a vazdo de 300 nL min™ resultou
numa pressao elevada, cerca de 450 bar. Dessa forma, visando uma maior vida util
para as colunas, escolheu-se trabalhar com a vazdo de 250 nL min™', para a qual a
pressao maxima observada foi de 300 bar.

O volume de injecao é dependente do volume do loop de amostragem, uma
vez que o modo de injecdo conhecido como full loop fornece uma maior precisédo e

exatidao desta etapa. Neste modo de injecdo é aspirado um volume em excesso em
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relagdo ao volume do loop, garantindo que todo o loop seja preenchido com a
amostra. Quando a valvula de injec&o troca da posigao de carregar o loop para a
posicao de injecdo, todo o volume de amostra contido no /oop é arrastado para a
coluna (NAZARIO et al., 2017).

Dessa forma, dentre os loops disponiveis, de 2, 5 e 10 yL, escolheu-se
trabalhar com o loop de 2 uL, pois quanto menor o volume de amostra, menor o
tempo necessario para realizar o trapping da mesma. Adicionalmente, a coluna
analitica capilar apresenta uma menor quantidade de fase estacionaria em relagao a
coluna de LC convencional, tornando a coluna mais facilmente saturavel, de forma
que a quantificacdo de amostras contendo concentragdes mais elevadas, em nivel
de ug mL™", a partir de volumes de injegdo maiores seria prejudicada. Na FIGURA
12, onde sao representados cromatogramas referentes a injecéo de 5 uL de solugao
padrdo na concentragao de 100 ng mL™, é possivel observar um encaudamento dos
picos cromatograficos, perfil caracteristico da saturagdo da fase mével, assim como
efeito de memadria como consequéncia da saturagdo, no qual os picos residuais na
corrida da prova em branco representam de 3,4 a 9,4% da area do pico na corrida
com os padrdes dos analitos.

FIGURA 12 - CROMATOGRAMAS DE {ON EXTRAIDO DEMONSTRANDO SATURACAO DA
COLUNA ANALITICA, ONDE (A) ENCAUDAMENTO DOS PICOS CROMATOGRAFICOS DA

SOLUGCAO PADRAO (100 ng mL™") A PARTIR DA INJECAO DE 5 uL E (B) EFEITO DE MEMORIA
OBSERVADO NA CORRIDA DA PROVA EM BRANCO SUBSEQUENTE — MODO ToF-MS

20180303_Beatriz_v250_grad6_03 TOF Ms ES+
285

«—TMP
o FXT

" M (A)
DZP
A |

T T T T T T T T T T T 1 Time
.00 10.00 11.00 12/00 13, 00 14.00 15.00 16.00

2.38e4

©o

20180303_Beatriz_branco_02 TOF MS ES+
376

1009 TMP HLP -— 2.58e3
«— FXT
CBZ (B)
DzP

T T T T T 1 Time
9.00 10. 00 11, 00 12. 00 13.! 00 14.00 15.00 16.00
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Em seguida, o tempo de trapping foi selecionado com base no volume de
amostra injetado. Ou seja, para que um volume de 2 uL seja transferido da alga de
amostragem para a coluna a uma vazao de 250 nL min™ s&o0 necessarios 8 minutos.
Assim, a etapa de trapping foi realizada empregando fase mével de composicao de
1:99 (v/v) de acetonitrila:agua, permitindo que os analitos fossem arrastados até o
inicio da nanocoluna sem que ocorresse a eluicdo dos mesmos.

A separagao cromatografica foi avaliada em cinco gradientes e um método
isocratico. Para os métodos com eluigdo por gradiente, a primeira etapa consiste na
variagdo da composi¢cao da fase mével num gradiente de 6 min, partindo de uma
condigao inicial de 30:70, 40:60, 50:50, 60:40 ou 70:30 acetonitrila:agua (v/v) até
uma condic¢ao final de 80:20 acetonitrila:agua (v/v). Numa segunda etapa, manteve-
se a condigao final do gradiente por 9 min. Ja o método isocratico consiste em 15
min de eluicdo empregando uma fase mével composta por 80:20 acetonitrila:agua
(V/v).

A condicéo final de 80:20 (v/v) de acetonitrila:agua foi determinada devido ao
fato de que porcentagens superiores de acetonitrila impediram a aquisicdo de
espectros, uma vez que quanto maior o teor de solvente organico, menor a voltagem
aplicada ao capilar necessaria para que seja formado o spray, e voltagens muito
altas podem resultar na deformacdo do spray e, consequentemente, impedir a
aquisicao de um espectro (CASSIANO, 2015; RIEUX, 2006).

Dentre os métodos avaliados foi selecionado o método isocratico, pois este
forneceu os menores tempos de retencao, como pode ser observado na FIGURA 13,
onde sdo apresentados os cromatogramas de ion extraido para o método gradiente
de condigéo inicial 30:70 acetonitrila:agua (v/v) e o método isocratico de fase movel
de composicdo 80:20 acetonitrila:agua (v/v).

Para o método isocratico foi obtido um perfil de separacdo adequado, como
representado na FIGURA 14. A partir deste perfil foi possivel calcularar os
parametros de separagdo cromatografica, como apresentados na TABELA 15.
Assim, a composi¢cédo de 80:20 (v/v) de acetonitrila:dagua foi mantida por 12,5 min,

tempo suficiente para que todos os analitos fossem eluidos.
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMAS DE iON EXTRAIDO OBTIDOS A PARTIR DOS METODOS (A)
GRADIENTE GRADIENTE 30:70 (v/v) — 80:20 (v/v) ACETONITRILA:AGUA E (B) ISOCRATICO 80:20
(v/v) ACETONITRILA:AGUA
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TMP — trimetoprima; HLP — haloperidol; FXT — fluoxetina; CBZ — carbamazepina; DZP - diazepam
FONTE: A autora (2018).

FIGURA 14 — CROMATOGRAMA (A) FULLSCAN E (B) DE iON EXTRAIDO PARA O METODO
CROMATOGRAFICO OTIMIZADO — MODO ToF-MS
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FONTE: A autora (2018).

TABELA 15 — PARAMETROS DE SEPARACAO CROMATOGRAFICA PARA O METODO
CROMATOGRAFICO OTIMIZADO NO nanoACQUITY

Analito Fator de Eficiéncia Fator de , Resolugéo
retengao (k) (N) separagao (a) (Rs)
Trimetoprima 0,023 345240 - -
Haloperidol 0,122 401022 5,290 14,124
Fluoxetina 0,141 245802 1,150 2,260
Carbamazepina 0,258 96903 1,835 9,265
Diazepam 0,426 51072 1,651 8,120

Observacao: a — em relagcao ao pico anterior.
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Na FIGURA 14 é possivel observar uma série de picos interferentes no
modo fullscan, entre 7,8 e 9,4 min, onde também podem ser observados os picos
cromatograficos de trés dos cinco analitos. Estes interferentes sdo decorrentes
principalmente da presenca de plastificantes comuns em materiais laboratoriais, tais
como oleamida e anidrido ftalico (KELLER et al., 2008). Entretanto, o uso dos
cromatogramas de ion extraido permite a eliminagdo destes picos interferentes ao
se isolar a razdo massa/carga dos analitos, de forma que essa técnica de
deconvolucéo espectral permite uma analise seletiva mesmo na presenca de picos
que sao eluidos no mesmo tempo de retencao que os analitos.

Apos a etapa de separagdo cromatografica, foi realizada uma limpeza da
coluna para eliminar possiveis compostos residuais do plasma (utilizado na etapa de
otimizacao do método e avaliagado dos principais parametros de desempenho), que
podem se encontrar retidos na fase estacionaria. Assim, escolheu-se empregar
100:0 (v/v) acetonitrila:agua por 7 minutos, pois este foi o tempo minimo necessario
para minimizar o efeito de memoria da coluna.

Por fim, uma etapa de reequilibrio da nanocoluna cromatografica é realizada
para retornar a condigao do trapping. Assim, o tempo de 11 min foi selecionado, pois
neste periodo a pressdo da coluna ja estaria estabilizada novamente, permitindo
uma nova andlise. O método final estd representado no GRAFICO 1, sendo

necessario o tempo total de corrida cromatografica de 40 min por amostra.

GRAFICO 1 - METODO CROMATOGRAFICO OTIMIZADO
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FONTE: A autora (2018).
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4.1.3 Otimizagao da Técnica HF-LPME
4.1.3.1 Selecdo da configuragao do sistema

Devido a indisponibilidade de um padrao interno adequado no momento da
execucao desta avaliagdo, ou seja, um composto que nao seja observado na matriz
e que, simultaneamente, fosse passivel de extragdo nos mesmos valores de pH que
os analitos e pudesse ser ionizado no modo positivo pela fonte de ionizacdo por
eletrospray de forma similar aos analitos, os estudos de otimizagdo da técnica de
extragdo foram conduzidos avaliando-se apenas a area dos picos cromatograficos
referentes aos analitos.

Posteriormente, para a avaliagdao dos principais parametros de desempenho
do método desenvolvido foi adquirida a fluoxetina-D6, que passou a ser utilizada
como padrao interno.

Os primeiros ensaios do estudo com fibra oca foram realizados de acordo
com o mais indicado para amostras a serem analisadas por LC, ou seja, escolheu-se
trabalhar com um sistema de 3 fases, empregando 20 uL de acido férmico pH 2,0
como fase aceptora e 10,0 mL de hidréxido de amonio pH 10,0 como fase doadora,
sendo que esta foi fortificada com solugéo padrdo dos analitos a 100 ng mL™". No
entanto, a injecao direta do extrato final deste experimento resultou na obstrugcéo da
coluna cromatografica, decorrente da presenga de residuo de 1-octanol no extrato.

Antes da injegao cromatografica do extrato, ndo foi observada separagao de
fases ou turbidez da amostra, de forma que nao haviam evidéncias macroscopicas
de 1-octanol (presente nas paredes da fibra como solvente extrator - MLS) na
amostra. Para colunas analiticas com diametro interno superior, como as utilizadas
para HPLC, o residuo de 1-octanol presente no extrato obtido por HF-LPME de trés
fases € desprezivel e nao resulta no entupimento da coluna, porém, devido ao
didmetro reduzido da coluna analitica de nanoLC (75 um), o pequeno residuo do
solvente organico foi suficiente para entupir a colun, de forma que a injecéo direta de
tal extrato se mostrou incompativel com o sistema cromatografico. Apds tentativas
de recuperacao da coluna pela lavagem com alcool isopropillico o entupimento se
provou irreversivel e a coluna foi descartada.

Dessa forma, optou-se por secar a fase aceptora coletada da extragao.

Assim, foram testados trés sistemas: duas fases utilizando hexano como fase
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aceptora e MLS, duas fases utilizando 1-octanol como fase aceptora e MLS e trés
fases utilizando 1-octanol como MLS.

A utilizacdo de hexano seria preferivel a de 1-octanol num sistema de 2
fases em que a fase aceptora deve ser evaporada, pois 0 hexano apresenta uma
maior volatilidade e sua evaporacgao seria mais rapida. No entanto, por este mesmo
motivo, ao realizar o teste com o hexano, na coleta da fase aceptora observou-se
que todo o solvente havia evaporado nos 30 minutos do procedimento de extragao.

Deste modo, comparando os resultados de ambas as extragbes com 1-
octanol, foi obtido um cromatograma mais satisfatorio (maior intensidade dos picos)
para o sistema de 2 fases, onde o solvente agiu tanto com MLS como fase aceptora,
como pode ser observado nas FIGURAS 15 e 16. A baixa eficiéncia de extracdo da
CBZ pelo sistema de 3 fases se deve ao fato de que esta se encontra neutra mesmo
em pH 2,0, de forma que esta continua a migrar da fase aceptora para a MLS e da
MLS para a fase doadora. Dessa forma, apesar de ndo ser um pareamento padrio,
decidiu-se prosseguir nos estudos utilizando a HF-LPME de duas fases em
configuragéo de U.

A partir da selecdo do sistema de duas fases e do 1-octanol como fase
aceptora e MLS, foi iniciada a otimizagao univariada dos parametros de extragao.

