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RESUMO

BARROS, L. S. R. Avaliacdo de microtécnicas de extracdo para analise de
lamotrigina em plasma de pacientes epilépticos por eletroforese capilar. 2016.
98f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A lamotrigina (LTG) € um farmaco pertencente a classe das feniltriazinas utilizado no
tratamento de crises epilépticas generalizadas e focais e no tratamento adjunto da
epilepsia refrataria. Devido a alta variabilidade interindividual, as interacfes
medicamentosas e aos efeitos adversos apresentados durante a administracdo da
LTG, a monitorizacdo terapéutica nos pacientes que fazem uso deste farmaco é
necesséaria para ajuste de dose individual e evitar os efeitos adversos. Assim, o
objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de duas técnicas de microextracdo: a
microextracao em fase liquida com fibras ocas (HF-LPME) e a microextragao liquido-
liquido dispersiva (DLLME) para analise da lamotrigina em amostras de plasma de
pacientes epilépticos. Primeiramente foram definidas as condi¢des eletroforéticas: foi
utilizado um capilar de silica fundida de 75 um de diametro interno e 50 cm de
comprimento efetivo. O eletrélito de corrida (BGE) foi composto por &cido 2-
morfolinoetanosulfénico (MES), na concentracdo de 130 mmol L™ e pH 5,0. As
andlises foram realizadas a temperatura de 20°C e tensédo de 15 kV. A amostra foi
injetada hidrodinamicamente (0,5 psi por 10 s) e a deteccédo foi feita em 214 nm.
Nestas condi¢Bes a LTG e o padrédo interno (Pl), lidocaina, puderam ser analisados
em menos de 7 minutos. A HF-LPME foi avaliada no modo de 3 fases, usando 500
L de plasma e 3,5 mL de solucéo fosfato de sodio 50 mmol L™ pH 9,0 como fase
doadora. O solvente utilizado para impregnar a fibra foi o 1-octanol. Como fase
aceptora foram utilizados 60 pL de solucdo de &cido cloridrico pH 4,0. Para
avaliacdo da DLLME, foi necessaria uma etapa de pré-tratamento da amostra (500
pL de plasma) com 1 mL de acetonitrila. Apos isto, 1,3 mL do sobrenadante foram
adicionados a 4 mL de solucéo fosfato de sédio 50 mmol L™ pH 9,0 e 120 pL de
cloroférmio (solvente extrator) foram injetados nesta amostra aquosa e 165 pL de
fase sedimentada foram recuperados. As caracteristicas de desempenho analitico
para ambos os métodos foram avaliadas, sendo obtida linearidade na faixa de
concentracdo plasmatica de 1-20 pg/mL e limite inferior de quantificacdo (LIQ) de 1
Hg mL™. Os ensaios de precisdo e exatiddo apresentaram valores de acordo com 0s
guias oficiais. Além disso, os métodos foram seletivos, ndo apresentaram efeito
residual e as amostras foram estaveis. Os valores de recuperacdo foram de 54,3 e
23% para HF-LPME e DLLME, respectivamente. Os métodos validados foram
aplicados com sucesso em amostras de plasma de pacientes epilépticos em
tratamento com a LTG. Além disso, as duas técnicas foram comparadas e a HF-
LPME apresentou vantagens em relagdo a DLLME, mostrando ser uma técnica
promissora para andlise de matrizes complexas, com reduzido consumo de solvente
organico e possibilidade de automacao.

Palavras-chave: lamotrigina, eletroforese capilar, plasma, microextracdo em fase
liguida com fibras ocas, microextragéo liquido liquido dispersiva.