FIGURA 15 — CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA HF-LPME DE 2 FASES COM 1-OCTANOL EM
nanoLC-MS, ONDE (A) FULLSCAN E (B) CROMATOGRAMA DE ION EXTRAIDO
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FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 16 — CROMATOGRAMA OBTIDO PARA HF-LPME DE 3 FASES COM 1-OCTANOL EM
nanoLC-MS, ONDE (A) FULLSCAN E (B) CROMATOGRAMA DE ION EXTRAIDO
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TMP — trimetoprima; HLP — haloperidol; FXT — fluoxetina; CBZ — carbamazepina; DZP - diazepam

FONTE: A autora (2017).

4.1.3.2 pH da fase doadora

Para a etapa de otimizacdo dos parametros de extragdo, passou-se a
empregar o pool de plasma humano branco como amostra, o que permitiu a
otimizagdo da extracdo empregando a propria matriz que € o foco deste trabalho.
Nos ensaios apresentados a seguir, realizados visando a otimizagéo dos parametros
de extracdo, o padrao interno selecionado, fluoxetina-D6, ainda estava indisponivel.
Dessa forma, para realizar tais estudos, 250 yL de plasma foram enriquecidos
apenas com os padrdes dos cinco analitos nas concentragdes apresentadas na
TABELA 9.

A faixa de pH da fase doadora foi selecionada de acordo com a faixa de pH
em que os analitos se encontram na forma neutra, visando uma maior eficiéncia de
extragao favorecida pela maior solubilidade em solventes organicos quando nesta
forma. Com base nos valores de dissociagdo acida de cada espécie, € possivel
prever qual sera a espécie encontrada de forma majoritaria para cada analito de

acordo com o pH do meio. Estes dados sao apresentados na TABELA 16.
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TABELA 16 — FORMA MAJORITARIA DOS ANALITOS ENCONTRADA EM DIFERENTES VALORES
DE pH

H Espécie majoritaria do analito
P CBZ DZP FXT HLP TMP
7 | Neutra | Neutra | Acido conjugado | Acido conjugado | Acido conjugado
8 | Neutra | Neutra | Acido conjugado | Acido conjugado Neutra
9 | Neutra | Neutra | Acido conjugado Neutra Neutra
10 | Neutra | Neutra Neutra Neutra Neutra
11 | Neutra | Neutra Neutra Neutra Neutra

CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

Dessa forma, utilizando hidroxido de aménio para controlar o pH da fase
doadora, foram avaliadas cinco condicdes: pH 7, 8, 9, 10 e 11. O GRAFICO 2
representa os resultados obtidos, sendo que, devido a uma grande diferenca nas
concentracbes empregadas para cada analito, os graficos da otimizagdo foram
plotados a partir de uma normalizagéo das areas para cada analito, onde a condigao
que forneceu a maior area média dos picos cromatograficos foi considerada 100%, e
as demais foram consideradas porcentagens relativas a esta area maxima.

GRAFICO 2 — EFEITO DO pH DA FASE DOADORA (n=3) EMpH 7, 8,9 10 E 11 PARA OS
ANALITOS, ONDE AS DEMAIS CONDIGOES FORAM FIXADAS EM AGITACAO DE 750 rpm,

COMPRIMENTO DA FIBRA DE 8 cm, TEMPO DE EXTRAGAO DE 30 min, SEM ADIGAO DE
CLORETO DE SODIO E METANOL
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CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2018).
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Aplicando-se analise de variancia (“Analysis of Variance” - ANOVA), com
95% de confianga, é possivel constatar que ndo ha diferenga significativa entre as
condicdes de pH da fase doadora avaliadas.

Avaliando-se as condi¢des de pH 9 e 10 para a maioria dos analitos, que
corresponde a faixa de pH em que todos os analitos se encontram majoritariamente
na forma neutra, o pH 10 forneceu os menores valores de desvio padrao relativo
(“Relative Standard Deviation” - RSD) para os analitos, exceto para a FXT, cujo
menor valor de RSD foi obtido para o pH 9. Nesse aspecto, destaca-se o HLP, para
o qual o valor de RSD em pH 9 foi aproximadamente o dobro do obtido para o pH
10, o que impossibilitou trabalhar com o pH 9, visando uma repetibilidade adequada.
Dessa forma, o pH 10 foi selecionado como condicdo de compromisso para o pH da

fase doadora.

4.1.3.3 Velocidade de agitagao

A agitacdo da solugcdo doadora € um aspecto importante ao se empregar
HF-LPME para que o tempo de equilibrio seja atingido mais rapidamente, uma vez
que a agitacéo favorece a transferéncia de massa (MOHAMED et al., 2017; SHARIFI
et al., 2015). Assim, foram avaliadas quatro condigbes selecionadas conforme a
faixa de velocidade de agitacdo permitida pelo agitador magnético disponivel: sem
agitacao, agitacao lenta — 750 rpm, agitagao intermediaria — 1000 rpm, e agitagao
rapida — 1250 rpm. Os resultados obtidos s&o apresentados no GRAFICO 3.

Para os analitos de maior concentragédo (ver TABELA 9), CBZ e TMP,
mesmo com a auséncia de agitacdo foram obtidas eficiéncias de extracao
satisfatérias, correspondendo a 70% em relacdo a melhor condicao observada. Para
os outros analitos, a menor transferéncia de massa ocasionada pela auséncia de
agitacao acarretou em baixas eficiéncias de extracao, em especial para FXT e HLP.
No entanto, ao se realizar a extragdo com agitacdo de 750 rpm, foi constatado um
aumento da eficiéncia de extracdo para todos os analitos, a0 mesmo tempo que

menores desvios foram observados nesta condigao.
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GRAFICO 3 - EFEITO DA VELOCIDADE DE AGITAGAO (n = 3) EM 0, 750, 1000 E 1250 rpm PARA
OS ANALITOS, COM DEMAIS CONDICOES FIXADAS EM pH 10 DA FASE DOADORA,
COMPRIMENTO DA FIBRA DE 8 cm, TEMPO DE EXTRAGAO DE 30 min, SEM ADICAO DE
CLORETO DE SODIO E METANOL
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CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2018).

Apesar desta observacao, com base na aplicagdo de ANOVA com 95% de
confianga, foi possivel constatar que apenas para a FXT e o DZP ha uma diferenca
significativa entre os resultados obtidos para as diferentes velocidades de agitagao
avaliadas. Aplicando-se o teste de Tukey, verificou-se que a extragdo realizada sem
agitacao resulta em eficiéncias de extragdo significativamente menores. Para os
demais analitos ndo ha uma diferenga significativa para estes conjutos de dados.

Mesmo nao sendo observada uma diferencga significativa entre as diferentes
velocidades de agitacdo para a maioria dos analitos, em velocidades superiores a
750 rpm, para FXT, HLP e TMP houve um aumento nos valores de RSD. Esta menor
repetibilidade ocasionada pela maior velocidade de agitagdo pode ser decorrente de
uma movimentagdo menos controlada da barra magnética ou de perda parcial do
solvente organico imobilizado na fibra (SHARIFI et al., 2015; XIAO et al., 2007).
Assim, foi selecionado como condigdo de compromisso, para dar continuidade a

etapa de otimizagédo, a velocidade de agitagao de 750 rpm.
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4.1.3.4 Tamanho da fibra

O tamanho da fibra oca € limitado tanto pelo tamanho do frasco que contém
a amostra, uma vez o “U” formado pela fibra ndo pode entrar em contato com a
barra de agitagcédo, quanto pelo volume de fase aceptora inserido no interior da fibra,
sendo que neste trabalho escolheu-se trabalhar com 20 yL de 1-octanol. Este
volume foi escolhido devido a sua baixa pressao de vapor, de 0,14 mmHg a 21 °C
(SMALLWOOD, 1996). Esta propriedade resulta num elevado tempo necessario
para secagem completa anterior a injegdo cromatografica quanto maior for o volume
do extrato.

Como a fibra oca possui um lumen de 600 ym de didmetro, o comprimento
de uma fibra com 20 uyL de volume interno equivale a 7 cm. Dessa forma, foram
avaliados comprimentos de fibra comportados pelo vial de 10,0 mL que seria
utilizado como recipiente da fase aceptora: 5, 6, 7 e 8 cm. Os resultados estao
representados no GRAFICO 4.

GRAFICO 4 — EFEITO DO TAMANHO DA FIBRA (n = 3) NOS COMPRIMENTOS DE 5, 6, 7 E 8 cm
PARA OS ANALITOS, COM DEMAIS CONDIGOES FIXADAS EM pH 10 DA FASE DOADORA,

AGITAGCAO DE 750 rpm, TEMPO DE EXTRAQAO DE 30 min, SEM ADICAO DE CLORETO DE
SODIO E METANOL
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CBZ - carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2018).

Aplicando-se ANOVA com 95% de confianga, é possivel constatar que nao

ha diferenca significativa entre os diferentes comprimentos da fibra oca avaliados.
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Entretanto, para a CBZ, DZP e TMP, comparando os comprimentos de 5, 6 e 7 cm,
observa-se que os comprimentos de 7 cm forneceu valores de RSD mais elevados
para todos os analitos, e para o comprimento de 5 cm foram observados altos
valores de RSD para FXT e HLP. Ja para comprimentos superiores, a fase aceptora
nao preenche totalmente o lumen da fibra, o que resulta na presenca de bolhas de
ar no seu interior e, com a agitagdo magnética, formam-se bolhas de ar na superficie
da fibra, que por sua vez podem dificultar a migracao dos analitos da fase doadora
para a MLS devido a menor area de contato entre os dois liquidos, assim como
favorece a evaporagao do solvente organico (DESOUBRIES et al., 2012).

Quando empregado um comprimento de fibra de 6 cm, foi observado um
pequeno extravasamento do solvente no momento de inser¢cao da fase aceptora no
[imen da fibra, devido ao volume interno inferior ao volume de 1-octanol utilizado.
No entanto, dentre as condi¢cbes avaliadas, o uso da fibra de 6 cm resultou nos
menores valores de RSD para a maioria dos analitos, sendo esta condicéo

selecionada como 6tima para o comprimento da fibra.

4.1.3.5 Tempo de extragao

O tempo de extragdo é uma variavel cuja otimizagao € crucial para garantir
uma alta eficiéncia de extragdo quando se empregam técnicas baseadas na particdo
de um composto entre duas fases. Para a HF-LPME, a duracdo de uma extracao
tem sido realizada em até 60 min, sendo que extracbes mais longas podem resultar
na perda do solvente organico (MOHAMED et al., 2017). Adicionalmente, quando
sao utilizados volumes pequenos de amostra o equilibrio tende a ser atingido em
torno de 15 a 45 min (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008). Assim,
foram avaliadas quatro condi¢cdes de tempo de extracdo: 10, 20, 30 e 45 min. O
GRAFICO 5 apresenta os resultados obtidos.

Ao se avaliar os dados obtidos por ANOVA, com 95% de confianga, foi
constatada uma diferenga significativa para os analitos HLP, FXT e DZP em relagao
aos tempos empregados nas extragdes. Ao se aplicar o teste de Tukey para verificar
0s grupos discrepantes, observou-se que para o HLP, os tempos de 30 e 45 min

fornecem melhores eficéncias de extragao, enquanto para FXT e DZP, apenas o
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tempo de 10 min de extragao resultou numa performance inferior. Para a TMP e a

CBZ nao foi observada diferenca significativa entre os tempos de extragao.

GRAFICO 5 - EFEITO DO TEMPO DE EXTRACAO (n = 3) EM 10, 20, 30 E 45 min PARA (O]
ANALITOS, COM DEMAIS CONDICOES FIXADAS EM pH 10 DA FASE DOADORA, AG[TACAO DE
750 rpm, COMPRIMENTO DA FIBRA DE 6 cm, SEM ADICAO DE CLORETO DE SODIO E
METANOL
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FONTE: A autora (2018).

Em relagédo a precisédo, o tempo de 45 min forneceu o menor valor de RSD
para CBZ, DZP e TMP, porém, o tempo de 30 min apresentou valores de RSD
inferior a 18% para todos os analitos, dentre estes estdo os menores valores obtidos
para a FXT e HLP. Adicionalmente, uma metodologia de extragdo com duragao de
30 min fornece uma maior frequéncia analitica, quando comparada ao tempo de 45

min. Dessa forma, foi selecionado como condicdo de compromisso o tempo de
extracdo de 30 min.

4.1.3.6 Teor de cloreto de sddio

A adig¢ao de sal a amostras aquosas, como o plasma humano, é feita para se
avaliar o efeito de salting out dos analitos, no qual a alteragédo na forga idnica resulta
modificagdo no coeficiente de particdo entre a fase doadora e o solvente organico,

aumentando a eficiéncia de extragao.
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Apesar de o mecanismo que resulta no efeito de salting-out, este
possivelmente se baseia na combinagado de diferentes fatores: uma alta repulsao
eletrénica, devido a presenga de anions de alta densidade de carga, e a penalidade
entrépica, decorrente de uma proporcionalidade direta entre o teor de sal e a
organizacao da interface analito-agua, favorecendo entdo a formag¢ao de agregados
do analito. Para realizar o salting-out de uma analito, usualmente sao usados sais
como fosfatos, sulfatos e cloretos, sendo um dos sais mais utilizados com este
intuito o cloreto de sédio (HYDE et al., 2017).

Apesar da incompatibilidade deste sal com LC-MS com ionizagao por
eletrospray, como neste trabalho foi empregada a HF-LPME de duas fases, onde a
fase aceptora é o 1-octanol, decidiu-se realizar o estudo de forga ibnica com cloreto
de sdédio, pois a sua solubilidade no solvente organico € muito baixa, de forma que,
mesmo com baixa volatilidade, sua presenca em pequenas quantidades néo deveria
afetar a analise. Assim, foram avaliados cinco concentracdes de NaCl, limitadas por
sua solubilidade em meio aquoso: 0, 5, 10, 20 e 30 % (m/v). Os resultados obtidos
estdo representados no GRAFICO 6.

GRAFICO 6 — EFEITO DE ADICAO DE SAL (n=3) A FASE DOADORA NAS CONCENTRAGOES DE
0, 5, 10, 20 E 30% (m/v) PARA OS ANALITOS, COM DEMAIS CONDIGOES FIXADAS EM pH 10 DA

FASE DOADORA, AGITACAO~ DE 750 rpm, COMPRIMENTO DA FIBRA DE 6 cm, TEMPO DE
EXTRACAO DE 30 min, SEM ADICAO DE METANOL

150

100

cez | bz | Fxt | HP | TMP |

50

Area relativa de pico (%)

CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2018).
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Com base na ANOVA, com 95% de confianga, foi observado que para a
TMP e a CBZ ha uma diferencga significativa entre os teores de cloreto de sddio
utilizados na extragdo. Através da aplicacdo do teste de Tukey, constatou-se que
para a TPM o teor de 30% de NaCl resulta numa eficiéncia de extracéo
significativamente maior quando comparado aos teores de 0, 5 e 10%, enquanto
para a CBZ, apenas o teor de 0% de NaCl resulta numa eficiéncia de extragao
significativamente inferior quando comparada ao ter de 30 %.

Para a TMP, o melhor desempenho da extracdo para o maior teor de NaCl
esta possivelmente relacioanado a sua maior solubilidade em agua, de 0,615 mg
mL™" (DrugBank). Assim, uma vez que para analitos de maior polaridade o efeito
salting-out é exibido com uma proporcionalidade mais expressiva, sendo tal
resultado € coerente com o apresentado na literatura para outros compostos
organicos de polaridade mais elevada (FERREIRA et al., 2014).

Apesar da maior eficiéncia de extracdo em 30% (m/V) de NaCl para a TMP,
para a CBZ tal condigao fornece o maior RSD dentre as avaliadas. Este efeito pode
ser decorrente da competicdo entre dois fatores: o aumento da forga ibnica e
alteracbes das propriedades fisico-quimicas na superficie da fibra. O ultimo pode
afetar a difusdo dos analitos através da MLS, prejudicando a reprodutibilidade de
extragdo. Além disso, ao se empregar altas concentracbes de sal e manter a
amostra sob agitagdo durante a extragao pode resultar na perda da fase aceptora do
lumen da fibra, que por sua vez provocaria uma diminuicdo na eficiéncia de extragao
(LETSEKA; GEORGE, 2016; SHARIFI et al., 2015).

Assim, a concentragao de 10% de NaCl (m/v) foi escolhida como condigao
otima para a extracao dos analitos, pois esta fornece os menores valores de RSD
para trés dos cinco analitos. Adicionalmente, nao foram observadas
consequéncias criticas para a analise devido ao uso de teores elevados de cloreto
de sodio no preparo de amostra, como, por exemplo, precipitagdo do sal na coluna

analitica e elevagéo da presséo no sistema cromatografico.
4.1.3.7 Teor de metanol

Devido a ligacao de farmacos com proteinas plasmaticas, a recuperagao dos
mesmos pode ser afetada na etapa de preparo de amostra, pois uma das principais

caracteristicas da HF-LPME é sua alta eficiéncia de clean-up e, consequentemente,
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os farmacos ligados as proteinas permanecerao na fase doadora. Para reduzir a
perda dos analitos durante esta etapa é possivel realizar a adigdo de metanol ou
outros solventes orgénicos misciveis em agua a amostra, a qual diminui as
interagbes proteina-farmaco, tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas, e permite uma
maior recuperagao dos analitos (HO et al., 2002b).

Dois fatores estdo envolvidos na ruptura desta ligagdo apos a adicédo do
solvente hidrofilico, um deles sendo a reducéo na constante dielétrica da amostra e,
consequentemente, uma atragdo entre as moléculas de proteina, e o outro a
competicdo da ligagdo com agua entre o solvente hidrofilico e a proteina, que por
sua vez modifica a camada de solvatacdo e a conformacado da proteina, ambos
mecanismos resultando na liberagcdo do farmaco (LI et al., 2015).No caso de
farmacos com alto teor de ligagdo com proteinas, a eficiéncia de extragado pode ser
elevada pela adicdo de um solvente organico hidrofilico até a proporgéao de 1:1 (v/v)
(HO et al., 2002b).

Assim, foram avaliadas cinco concentragcées de metanol: 0, 5, 10, 25 e 50%
(v/v). No entanto, ao se adicionar 50% de metanol a amostra, durante o
procedimento de extragcdo observou-se turbidez na amostra, e apods a secagem do
extrato, observou-se a formagao de cristais brancos no interior do vial que foram
ressolubilizados ao se adicionar agua com acido férmico 0,10% (v/v). Isto indica que
o alto teor de metanol resultou numa maior miscibilidade entre agua e 1-octanol e,
consequentemente, a fase aceptora passa a conter NaCl. Devido a
incompatibilidade de NaCl com fonte de ionizacado e o risco de que o mesmo seja
precipitado na nanocoluna, decidiu-se descartar esta condicdo. O GRAFICO 7
representa as demais condigdes avaliadas.

Com base na aplicacado da ANOVA, como 95% de confianca, foi observada
diferencgas significativas entre os teores de metanol avaliados para a CBZ e o DZP.
Aplicando-se o teste de Tukey, para a CBZ as condi¢des de 0 e 25% de metanol sao
diferentes significativamente entre si, sendo a condicédo de 25% de metanol a que
fornece menor eficiéncia de extracdo, enquanto para o diazepam, a condigao de
25% de metanol resulta em uma extragdo mais eficiente quando comparado aos
teores de 10 e 5% de metanol. Para os demais analitos, ndo ha uma diferenga

significativa entre os teores de metanol avaliados.
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GRAFICO 7 - EFEITO DENADIQAO DE METANOL (n=3) A FASE DOADORA NAS
CONCENTRACOES DE 0, 5, 10 E 25% PARA OS ANALITOS
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CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2018).

A menor eficiéncia de extracdo para CBZ empregando 25% (v/v) de metanol,
um dos analitos que apresenta interagdo com proteinas relativamente baixa, pode
ser decorrente da diminuicdo da polaridade da fase doadora e, consequentemente,
uma diminuicdo no coeficiente de particao entre a fase doadora aquosa e a fase
organica, utilizada tanto como MLS e fase aceptora. Ho et al. (2002b) reportou uma
queda na recuperagao para cinco farmacos apods a sua extragcao de amostras de
plasma por HF-LPME quando empregado um alto teor de metanol, condizente com
os resultados encontrados neste trabalho.

Além de fornecer uma resposta significativamente inferior para a extracao de
CBZ, a condigao de 25% (v/v) de metanol resultou em valores de RSD superiores a
30% para FXT e HLP, atingindo 78% para o ultimo. No estudo de Porto et al. (2012),
este mesmo efeito foi observado para a fluoxetina, citalopram e paroxetina apos a
adicdo de metanol em amostras de plasma.

A adicao de 5% de metanol (v/v) resultou nos menores valores de RSD para
dois dos cinco analitos, e para os demais este valor foi inferior a 18%. Sendo assim,
esta condicao foi selecionada.

Na TABELA 17 estao representados os parametros de compromisso para o

procedimento de extragdo, que serao adotados na avaliagdo dos principais
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parametros de desempenho do método desenvolvido. A partir desta etapa sera feito
uso de um padréao interno, a fluoxetina-D6, que atuara de forma a corrigir variagdes
tanto da extragdo quanto da técnica de analise, potencialmente reduzindo os valores
de RSD.

TABELA 17 - PARAMETROS DE COMPROMISSO DA TECNICA DE HF-LPME

Parametros Valor escolhido
pH da fase doadora 10
Agitagao 750 rpm
Tamanho da fibra 6 cm
Tempo de extragdo 30 min
Teor de sal 10 % (m/v)
Teor de metanol 5 % (viv)

Vale se destacar que durante a condugao dos experimentos com a HF-LPME
fazendo uso de aliquotas de plasma humano, foi observado que em até 4 meses as
nanocolunas analiticas ndo apresentaram quedas na performance e ou problemas
de entupimendo devido ao teor proteico da amostra, sendo que tempos superiores
nao foram avaliados. O tempo de vida util para uma coluna preparada de acordo
com o mesmo procedimento descrito neste trabalho (sec¢ao 3.3) é entornode 1 a 1,5
meses para as analises de rotina da Plataforma de Espectrometria de Massas do
Instituto Carlos Chagas, contituidas majoritariamente por andlises de extratos
peptidicos de diversas matrizes.

Este fator reflete um indicio de uma eficiéncia de clean-up satisfatoria, uma
vez que tais componentes endégenos da matriz sdo responsaveis por entupimentos
das colunas cromatograficas devido a possibilidade de adsorgao irreversivel em
fases estacionarias como a silica-C18 (MULLETT, 2007).

Outro indicio de uma eficiéncia de clean-up satisfatoria € o fato de que
cromatogramas referentes a analise de extratos do plasma humano obtidos com as
condicbes de extracdo de compromisso permitem uma vizualizagao clara dos picos
cromatograficos de quatro analitos, mesmo no modo de aquisigao fullscan como
pode ser observado na FIGURA 17. O unico pico nao visivel no modo fullscan é o do
haloperidol, porém isso se deve a baixa concentracdo do mesmo, 20 ng mL™", nas
amostras empregadas nos experimentos desta etapa. Porém, no cromatograma de

ion extraido o pico passa a ser observado com uma razao sinal/ruido adequada.
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FIGURA 17 — CROMATOGRAMA OBTIDO PARA HF-LPME EMPREGANDO AS CONDIQOES DE
COMPROMISSO, ONDE (A) FULLSCAN E (B) CROMATOGRAMA DE ION EXTRAIDO
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TMP — trimetoprima; HLP — haloperidol; FXT — fluoxetina; CBZ — carbamazepina; DZP - diazepam

FONTE: A autora (2017).

4.2 TRANSPOSICAO DO METODO ANALITICO PARA SISTEMA ANALITICO
DISTINTO

Até esta etapa do estudo foram concluidas a otimizacdo do processo de
ionizagdo, método cromatografico e da técnica de HF-LPME, como descrito
anteriormente. No entanto, para continuar com este estudo e definir parametros de
desempenho preliminares do método analitico desenvolvido, foi necessaria uma
série de alteragbes que, por sua vez, exigiram novas etapas de otimizagdo do
método.

Dentre estas alteragcbes pode-se citar a mudanga das particulas de C18
empregadas na confeccdo das colunas analiticas, devido a dificuldades durante o
empacotamento das colunas com particulas de 2,4 um de didametro. Assim, passou-
se a utilizar colunas com particulas de C18 com didametro de 3,0 ym. Outra alteragao
imprescindivel para a continuidade do trabalho foi a alteragdo do sistema analitico,
devido a quebra do autoamostrador do nanoAcquity, cromatégrafo utilizado nas

etapas descritas até o momento. Dessa forma, passou-se a utilizar o cromatégrafo
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EASY-nLC e, consequentemente, o espectrdmetro de massas hibrido LTQ-Orbitrap
XL.
A seguir serdo descritas as otimizagbes necessaria decorrentes de tais

modificagdes.
4.2 1 Estudos de lonizacédo e Fragmentacédo dos Analitos

Comparando-se as areas dos picos cromatograficos observados ao realizar
corridas cromatograficas injetando um mix dos padrdes a 20 ng mL™, foi observado
um aumento gradual conforme o aumento da voltagem de spray até 3000 V para
quatro dos cinco analitos e para o padrao interno, refletindo um aumento na
eficiéncia de ionizagdo para os analitos. Ja para a trimetoprima, este aumento foi
observado até 3500 V, porém, para os demais compostos observou-se uma queda
na resposta de 37,3% a 72,7%, resultante do uso de uma energia excessiva que
possivelmente resultou na fragmentagdo dos analitos na etapa de ionizagao. Assim,
selecionou-se como condigdo de compromisso a voltagem do spray de 3000 V.

Em relacdo ao estudo de fragmentacdo, foram otimizadas energias de
colisdo normalizadas para aquisicdo dos dados de espectrometria de massas
sequencial tanto para o uso da armadilha de ions linear, que realiza a fragmentagao
empregando CID, quanto para o uso do Orbitrap, que realiza a fragmentagéo por
HCD. As energias foram otimizadas de forma individual para os analitos, pois se
almeja a obtencdo de um espectro de MS2 produzido a partir da fragmentacéo de
apenas um ion de razdo massa/carga selecionada. As energias de colisdo
normalizadas otimizadas foram selecionadas de forma a ndo ser observada uma
fragmentacao excessiva dos ions a ponto de se eliminar o sinal do ion precursor,
uma vez que para a fluoxetina e seu analogo deuterado, e para a carbamazepina
foram observados poucos ions, principalmente ao realizar a fragmentagéao por HCD.
Tais valores sédo apresentados na TABELA 18, juntamente com os ions mais

intensos obtidos.
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TABELA 18 — ENERGIAS DE COLISAO NORMALIZADAS OTIMIZADAS E IONS OBSERVADOS
APOS A FRAGMENTACAO

Modo de Fragmentagao
CID HCD
. ions mais ions mais
0, 0,
Analito ECN (%) intensos (m/z) ECN (%) intensos (m/z)
194,08
Carbamazepina | 20 220,08 30 fraibep
237,08 ’
104,92
154,00 154,04175
182,00 193,08832
. 193,08 222,11482
Diazepam 25 22208 58 228.05741
228,08 257,08368
257,08 285,07840
285,08
. 154,00
Fluoxetina-D6 17 316.25 15 316,17795
. 148,00
Fluoxetina 15 31017 18 310,14035
122,92 123,02403
. 165,00 165,07079
Haloperidol 18 358 17 32 358 13589
376,25 376,14621
122,92
181,00 123,06651
230,17
258 17 230,11589
Trimetoprima 24 ’ 52 261,09781
261,17
275,11340
275,17 29114459
276,17 ’
291,17

CID — Dissociagao induzida por colisdo, ECN — Energia de colisdo normalizada, HCD — Dissociag¢ao
induzida por colisao de alta energia

Observagédo: energia de colisdo normalizada se refere a porcentagem de amplitude de
radiofrequéncia empregada na fragmentagéo dos ions precursores.

4.2.2 Ajuste do Método Cromatografico

Ao realizar a transposicdo do método cromatografico desenvolvido
empregando o equipamento nanoAcquity para o Easy-nLC sem alteragdes e
realizando a apenas aquisicao fullscan dos ions precursores pelo Orbitrap, ou seja,
sem fragmentagao, foi observada a coeluigao de trés dos cinco analitos e do padréo
interno em um tempo de retencdo proximo ao tempo morto da analise, como é
possivel observar na FIGURA 18. Adicionalmente, para estes compostos pouco

retidos foram observados apenas um ou dois pontos de aquisicdo na varredura dos
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ions precursores, ou seja, sem fragmentacdo, o que impede a construgdo de um
pico cromatografico adequado, refletindo a necessidade de se alterar alguns

parametros do método.

FIGURA 18 — CROMATOGRAMAS DE iON EXTRAIDO OBTIDO NO EASY-nLC COM O METODO
DESENVOLVIDO NO nanoACQUTY
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CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2019).

Para isto, foram modificados os parametros de aquisicdo do espectrometro de
massas, onde o tempo maximo de acumulo de ions foi reduzido de 1000 ms para
12,5 ms, a contagem maxima de ions foi reduzida de 1000000 para 50000, e a
resolucdo de massa foi reduzida de 60000 para 30000. Estas alteracdes foram feitas
com o intuito de diminuir o tempo necessario para o Orbitrap completasse uma
varredura.

Em relagdo ao método cromatografico, foram testados diversos programas de

eluicdo. Inicialmente foram avaliados diferentes métodos isocraticos, porém, mesmo
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empregando fases moéveis com menor teor de agua, como a proporgao 50:50 (v/v)
de acetonitrila:agua, néo foi possivel aumentar o numero de pontos de aquisicao
para os quatro compostos menos retidos, especialmente para a trimetoprima que
exibiu apenas um ponto de aquisicdo. Dessa forma, foram testados diferentes
métodos baseados em gradientes de fase moével. O método que apresentou o
melhor desempenho, permitindo a obtengdo de numero superior de pontos de
aquisicao para trimetoprima, haloperidol, fluoxetina e seu analogo deuterado, no
minimo de tempo possivel, emprega um gradiente que se inicia com a proporgéo de
30:70 (v/v) de acetonitrila:agua e atinge 100% de agua apds 15 minutos. O
cromatograma de ion extraido resultante destas alteragbes esta representado na
FIGURA 19.

FIGURA 19 — CROMATOGRAMAS DE iON EXTRAIDO OBTIDO NO EASY-nLC COM O METODO

CROMATOGRAfICO BASEADO EM GRADIENTE 30:70 (v/v) —0:100 (v/v) ACETONITRILA:AGUA
COM DURAGCAO DE 15 MINUTOS E AQUISICAO MS1 NO ORBITRAP E MS2 NO ORBITRAP
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CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2019).
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Esta aquisicao foi realizada empregando uma etapa de fullscan no Orbitrap
dois ions precursores (MS1) com resolugcdo de massa de 30000, sem a
fragmentacao, com o intuito de emprega-la para a quantificagdo dos analitos, e uma
etapa de aquisicao fullscan no Orbitrap dos ions produto (MS2) com resolucéo de
massa de 15000, realizando a fragmentagdo por HCD, visando emprega-la para
identificacdo dos analitos. Vale-se destacar que, devido a adicdo da etapa de
aquisicao MS2, foi observada uma redugao no numero de pontos de aquisicao MS1
para carbamazepina e diazepam. Adicionalmente, o numero de pontos de aquisicao
nao atingiu um numero ideal para quantificagcdo de todos os analitos na aquisicéo
MS1, principalmente para a fluoxetina e seu analogo deuterado que, devido a sua
coeluicao, a aquisicdo MS1 atingiu 0 maximo de cinco pontos, uma vez que nesta
faixa de tempo o Orbitrap teria que alternar entre trés varreduras: fullscan dos ions
precursores da fluoxetina e fluoxetina-D6, fullscan dos ions produtos da fluoxetina e
fullscan dos ions produtos da fluoxetina-D6.

Dessa forma, com o intuito de diminuir o tempo necessario para a aquisi¢ao
MS2 e, consequentemente, aumentar o numero de pontos de aquisicdo para os
analitos na aquisicdo MS1, decidiu-se empregar a armadilha de ions linear para a
analise dos ions produtos formados pela fragmentacéo por CID. A aquisigao foi feita
utilizando um tempo maximo de acumulo dos ions de 10 ms e contagem maxima de
ions de 30000. Tal abordagem permitiu a obtengdo de um numero adequado de
aquisicdes MS1 para todos os analitos, porém, o uso da armadilha de ions linear
impossibilitou o uso da massa exata para a identificacdo dos analitos, de forma que
a identificagao por MS2 s6 podera ser realizada com base no perfil de fragmentagao
obtido. A TABELA 19 apresenta os parametros de separagdo cromatograficas
obtidos para o método de eluigdo em gradiente otimizado, e o cromatograma de ion
extraido obtido para o método cromatografico e espectrométrico otimizado esta
representado na FIGURA 20.

As demais etapas do método cromatografico foram estabelecidas como uma
limpeza de 12 min, correspondendo a uma lavagem da coluna com um volume de
100 % (v/v) de acetonitrila equivalente a 4,5 vezes o volume interno da coluna,
reequilibrio de 9 min, através da percolagao de fase moével com proporgcao de 1:99
(v/v) acetonitrila:zagua até que fosse observada a reestabilizacdo da pressdo da
coluna. O GRAFICO 8 apresenta o método cromatogréfico otimizado aplicado com o
EASY-nLC.
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TABELA 19 - PARAMETROS DE SEPARACAO CROMATOGRAFICA PARA O METODO
CROMATOGRAFICO OTIMIZADO NO EASY-nLC

Analito Fator de Eficiéncia Fator de ] Resolugéo
retengao (k) (N) separagao (a) (Rs)
Trimetoprima 0,169 70301 - -
Haloperidol 0,652 123351 3,854 26,488
Fluoxetina 0,764 109410 1,172 5,590
Carbamazepina 0,986 69779 1,290 8,621
Diazepam 1,372 47937 1,392 10,531

Observacao: a — em relagao ao pico anterior.

FIGURA 20 - CROMATOGRAMAS DE iON EXTRAIDO OBTIDO NO EASY-nLC COM O METODO
CROMATOGRAFICO BASEADO EM GRADIENTE 30:70 (v/v) —0:100 (v/v) ACETONITRILA:AGUA
COM DURACAO DE 15 MINUTOS E AQUISICAO MS1 NO ORBITRAP E MS2 NA ARMADILHA DE
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CBZ - carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2019).
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GRAFICO 8 - METODO CROMATOGRAFICO OTIMIZADO NO EASY-nLC
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FONTE: A autora (2019).

4.3 AVALIACAO INICIAL DE PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO
ANALITICO DESENVOLVIDO

4.3.1 Curva analitica

Apos a otimizagdo do método de extracdo, foram preparadas curvas
analiticas com pontos obtidos a partir da extragao do plasma forticado com o padrao
dos analitos nas concentragdes 0,02, 0,06, 0,25, 0,50, 0,75, 1,5 e 2,5 ug mL'1,
utilizando as condigbes de compromisso selecionadas para todos os farmacos
selecionados para este estudo. Nesta etapa do estudo fez-se uso de um padrao
deuterado, a fluoxetina-D6, como padréo interno, que foi adicionado ao meio na
concentragdo de 0,025 ng mL™" no volume final de 10,0 mL de amostra. As curvas
obtidas estdo representadas nos GRAFICOS 9 a 13.

E possivel observar que para um dos cinco analitos ndo foi atingida uma
linearidade satisfatéria, impossibilitando a utilizacdo do método desenvolvido para
diazepam. Para os demais analitos, foram observados valores de coeficiente de
correlagcdo superiores a 0,99, indicando linearidade satisfatdoria de acordo a as

normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017).



GRAFICO 9 — CURVA ANALITICA PARA A CARBAMAZEPINA (n=3)
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FONTE: A autora (2019).

GRAFICO 10 — CURVA ANALITICA PARA O DIAZEPAM (n=3)

Razao das areas dos picos DZP/PI
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FONTE: A autora (2019).

GRAFICO 11 — CURVA ANALITICA PARA A FLUOXETINA (n=3)

Razao das areas dos picos FXT/PI

2,0
1,8 1
1,6
1,4 1
1,21
1,0 1
0,8
0,6
0,4
0.2
0,0

-0,2

e
e

e

-

00 02 04 06 08 10 12 14 16
Concentragdo de FXT (ug mL™")

FXT - fluoxetina; Pl — padrao interno

FONTE: A autora (2019).
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GRAFICO 12 — CURVA ANALITICA PARA O HALOPERIDOL (n=3)

Razao das areas dos picos HLP/PI

GRAFICO 13 — CURVA ANALITICA PARA A TRIMETOPRIMA (n=3)
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FONTE: A autora (2019).
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Em relacao ao limite de quantificagao inferior limite inferior de quantificacao
(“Lower Limit of Quantification” — LLOQ), a Food & Drug Administration (FDA),

agéncia responsavel

pela emissdo de normas para validacdo de métodos

bioanaliticos nos Estados Unidos, define este valor como o menor ponto da curva

analitica, e a razao entre a resposta do analito no LLOQ e no zero de calibracao, ou

seja, extrato onde a fortificagcao foi realizada apenas com o padrao interno, deve ser

superior a 5 (Food and Drug Administration (FDA), 2018). Esta razao se encontrou

entre 9,34 e 101 para aqueles que apresentaram um resposta linear na curva

analitica. A TABELA 20 apresenta os parametros de desempenho faixa dindamica

linear, linearidade e LLOQ para os analitos avalidos.
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TABELA 20 - PARAMETROS DE DESEMPENHO PRELIMINARES

Faixa dinamica Coeficiente de LLOQ
Analito linear ( mL'1) correlacéo de ( mL'1) Equacéao da Reta
Hg Pearson (r) Hg

Carbamazepina 0,06 - 2,5 0,99744 0,06 y =0,39518x + 0,07888

Diazepam - 0,97403 - -
Fluoxetina 0,02-1,5 0,99783 0,02 y =1,27716x + 0,00026
Haloperidol 0,25-2,5 0,99571 0,25 y =0,46709x + 0,09796
Trimetoprima 0,02-2,5 0,9984 0,02 y =0,11571x + 0,00271

LLOQ - limite inferior de quantificagao.

4.3.2 Precisao e exatidao

Os parametros de precisdao e exatiddao foram avaliados de acordo com o
desvio padrao relativo obtido para os pontos da curva, e a exatidao foi calculada de
acordo com a proximidade destes pontos apds sua interpolagcdo nas equagdes de

reta definidas para as curvas. Tais dados sdo apresentados na TABELA 21.

TABELA 21 — PRECISAO E EXATIDAO DO METODO DESENVOLVIDO (n=3)

Analito Concentracgao (g mL") | RSD (%) | Exatiddo (%)

0,06 5,6 110,4

0,25 13,8 87,0

Carbamazepina 0,50 5,8 95,2
0,75 10,4 91,1

2,50 5,2 105,1

0,02 6,3 97,6
0,06 6,5 101,3

Fluoxetina 0,25 3.3 93,0
0,50 10,4 91,6

0,75 0,8 105,1

1,50 1,2 92,2

0,25 10,6 97,5

0,50 6,0 100,2

Haloperidol 0,75 11,3 93,5
1,50 6,1 111,2

2,50 4,8 96,0

0,02 7,2 101,0
0,06 10,2 113,7

Trimetoprima 0,25 57 90,2
1,50 3,1 101,6

2,50 6,3 104,2

RSD - desvio padrao relativo

Segundo a FDA, os pontos de uma curva analitica devem apresentar precisao
e exatidao dentro de um intervalo de 20% para LLOQ e 15% para os demais pontos

da curva (Food and Drug Administration (FDA) (2018)). Dessa forma, é possivel
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afirmar que precisao e exatidao satisfatérias foram atingidas pelo método analitico
desenvolvido para quatro dos cinco analitos avaliados, uma vez que a curva do

diazepam nao apresentou comportamento linear.
4.3.3 Seletividade e especificidade

Apesar de o LLOQ de 0,02 pg mL" ndo ter sido atingido para todos os
analitos, a identificacdo dos analitos nesta concentracido foi bem-sucedida
empregando a massa exata do ion molecular protonado, o perfil isotdpico e o perfil
de fragmentacdo por CID, como pode ser observado na FIGURA 21 e APENDICE B,
onde os resultados obtidos a partir da extragcao dos analitos nesta concentragao sao
comparados a informacdes fornecidas sobre o perfil isotopico e o perfil de
fragmentacao dos analitos pelos bancos da dados do software TraceFinder 4.1 e do

site m/zCloud, respectivamente.

FIGURA 21 — FERRAMENTAS EMPREGADAS NA IDENTIFICAGAO DA CARBAMAZEPINA

CARBAMAZEPINA

« MS1; 237,10224
« Massa exata: m/z 237,10224
* Massa encontrada: m/z 237,10243

CLOuUD

PRt - 0, 194,09643
+ Erro de massa médio: 0,78939 ppm ECN: 20%
220,07569 238,10559
« MS2 0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
20190117_C7_0p02ppm_01#1913-1953 RT: 12.33-1251 AV: 20 NL: 4.71E4
F: ITMS + p NSI Full ms2 237.10@c¢id20.00 [55.00-250.00]
100 194.08
ECN: 20%
8 807
<
3
S 607
2 3
i 237.08
2 %
L
& 20 ;
220.08 |
= 7375 81.00 95.00 109.17 12292 137.00 143.00 160.00 181.00 192'08“‘ 209.08 1 228.17 || 238.75
0 L — SIS — — — L
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
miz
» Perfil isotopico: 75%
20190117_C7_0p02ppm_01
Sinal Massa en:\:n::t?’ : a2 Erro F: FTMS ¥ p NSI Full ms [80.00-400.00]
=1
exata (m/z) (miz) (ppm) 100} I 236.99439 Padréio
2 23325281 | 3
1 | 237,10224 | 237,10225 | 0,062 ol L ZTEW  — = 24 o
- Banco de
2 238,10560 238,10554 -0,256 o dados
lf‘z #3 #4
3 | 28910847 | 23910914 | 1,680 RTINS WAL M i YA N S
4 240,11153 ND ND iz

m/z — raz&do massa/carga; ECN — energia de colisdo normalizada; ND: n&o detectado

FONTE: A autora (2019).
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Adicionalmente, a razdo entre as respostas para os analitos encontradas na
concentracao de 0,02 pg mL" e no ponto zero de calibragdo, que corresponde a
extragdo do plasma humano branco fortificado apenas com o padr&o interno, se
encontra na faixa de 9,34, para a fluoxetina, a 60,5 para o diazepam, demonstrando
a seletividade do método.

Em relacdo ao estudo de especificidade, a partir da extracdo dos analitos
numa concentracdo de 0,10 pug mL" na presenca de diversos possiveis
interferentes, como analgésicos, antibidticos, antirretrovirais, hormonios, anti-
inflamatadrios, inibidores de bomba de préton, e outros compostos enddégenos, como
cafeina e colesterol, é possivel afirmar que a presenca de tais compostos ndo
interferiu na quantificacdo dos analitos, como representado na FIGURA 22. Isso se
deve majoritariamente ao fato que os cromatogramas de ion extraido sao obtidos a
partir da massa exata dos analitos.

FIGURA 22 — CROMATOGRAMA DE iON EXTRAIDO OBTIDO PARA O TESTE DE
ESPECIFICIDADE
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CBZ — carbamazepina; DZP — diazepam; FXT — fluoxetina; HLP — haloperidol; TMP — trimetoprima.

FONTE: A autora (2019).
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Ao realizar a extragdo das massas exatas dos interferentes, é possivel afirmar
que os mesmos também nao coeluem com os analitos quando empregado o método
cromatografico desenvolvido. A TABELA 22 apresenta os dados dos tempos de
retencdo dos analitos e dos interferentes potenciais.

Dessa forma, € possivel afirmar que o método analitico desenvolvido poderia
ser empregado para a identificagdo de todos os analitos em analises de screening,
sem que a identificacdo dos analitos seja comprometida pela presenca dos

interferentes avaliados.

TABELA 22 — TESTE DE ESPECIFICIDADE

Composto Massa Exata (m/z) Tempo de retengao (min)
Lamivudina 230,05939 6,52
Trimetoprima 291,14517 7,69
Cafeina 195,08765 8,04
Omeprazol 346,1220 ou 299,1087 9,02
Pantoprazol 384,0824 ou 200,0376 10,03
Lansoprazol 370,0832 ou 252,03006 10,23
Ibuprofeno 207,13796 10,37
Haloperidol 376,14741 10,53
Estriol 289,18037 10,82
Fluoxetina-D6 316,17899 11,13
Fluoxetina 310,14133 11,15
Sulfametoxazol 254,05939 ou 156,01138 11,2
Carbamazepina 237,10224 12,46
Diazepam 285,07892 14,83
Testosterona 289,21621 15,19
Estrona 271,16926 15,58
Diclofenaco 296,02396 16,62
Progesterona 315,23186 19,04
Estradiol 273,18491 20,32
Acido Acetilsalicilico 181,05008 ND
Amoxicilina 366,11180 ND
Canabidiol 315,23186 ND
Colesterol 387,36269 ou 369,35213 ND
Etinilestradiol 279,17434 ou 319,1669 ND
Paracetamol 152,07060 ND
Reserpina 609,28070 ND
THC (tetraidrocanabinol) 315,23186 ND

Observagao: analitos e padrao interno em italico
ND: ndo detectado

4.3.4 Recuperacgao e fator de enriquecimento

A recuperacéo e fator de enriquecimento do método analitico desenvolvido

foram avaliados fazendo uso de relagdes definidas para HF-LPME de sistemas de
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duas fases, sendo influenciada diretamente pela razdo entre os volumes das fases
doadora e aceptora, assim como pelo coeficiente de particdo do analito nestas duas
fases.

Para realizar tais calculos foram utilizadas as expressdes descritas por Ho et
al. (2002a), desenvolvidas para a HF-LPME de duas fases, empregando os volumes
de 17 pL e 10,0 mL como Vg € Vg, respectivamente. Os resultados obtidos para
este estudo sao apresentados na TABELA 23.

TABELA 23 - RECUPERAGCAO E FATOR DE ENRIQUECIMENTO PARA O METODO
DESENVOLVIDO

Analito log Kow i Recuperagédo (%) | Fator de Enriquecimento
Carbamazepina 2,1 17,6 104
Diazepam 2,63 42,0 247
Fluoxetina 4,09 95,4 561
Haloperidol 3,7 89,5 526
Trimetoprima 1,26 3,00 17,7

Kow — coeficiente de particao octanol-agua

FONTE: a - DrugBank

Quando avaliados os valores obtidos para recuperagdo e fator de
enriquecimento, devido a grande diferenga entre os valores de K, para os analitos,
€ possivel afirmar que estes refletem claramente a influéncia da polaridade do
analito quando a extracao é feita por HF-LPME de duas fases. A fluoxetina, que é o
analito de menor polaridade apresenta uma taxa de recuperagao cerca de 32 vezes
maior do que a trimetoprima, o analito de maior polaridade. De acordo com Ho et al.,
(2002a), para os analitos com K, superiores a 500, como a fluoxetina e o
haloperidol, as taxas de recuperagao obtidas por HF-LPME de duas fases sao
comparaveis aquelas obtidas por LLE, com o beneficio de um consumo de
solventes organicos consideravelmente inferior, que por sua vez resulta em fatores
de enriquecimentos mais elevados para a HF-LPME do que para a LLE.

Segundo a FDA, para que a recuperagao de um método bioanalitico seja
adequada, os valores nédo devem necessariamente ser préximos de 100%, porém a
extragao deve ser reprodutivel (Food and Drug Administration (FDA), 2018). Dessa
forma, como citado anteriormente na secdo 4.3.2, o método desenvolvido

apresentou precisdo e exatiddo adequada para todos os analitos, de forma que
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recuperagdes baixas, como é o caso da trimetoprima, nao interferem com a

aplicabilidade do método.

4.3.5Diluicao da amostra

Foram realizados experimentos de diluigdo na propor¢gao 1:4 (v/v) de
plasma:hidroxido de sodio pH 10,0 para verificar a aplicabilidade do método
desenvolvido a amostras contendo os analitos em concentracbes acima do limite
superior de quantificagdo das curvas analiticas obtidas. Tais testes foram
conduzidos ao se utilizar amostras de plasma humano branco fortificadas com os
analitos a uma concentracdo de 5,0 uyg mL™". Tal concentracéo foi selecionada por
representar a porcado intermediaria da faixa terapéutica da carbamazepina, unico
analito para qual a curva nao alcancou concentracbes altas o suficiente para
aplicagcao de monitoramento terapéutico de farmacos (SCHULZ et al., 2012).

A partir de fortificagdo de 50 pL de plasma a 5,0 ug mL™", a amostra final teria
concentragdo equivalente ao ponto de 1,0 ug mL™" da curva analitica, de forma que
esta foi considerada a concentracdo tedrica para o calculo de erro relativo e,
consequentemente, exatiddo da medida da diluicdo. Os resultados obtidos a partir

de extragdes em triplicata estao representados na TABELA 24.

TABELA 24 — RESULTADOS OBTIDOS PARA DILUICAO DO PLASMA FORTIFICADO COM 5,0 ug
mL" NA PROPORCAO 1:4 (n=3)

Analito expecri‘:‘:':ﬁglr?ﬁszm4) Erro Relativo (%) | RSD (%)
Carbamazepina 0,80 -20,2 15,6
Fluoxetina 0,96 -3,98 3,13
Haloperidol 1,19 19,4 9,01
Trimetoprima 0,77 -22,8 17,2

RSD - desvio padrao relativo.

De acordo com a Food & Drug Administration, para que a diluicdo seja
aplicavel a um método bioanalitico empregando técnicas cromatograficas, exatidao e
preciséo deve estar dentro do limite de £ 15% (Food and Drug Administration (FDA),
2018). Como é possivel observar na TABELA 24, apenas para fluoxetina foram

obtidos exatidao e precisao satisfatérias para a diluigdo na proporgao 1:4 (v/v).
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Tais resultados podem ser explicados devido a utilizagdo da fluoxetina-D6
como padrao interno, que corrige de forma mais adequada as variagdes decorrentes
do procedimento de extragcdo e variagdes instrumentais para a propria fluoxetina,
uma vez que estes compostos apresentam polaridade e teor de ligagdo com
proteinas mais proximos quando comparados aos demais pares padrdo interno-
analito.

Assim, é possivel afirmar que, dentre os cinco analitos avaliados neste
estudo, para a fluoxetina é possivel realizar a diluicdo da amostra na proporgcao de
1:4 (v/v). Devido a faixa da curva obtida e a possibilidade de diluicdo, o método
desenvolvido é aplicavel para este analito tanto para amostras de estudos clinicos
quanto para amostras de toxicologia forense.

Também ¢é possivel afirmar que, devido a impossibilidade de realizar a
diluicdo de amostras contendo carbamazepina sem afetar a exatidao e precisao do
método, este analito ndo tem sua faixa terapéutica completamente coberta pelo

meétodo desenvolvido.

4.3.6 Aplicacdo do método a amostra de paciente em terapia com fluoxetina

Apés a avaliagado preliminar dos parametros de desemepenho do método
analitico desenvolvido, o mesmo foi aplicado a uma amostra de plasma humano,
proveniente de um voluntario em terapia com fluoxetina, com o intuito de demonstrar
a aplicabilidade do método a amostras de estudos clinicos. A este voluntario foi
administrada uma dose diaria de 20 mg do farmaco. Comparando-se a amostra do
voluntario com o perfil isotopico de fluoxetina proveniente do banco de dados do
software TraceFinder, 75% dos isétopos apresentaram confirmagdo com erro de
massa inferior a 2,250 ppm, como é possivel observar na FIGURA 23, fornecendo
uma confirmacéao positiva do analito.

Adicionalmente, comparando-se os perfis de fragmentacdo do analito na
amostra do voluntario com o obtido no banco de dados do site m/zCloud, foram
observados os mesmos sinais, como representado na FIGURA 24. O ion de
massa/carga 310 corresponde ao ion molecular protonado da fluoxetina, o ion de
massa carga 148 corresponde ao ion produto formado apds a dissociagao induzida

por colisao.
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FIGURA 23 — PERFIL ISOTOPICO PARA A FLUOXETINA, ONDE (A) ESPECTRO DA AMOSTRA
DO VOLUNTARIO E (B) ESPECTRO DO BANCO DE DADOS DO TRACEFINDER v4.1

P0190119_paciente_02
F: FTMS + p NSI Fuil ms [80.00-400.00]
1 (A)
100 -
e *1 —m/z 310,14174 (erro - 1,346 ppm)
80 *2 —m/z 311,14511 (erro - 1,378 ppm)
eo: *3 —mfz 312,14851 (erro - 2,226 ppm)
b *4 —ND
40
- 310.22556 .
z 20] | 2 312.35950
é . . 310.74337 ‘ 311.42108 31193665 > |  312.50901
® #1
£ 100+ -
[~ #1 miz 310,14133 (B)
. #2 miz 311,14468
60 #3 miz 312,14782
4 E #4 m/z 313, 15071
0-
; #2
20 -
Kk #3
0 L T 1 | L T T LI | LM | LI 1 LM T 1 I.’l T T | LML T LI U —l LML
310.0 310.5 311.0 3115 312.0 3125 313.0
miz

FONTE: A autora (2019).

FIGURA 24 — ESPECTRO MS2 PARA FLUOXETINA, ONDE (A) AMOSTRA DO PACIENTE E (B)
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A FIGURA 25 apresenta o cromatograma de ion extraido parcial obtido a
partir da massa exata da fluoxetina, m/z 310,14133. Ao interpolar a resposta obtida
na equacao da reta referente a curva analitica, constatou-se que a amostra continha
103,5 ng mL" de fluoxetina. Este resultado é condizente com o apresentado na
literatura, como pode ser observado no GRAFICO 14, onde Djordjevic et al. (2005)
monitoraram durante 10 semanas as concentracdes plasmaticas de fluoxetina e seu
metabdlito, norfluoxetina, em amostras de paciente em terapia com 20 mg/diario de
fluoxetina.

Na data de coleta, o voluntario estava em terapia com o farmaco ha 37 dias, e
ao realizar a extrapolacdo deste periodo e da concentracdo de fluoxetina
determinada na amostra, € possivel observar que a intersec¢cédo das duas retas esta
muito préxima do perfil tracado no GRAFICO 14. O metabolismo da fluoxetina é
realizado no figado majoritariamente pela agdo da enzima CYP2D6 (citocromo P450
2D6), a qual esta sujeita a polimorfismos que distribuem uma populagdo entre
metabolizadores lentos e rapidos (KANDASAMY et al.,, 2010). No estudo de
Djordjevic et al. (2005) os autores relatam que, devido esta variabilidade genética, as
concentragdes plasmaticas determinadas se encontram amplamente distribuidas
entorno do valor médio apresentado no GRAFICO 14, englobando a concentragdo

determinada neste estudo.

FIGURA 25 - CROMATOGRAMA DE [ON EXTRAIDO PARCIAL DA AMOSTRA PROVENIENTE DO
VOLUNTARIO EM TERAPIA COM FLUOXETINA (20 mg/DIARIOS)
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GRAFICO 14 - CONCENTRACOES PLASMATICAS MEDIAS DE FLUOXETINA (¢),
NORFLUOXETINA (m) E A SOMA DE FLUOXETINA+NORFLUOXETINA (4 ) OBSERVADAS
DURANTE 10 SEMANAS PARA PACIENTES EM TERAPIA COM 20 mg DIARIAS DE FLUOXETINA
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FONTE: Adaptado de Djordjevic et al. (2005).

Com base nestes dados, ha indicios que o método analitico desenvolvido
pode ser aplicado com sucesso para a determinagdo de fluoxetina em amostras de
pacientes em terapia com o farmaco, tanto para identificacdo quanto para
quantificagao.

Em relagcdo a trimetoprima, para a qual o método desenvolvido apresenta
potencialidade para aplicacdo para estudos clinicos, ndo foi possivel recrutar
voluntarios em terapia com o farmaco.

Apesar de o método analitico desenvolvido ndo se mostrar satisfatorio neste
trabalho nas faixas de concentracdo terapéuticas para trés dos farmacos
selecionados, pequena modificagbes potencialmente eliminariam os obtaculos da
aplicagao deste método a amostras de plasma humano em estudos clinicos. Dentre
tais possiveis alteracdes, podemos citar a construgao de uma curva analitica mais
ampla para a carbamazepina, fracionada em curvas analiticas com faixas de
concentracao mais estreitas, assim como o estreitamento da faixa de concentragao
avaliada para o diazepam e, por fim, a obtencdo de uma curva analitica com
concentracdes menores para o haloperidol juntamente com uma ressolubilizagéo do

extrato seco num volume inferior a 1,0 mL de acido férmico 0,10% (v/v).
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5 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo foi avaliado um método analitico empregando nanoLC-MS e
HF-LPME para a determinagédo de cinco farmacos em amostras de plasma, sendo
que a uniao de tais técnicas de extracdo e de analise nao foi relatada na literatura
até o momento para nenhum tipo de matriz, seja ela de interesse ambiental ou
clinico.

Unindo-se o uso de espectrometria de massas de alta resolucao e diversas
ferramentas de identificagdo, como perfil isotopico e perfil de fragmentacdo, da
nanocromatografia liquida como técnica de separagao e da HF-LPME como técnica
de extracdo e clean-up, responsavel pela eliminagdo de interferéncia de
macromoléculas, como proteinas, o método desenvolvido pode ser aplicado de
forma seletiva, em grande parte devido a possibilidade de controle de pH da fase
doadora, e especifica a anadlises de screening para todos os farmacos avaliados a
partir de concentracdes tdo baixas quanto 0,02 pg mL™

Além disso, devido ao uso de pequenos volumes de solvente organico, a
técnica de HF-LPME apresentou vantagens quando comparada as técnicas
classicas de extragdo, como uma menor geracao de residuos da extragao e fatores
de enriquecimento elevados, principalmente para os analitos de menor polaridade,
como a fluoxetina e o haloperidol.

Apesar de o método desenvolvido ser excelente para a identificagdo dos
farmacos em amostras complexas, para trés dos analitos este método ndo pode ser
aplicado para sua quantificacdo em estudos clinicos, devido a ndo abrangéncia da
faixa de concentracao terapéutica para o haloperidol e para a carbamazepina e
devido a nao linearidade do método para o diazepam.

Ja para a fluoxetina e trimetoprima, o método pode ser aplicado com
sucesso a amostras de interesse clinico, como estudos de monitoramento
terapéutico, destacando-se que, devido a possibilidade de diluicdo das amostras
para a fluoxetina, a faixa de concentracdo avaliada pode ser estendida até pelo
menos 5,0 pg mL™, permitindo o emprego do método desenvolvido a amostras de
interesse a toxicologia forense.

O método foi aplicado a uma amostra de paciente em terapia com fluoxetina

de forma bem-sucedida, onde foi determinada uma concentragdo plasmatica do
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farmaco de 103,5 ng mL™", teor coerente com os dados reportados previamente na

literatura.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Bruno José Gongalves da Silva, orientador, Beatriz Isabella Cestaro, aluna de
pos-graduacéo, da Universidade Federal do Parana, e Michel Batista, coorientador, do
Instituto Carlos Chagas, estamos convidando vocé, paciente, a participar de um
estudo intitulado “Avaliagéo da técnica de microextragdo em fase liquida com fibra oca
na determinagao de farmacos em amostras de plasma por nanoLC-MS/MS”, onde sera
proposto um método de andlise para determinar a quantidade dos farmacos de
carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima em amostras de
plasma humano, o qual abriria possibilidades de analise de farmacos em amostras
biolégicas, como plasma, sangue e urina, utilizando materiais baratos e com uma
metodologia capaz de identificar e determinar o teor de tais farmacos em baixas
quantidades de forma confidvel, tanto em exames para acompanhamento de um
tratamento quanto para estudos de toxicidade de um medicamento.

a) O objetivo desta pesquisa & desenvolver um método de analise para
determinar a quantidade dos farmacos carbamazepina, diazepam, fluoxetina,
haloperidol e trimetoprima em amostras de plasma humano.

b) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario o procedimento de coleta de
amostras de sangue, sem a necessidade de periodo de jejum, a partir das
quais sera isolado o plasma para posterior analise.

c) Para tanto vocé devera comparecer no Laboratério Escola de Analises Clinicas
da UFPR, localizada no Campus Boténico, Avenida Lothario Meissner, 632 —
Jardim Botanico, Curitiba, para coleta de 8,5 mL de sangue, o que levara
aproximadamente 30 minutos.

d) E possivel que vocé experimente algum desconforto, principaimente
relacionado a mal estar temporario, como tontura, queda de presséo arterial e
enjoo, dor no procedimento de coleta.

e) Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser desconforto durante o
procedimento de coleta.

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo desenvolvimento de uma

metodologia para determinar a quantidade dos farmacos selecionados em

plasma humano que, devido ao emprego de uma técnica de microextragao, a

qual minimiza o uso de substancias nocivas para retirar os farmacos do plasma

apos a coleta, resultando em um menor impacto ambiental, assim como uma
pequena quantidade de amostra biolégica, diminuindo o volume de sangue
necessario na coleta. Adicionalmente, a técnica de microextracdo & uma
técnica de baixo custo e simples. Em seguida, esta metodologia podera ser

aplicada em estudos clinicos e farmacolégicos, como estudos de toxicidade e

de acompanhamento de tratamento.

Os pesquisadores Bruno José Gongalves da Silva e Beatriz Isabella Cestaro

responsaveis por este estudo poderdo ser localizados no Departamento de

Quimica da UFPR, localizado no Campus Centro Politécnico, Avenida Coronel

Francisco Heréaclito dos Santos, 100 - Jardim das Américas, Curitiba, no

Laboratorio do Grupo de Cromatografia e Tecnicas de Extragao,

bruno@gquimica.ufpr.br ou beatrizicestaro@amail.com, 3361-3299 ou 3524-

2211, e Michel Batista podera ser localizado na Plataforma de Espectrometria

de Massas, localizada no Instituto Carlos Chagas, Rua Prof. Algacyr Munhoz

- | Mader, 3775 — CIC, Curitiba, michel.batista@fiocruz. br, 3316-3230, no horario

das 8h as 17h, para esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter e

o ® | fornecer-lhe as informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado

o estudo.

© 5| Pais ou Responsavel Legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientador

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR | CEP/SD
Rua Padre Camargo, 285 | térreo | Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP 80060-240 | cometica.saude@ufpr.br - telefone
(041) 3360-7259
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h) A sua participagdo neste estudo & voluntaria e se vocé ndo quiser mais fazer
parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

i) As informacgées relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas, como o orientador e pds-graduanda deste estudo. No entanto, se
qualquer informacéo for divulgada em relatério ou publicagao, isto sera feito
sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e mantida sua
confidencialidade.

i) O material obtido — amostras biolégicas — sera utilizado unicamente para essa
pesquisa e sera devidamente encaminhados a Divisdo de Gestdo Ambiental,
orgao da SUINFRA-UFPR, para descarte ao término do estudo, dentro de 11
meses.

k) As despesas necessdarias para a realizacdo da pesquisa, como materiais de
coleta e analise da amostra biolégica, assim como o transporte da mesma, nao
s@o de sua responsabilidade e vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro
pela sua participacgao.

) Vocé tera a garantia de que problemas, como mal estar, tontura, queda de
pressdo arterial e enjoo, e dor no procedimento de coleta, decorrentes do
estudo, serao tratados no local de coleta.

m) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um
codigo.

n) Se voce tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé
pode contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana,
pelo telefone 3360-7259. O Comité de Etica em Pesquisa & um 6rgao
colegiado multi e transdisciplinar, independente, que existe nas instituices que
realizam pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o
objetivo de proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade e
dignidade, e assegurar que as pesquisas sejam desenvolvidas dentro de
padrées éticos (Resolugdo n® 466/12 Conselho Nacional de Salde).

Eu, li esse Termo de Consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participagéo a qualquer momento sem justificar minha decisédo e
sem qualquer prejuizo para mim. Fui informado que serei atendido sem custos para
mim se eu apresentar algum dos problemas relacionados no item L.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, ___de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Beatriz Isabella Cestaro

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR | CEP/SD
Rua Padre Camargo, 285 | térreo | Alto da Gldria | Curitiba/PR | CEP 80060-240 | cometica.saude@ufpr.br - telefone
(041) 3360-7259
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APENDICE B - FERRAMENTAS EMPREGADAS NA IDENTIFICAGAO DO
DIAZEPAM, FLUOXETINA, HALOPERIDOL E TRIMETOPRIMA

DIAZEPAM
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO SETOR DA
SAUDE DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE ‘GR8radl
FEDERAL DO PARANA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da Tecnica de Microexiracdo em Fase Liquida com Fibra Oca na
Determinacdo de Farmacos em Amostras de Plasma por nanoLC-MS/MS

Pesquisador: BRUNO JOSE GONCALVES DA SILVA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 87313218.7.0000.0102

Instituicao Proponente: Programa de pos graduagio em quimica

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.675.187

Apresentacao do Projeto:

Projeto de Pesquisa intitulado "Avaliagio da Técnica de Microextrago em Fase Liquida com Fibra Oca na
Determinagéo de Farmacos em Amostras de Plasma por nanoLC-MS/MS" do Pesquisador responsavel
Bruno José Gongalves da Silva, tendo como colaboradores Beatriz Isabella Cestaro e Michel Batista.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Geral

Determinacao dos farmacos carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima em amostras
de plasma humano empregando microextracdo em fase liquida com fibra oca por nanocromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial.

Objetivos Especificos

- Desenvolver o método cromatografico (nanoLC-MS/MS) para a determinagio dos farmacos
carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima;

- Otimizar das condi¢des de extracdo por microextragdo em fase liquida com fibra oca;

- Avaliar os principais parametros de mérito do método desenvolvido em amostras de plasma humano;

- Aplicar o método desenvolvido em amostras de plasma de pacientes em terapia com estes farmacos.

Enderego: Rua Padre Camargo, 285 - Térreo

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80 .060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Quais os beneficios, diretos ou indiretos, para a populagéo e a sociedade?

O principal beneficio deste projeto & o desenvolvimento de um protocolo analitico para determinagao dos
farmacos selecionados em plasma humano que, devido ao emprego de uma técnica de microextragio,
utiliza volumes reduzidos de solventes organicos, resultando em um menor impacto ambiental, e de amostra
bioldgica. Adicionalmente, a microextragdo em fase liquida com fibra oca é uma técnica de baixo custo e
simples. Apds a validagdo, este protocolo podera ser aplicado em estudos clinicos e farmacoldgicos,
empregados visando estudos de loxicidade e monitoracdo terapéutica.

Quais os riscos inerentes ou decorrentes da pesquisa?

Os voluntarios podem estar sujeitos a pequenos desconfortos durante a coleta de sangue, como mal estar
temporario, queda de pressado arterial, tontura e enjéo.

Qual a possibilidade da ocorréncia?

A possibilidade de ocorréncia para estes riscos & minima, e os participantes pederdo se retirar do estudo a
qualquer momento.

Quais as medidas para sua minimizagio e protecdo do parlicipante da pesquisa?

A coleta de sangue, cerca de 8,5 mL de amostra, sera realizada no Laboratério Escola de Analises Clinicas -
LEAC, que atua de acordo com a regulamentacéo da Vigilancia Sanitaria. Para minimizar os riscos da coleta
de amosiras de sangue, o profissional que realizara a coleta usara luvas descartaveis e jaleco, os materiais
de coleta sao esterilizados e descartaveis. O procedimento sera iniciado no momento em que o voluntario
estiver confortavel e acomodado em uma cadeira adequada, e pode ser interrompido a qualquer momento
se 0 mesmo desistir de participar da pesquisa. No caso de mal estar eventual, a coleta sera imediatamente
interrompida e o voluntario recebera auxilio de profissionais capacitados, como a Prof. Dr* Aline Borsato
Hauser, responsavel pelo laboratério de coleta.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

As solucdes estoque dos analitos e do padrdo interno serdao preparadas individualmente em metanol na
concentragdo de 1 g L-1, e posteriormente serdo armazenadas tudo de ensaio envoltos em papel aluminio,
para evitar exposicdo a luz, a -20 °C. Os padrdes de alta pureza (>98%) de carbamazepina, diazepam,
haloperidol, cloridrato de fluoxetina foram adquiridos da United States Pharmacopeia, USP (Sao Paulo,
Brasil), e a trimetoprima foi fornecida pelo laberatorio farmacéutico Far-Manguinhos, da Fundag&o Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Brasil),

Os demais reagentes necessarios para a preparagéo de solugies da fase movel e solventes
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utilizados na separacdo cromatografica e empacotamento de colunas (Acetonitrila € Metanol - grau HPLC) e
na técnica de extracdo sdo de alta pureza. A agua ulilizada nos ensaios sera purificada pelo sistema Milli-Q,
Millipore® (S3o Paulo, Brasil).

As amosiras de plasma, branco de referéncia, serdo enriquecidas com volumes apropriados das solugdes-
padrédo dos analitos em diferentes concentracdes, as quais resultardo em concentragdes plasmaéticas que
incluem os niveis terapéuticos. Estas amosiras de plasma, que serdo gentilmente cedidas pela Laboratario
Escola de Analises Clinicas - LEAC / UFPR (declaracdo em anexo), serdo utilizadas na etapa de validacao
do método HF-LPME/nanoLC-MS/MS proposto.

Apds selecdo das amostras de plasma, o condicionamento seguro do material biolégico sera realizado no
local da coleta em recipientes de material inerte, rotulados, a prova de vazamento, que contera o material a
ser transportado. Os recipientes serdo entdo armazenados em caixa térmica (resfriada com gelo reciclavel,
contido em sacos plasticos resistentes e vedados), de material resistente para proteger o contetdo de
influéncias externas como da exposicio a agua e danos fisicos duranie o transporte. O transporte terrestre
sera realizado da LEAC ao Instituto Carlos Chagas — Ficocruz/PR em automdvel, sendo imediatamente
acondicionado em freezer até sua adequada manipulagido pela equipe da pesquisa.

O armazenamento sera em freezer laboratorial a -22° C. até o momento da execucio das etapas do projeto.
As amostras biologicas coletadas serdo de uso especifico para essa pesquisa e serdo destruidas ao término
do estudo em 11 meses.

Entretanto, na fase inicial de testes, sera utilizado um plasma sintético que consistira em solugio de alta
viscosidade preparada a partir de eletrédlitos e proteinas semelhantes aquelas encontradas em plasma
humano, como descrito na Tabela 1, que serd armazenado a 4°C e utilizado no prazo de duas semanas,
conforme descrito na literatura. Este estudo permitira a compreenséo quanto o processo de partigdo dos
farmacos entre as fases doadoras e aceptoras na etapa de extracdo, além de avaliar o efeito de matriz
durante a validagdo do método.

As nanocolunas analiticas empregadas nas andlises por nanoLC-MS/MS, que consiste de um cromatografo
a liquido de ultraperformance NanoACQUITY e espectrometro de massas hibrido do tipe guadrupolo e
tempo de vo (*Nano-Liquid Chromatography — Quadrupole Time of Flight”, nanoL.C-Qtof - Waters®), serdo
produzidas na Plataforma de Espectrometria de Massas, empregando capilares de silica recoberta por
poliimida com didmetro interno 75 pm e didmetro externo 375 pm (Polymicro Technologies.

O capilar deve ser preso no Laser-Based Micropipette Puller P-2000 (Sutter Instrument Company),
equipado com um laser pulsante de CO2 que realizard o corte e dara origem a ponta da coluna.

Enderego: Rua Padre Camargo, 285 - Témeo

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica saude@ufpr.br

Fagira I3 de 08

100



UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE ‘G R8rad o
FEDERAL DO PARANA -
Continuagio do Parecer: 2673187

Para confeccionar uma coluna de 15 cm, o capilar deve ser preenchido com 20 mg de octadecilsilano (C18)
de 2.4 pm e porosidade de 120 A (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, Dr. Maisch GmbH), pesados em balanca
analitica. A coluna sera conectada a pressure injection cell contendo as particulas de C18, que por sua vez
€ conectada a uma bomba pneumohidraulica. O sistema sera pressurizado até 5000 psi, e mantido sob
pressdo até que o acumulo de particulas atinja a marca dos 15 cm. Em sequida, a coluna & empacotada em
cromatogréafo a liquido (Eksigent nanoLC Ultra 1D Plus) através de ciclos em que a percolagdo de fase
movel & alternada entre 4gua e acetonitrila, ambas contendo o aditivo acido formico a uma concentracio de
0.1%.

Serdo otimizadas as condicdes de ionizacao e fragmentacdo para ionizacdo no modo positivo (energia de
ionizacdo, energia de coliso, voltagem do cone, vazio e temperatura do gas secante), assim como sera
otimizado o método cromatografico, avaliando pardmetros como tempo de andlise, tempo de carregamento
da amostra, vazao e composicdo da fase movel.

Para os estudos de microextracdo sera empregada uma fibra oca porosa de polipropileno (Q3/2 Accurel)
com didmetro interno de 600 m, espessura da parede de 200 m e tamanho de poros de 0.2 m, adquiridas
pelo fornecedor Membrana® (Wuppertal, Alemanha), Os pedagos de fibra serdo descontaminados com
acetona antes da realizacao do procedimento de extracédo, que seréd realizado de acordo com o
representado na Figura 1.

A otimizagéo do processo HF-LPME sera realizada em solugdo contendo amostra de plasma sintético, como
descrito anteriormente, e solugdo de hidréxido de aménio para controle de pH do meio. Sera realizada a
avaliagdo dos pardmelros de extracdo, como sistema de 2 ou 3 fases, solvente orgénico que compora a
MLS, tempo, temperatura e agitacdo durante a extracdo, pH e volume das solugdes doadora e aceptora, e
comprimento da fibra oca.

Apés o processo de extragdo e com auxilio de uma seringa de cromatografia liquida, a fase aceptora sera
recolhida e os analitos serdo ressuspensos em uma solugdo de acido formico 0,1% em agua ultrapura, para
posterior inje¢éo no sistema cromatogréfico.

A validacado dos métodos analiticos padronizados, como preconizados pela ANVISA, sera realizada
utilizando-se amostras de branco de referéncia enriquecidas com os analitos em estudo em diferentes

concentracBes, avaliando os seguintes parametros: linearidade, limite de quantificagdo, limite de deteccéao,

especificidade, precisdo, exatiddo, recuperagdo e robustez. Por fim, o método padronizado e validado sera
aplicado em amostras reais de plasma para determinacdo simultdnea dos farmacos selecionados.

Serédo convidados alunos matriculados na Graduagéo e no Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
UFPR através de um e-mail distribuido pelo Departamento de Quimica, O contato/convite para
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a participagdo como voluntario deste trabalho sera realizado via email (email institucional da UFPR do
pesquisador principal) Os esclarecimentos serdo apresentados na forma de uma conversa simples,
solicitando a participagdo voluntania de individuos em terapia dos farmacos selecionados, por indicacido
clinica, para fornecer as amostras reais, explicando de maneira simples e concisa o0s objetivos do estudo e
qual sera sua participacio no projeto de pesquisa. Sendo que, apds a concordancia com a participacao,
sera apresentada o TCLE e explicado os detalhes do projeto, @ com a concordancia final do participante,
sera solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Emtregou todos os termos.

Recomendagoes:
Ver consideracgdes finais.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Atendeu a todas as pendéncias.

- E obrigatério retirar na secretaria do CEP/SD uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovacao por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador € uma copia ficara com o participante da
pesquisa (Carta Circular n®. 003/2011CONEP/CNS).

Favor agendar a retirada do TCLE pelo telefone 41-3360-7259 ou por e-mail cometica.saude@ufpr.br,
necessario informar o CAAE.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAO. Demais
alteragbes e prorrogagdo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execugdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagdo de
prorrogacao de prazo.

Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica.ufpr.br (obrigatdrio envio)
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1108098.pdf 10:17:36
Outros carta_simples_pendencias_01.pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito

10:14:13 | GONCALVES DA
SILVA
Qutros termo_servicos_CroME. pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:12:51 [GONCALVES DA
SILVA
Qutros TCLE_correcao_01.docx 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:11:30 |GONCALVES DA
SILVA
Outros TALE_correcao_01.docx 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:10:53 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros instrucoes_PB.pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:09:38 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_guarda_material_corrigido_01.pd[ 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
f 10:09:03 |GONCALVES DA
SILVA
Projeto Detalhado / | projeto_BJGS_02 docx 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
Brochura 10:07:44 |GONCALVES DA
| Investigador SILVA
Oulios Termo_anuencia.pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:06:54 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Termo_concordancia_coparticipante.pdf| 10/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
14:52:25 |GONCALVES DA
SILVA
Projeto Detalhado / | projeto_BJGS_01 .docx 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
Brochura 16:34:16 | GONCALVES DA
| Investigador SILVA
Qutros check_list_2.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
16:33:46 |GONCALVES DA
SILVA
QOutros TALE_final.docx 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
16:32:48 |GONCALVES DA
SILVA
Outros TCLE_final.docx 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
16:32:25 |GONCALVES DA
SILVA
Folha de Rosto Folha_de_rosto_preenchida.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
12:07:09 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Termo_concordancia_dos_servicos_e 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
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QOutros nvolvidos. pdf 12:03:50 |GONCALVES DA Aceito
SILVA
QOutros Dispensa_do_termo_de_consentimento | 09/04/2018 [BRUNO JOSE Aceito
_livre_e_esclarecido.pdf 01:08:18 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_de_Responsabilidades_no_proje| 09/04/2018 [BRUNO JOSE Aceito
to.pdf 00:58:21 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_de_guarda_de_material_biologic| 09/04/2018 [BRUNO JOSE Aceito
o.pdf 00:57:39 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_de_compromisso_para_o_inicio_| 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
da_pesquisa.pdf 00:56:52 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Declaracao_de_uso_especifico_do_mat | 09/04/2018 [BRUNO JOSE Aceito
erial_eou_dados_coletados. pdf 00:56:02 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Declaracao_de_lornar_publicos_os_res | 08/04/2018 [BRUNO JOSE Aceito
ultados. pdf 00:54:48 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_de_confidencialidade pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
00:53:29 |GONCALVES DA
- SILVA
Outros Analise_de_merito.pdf 08/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
00:51:24 |GONCALVES DA
_ SILVA _
Outros Oficio_do_pesquisador_encaminhando_| 08/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
o_projeto_ao_CEPSD.pdf 00:50:10 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Ata_de_aprovacao_do_projeto.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
00:49:09 |GONCALVES DA
SILVA

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Enderego:
Bairro: Alto da Glana
Municipio: CURITIBA

UF: PR

Telefome:

CURITIBA, 25 de Maio de 2018

Assinado por:

IDA CRISTINA GUBERT

(Coordenador)
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CEP: 80.060-240

E-mail: comatica saude@ufpr.br
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO
OSWALDO CRUZ
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa; Avaliagdo da Técnica de Microextracdo em Fase Liquida com Fibra Oca na
Determinagdo de Farmacos em Amostras de Plasma por nanoLC-MS/MS

Pesquisador: BRUNO JOSE GONCALVES DA SILVA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 87313218.7.3001.5248

Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.713.011

Apresentacao do Projeto:

trata-se de um projeto de mestrado, que propbe o desenvolvimento de uma nova metodologia analitica para
a determinagdo dos farmacos carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima em amostras
de plasma humano, empregando nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial como técnica analitica e microextragdo em fase liquida com fibra oca como preparo de amostra,
Para realizar o desenvolvimento e

validacdo do método, serdo necessarias amostras de plasma humano branco, ou seja, isentas dos analitos,
estocadas e fornecidas pelo Laboratorio Escola de Andlises Clinicas da Universidade Federal do Parana.
Neste mesmo local sera realizada a coleta das amostras de plasma de voluntarios em terapia dos farmacos
selecionados, e estas serdo utilizadas numa avaliagio do desempenho do método proposto frente a
amostras reais.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

Determinacao dos farmacos carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima em amostras
de plasma humano empregando microextragéo em fase liquida com fibra oca por nanocromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial,

Objetivos Especificos

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansdio)
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UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-8011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz br

Pagina 01 de 05



FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC w

Continuagho do Parecer: 2,713.011

Desenvolver o método cromatografico (nanoL.C-MS/MS) para a determinagio dos farmacos
carbamazepina, diazepam, fluoxetina, haloperidol e trimetoprima;

Ofimizar das condi¢des de extra¢do por microextracdo em fase liquida com fibra oca;

Awvaliar os principais parametros de mérito do método desenvolvido em amostras de plasma humano;
Aplicar o método desenvolvido em amostras de plasma de pacientes em terapia com estes farmacos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os voluntarios podem estar sujeitos a pequenos desconfortos durante o procedimento de coleta de sangue,
como mal estar temporario, queda de pressio arterial, tontura e enjbo.

Beneficios:

O principal beneficio deste projeto & o desenvolvimento de um protocolo analitico para determinagdo dos
farmacos selecionados em plasma humano que, devido ao emprego de uma técnica de microextragdo,
utiliza volumes reduzidos de solventes organicos, resultando em um menor impacto ambiental, e de amostra
biolégica. Adicionalmente, a microextragdo em fase liquida com fibra oca & uma técnica de baixo custo e
simples. Apés a validagdo, este protocolo podera ser aplicado em estudos clinicos e farmacolégicos,
empregados visando estudos de toxicidade e monitoragdo terapéutica.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta descrita de forma clara.

Considera¢des sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

os termos de apresentagio obrigatdria foram devidamente apresentados.

Recomendacgdes:

sem recomendacbes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O protocolo foi analisado anteriormente pelo CEP/SD da UFPR, o qual listou as pendéncia presentes
naquele momento, as quais ja foram devidamente atendidas.

Consideragdes Finais a critério do CEP;

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua
239a Reunido Ordinaria, realizada em 12.06.2018, de acordo com as atribuicdes definidas
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na Resolucio CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo 15ostagam Autor Situagdo
Outros carta_simples_pendencias_01.pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:14:13 |GONCALVES DA
Outros termo_servicos_CroME.pdf _ 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceilo
10:12:51 |GONCALVES DA
SILVA
Outros TCLE_correcao_01.docx 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:11:30 |GONCALVES DA
SILVA
Outros TALE_correcao_01.docx 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:10:53 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros instrucoes_PB.pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:09:38 |GONCALVES DA
= —= SILVA =
Qutros Termo_guarda_material_corrigido_01.pd| 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
f 10:09:03 |GONCALVES DA
_ SILVA
Projeto Detalhado / | projeto_BJGS_02.docx 18/05/2018 |BRUNOC JOSE Aceito
Brochura 10:07:44 |[GONCALVES DA
 Investigador SILVA
Outros Termo_anuencia.pdf 18/05/2018 |BRUNO JOSE Aceito
10:06:54 |GONCALVES DA
SILVA
QOutros Termo_concordancia_coparticipante.pdf| 10/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
14:52:25 |GONCALVES DA
SILVA
Projeto Detalhado / | projeto_BJGS_01.docx 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
Brochura 16:34:16 |GONCALVES DA
| Investigador _ SILVA
Qutros check_list_2.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
16:33:46 |GONCALVES DA
_ SILVA
Outros TALE_final.docx 09/04/2018 [BRUNO JOSE Aceito
16:32:48 |GONCALVES DA
. SILVA
QOutros TCLE_final docx 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
18:32:25 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Termo_concordancia_dos_servicos_e 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
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Qutros nvolvidos. pdf 12:03:50 |GONCALVES DA Aceito
SILVA
Qutros Dispensa_do_termo_de_consentimento | 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
_livre_e_esclarecido.pdf 01:08:18 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Termo_de_Responsabilidades_no_proje| 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
to.pdf 00:58:21 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_de_guarda_de_material_biologic| 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
o.pdf 00:57:39 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_de_compromisso_para_o_inicio_| 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
da_pesquisa.pdf 00:56:52 |GONCALVES DA
_ SILVA
Outros Declaracao_de_uso_especifico_do_mat [ 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
erial_eou_dados_coletados.pdf 00:56:02 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Declaracao_de_tornar_publicos_os_res | 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
ultados.pdf 00:54:49 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Termo_de_confidencialidade.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
00:53:29 |GONCALVES DA
SILVA _
Qutros Analise_de_merito.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
00:51:24 |GONCALVES DA
SILVA
Qutros Oficio_do_pesquisador_encaminhando_| 08/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
o_projeto_ao_CEPSD .pdf 00:50:10 |GONCALVES DA
L SILVA
Outros Ata_de_aprovacao_do_projeto.pdf 09/04/2018 |BRUNO JOSE Aceito
00:49:09 |GONCALVES DA
SILVA
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
RIO DE JANEIRO, 14 de Junho de 2018
Assinado por:
Joseé Henrique da Silva Pilotto
(Coordenadeor)
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