ABSTRACT

BARROS, L. S. R. Evaluation of microextraction techniques to analysis of
lamotrigine in plasma samples of epileptic patients by capillary
electrophoresis. 2016. 98f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

Lamotrigine (LTG) is an antiepileptic drug, which belongs to the class of
phenyltriazine that can be used in the treatment of new-onset and refractory epilepsy.
Due to its high interindividual variability, drug interactions and the adverse effects
presented during the LTG administration, therapeutic drug monitoring is very
important to dose adjustment and to avoid toxicity effects. Thus, the goal of this study
was to develop and validate two microextraction techniques: the hollow fiber liquid-
phase microextraction (HF-LPME) and the dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) to analyze LTG in plasma samples of epileptic patients. First of all, the
eletroforetic conditions were optimized. A fused-silica uncoated capillary with 75 pm
internal diameter, and 50 cm effective length was used. The 2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid (MES) 130 mmol L pH 5.0 was chosen as
background electrolyte (BGE). The temperature and the voltage were kept constant
at 20°C and 15 kV respectively. For sample injection, hydrodynamic injection mode
was used, with a pressure of 0.5 psi applied for 10 s. The wavelength was set at 214
nm. Under final conditions, LTG and the internal standard (IS) lidocaine were
analyzed in less than 7 minutes. HF-LPME was evaluated in the three phase mode.
The analyte was extracted from 4.0 mL of a basic donor phase (composed of 500 uL
of plasma and 3.5 mL of sodium phosphate solution 50 mmol L™* pH 9.0) into an
organic phase composed of 1-octanol immobilized in the pores of the hollow fiber,
and further into an acidic acceptor phase (hydrochloric acid solution pH 4.0) placed in
the lumen of the fiber. To evaluate DLLME, the plasma samples were pretreated to
remove the proteins, and 500 pL of plasma sample was mixed with 1 mL of
acetonitrile. After that, 1,3 mL of the upper layer was added to 4 mL of sodium
phosphate solution 50 mmol L™ pH 9.0, and 120 pL of chloroform (extracting solvent)
was rapidly injected in the aqueous sample and 165 pL of the sedimented phase was
collected. Under the optimized conditions, both methods were linear over the
plasmatic concentration range of 1.0-20.0 pg mL* and the lower limit of
quantification (LLOQ) was 1.0 pg mL™. Both methods showed good precision,
accuracy, selectivity to LTG, with no carryover and the samples were stable under
the studied conditions. The recovery were 54,3 and 23% to HF-LPME and DLLME
respectively. The validated methods were successfully applied for the quantification
of LTG in plasma samples of epileptic patients. The techniques were compared and
HF-LPME was more advantageous for being more suitable to analysis of complex
matrices using small amount of organic solvent, and also can be automated.

Keywords: lamotrigine, capillary electrophoresis, human plasma, hollow fiber liquid-
phase microextraction, dispersive liquid-liquid microextraction.
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Introducao

“Todas as vitérias ocultam uma abdicagdo”

(Simone de Beauvoir)



1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € uma desordem neuroldgica caracterizada pela predisposi¢do a
geracdo de crises epilépticas. Estas crises sdo ocorréncias transientes e
imprevisiveis de sinais e/ou sintomas devido a atividade neuronal anormal e
excessiva (FISHER et al., 2005). A epilepsia afeta cerca de 65 milhdes de pessoas
no mundo (MOSHE et al., 2015) e sua etiologia pode ser classificada em: genética,
quando as crises séo resultado direto de um defeito genético; estrutural/metabdlica,
gue envolvem lesdes do tipo derrame, traumatismo e infec¢cdo;, ou de causa
desconhecida (BERG et al., 2010). Os pacientes com essa desordem podem sofrer
discriminagéao, falta de compreensao de outras pessoas e dificuldade de viver com
uma doenca imprevisivel que pode comprometer as atividades diarias (MOSHE et
al., 2015).

As crises epilépticas podem ser englobadas em trés categorias principais
denominadas generalizadas, focais ou desconhecidas. As crises generalizadas séo
caracterizadas por inicio rapido, com comprometimento da rede de neurdnios de
ambos os hemisférios cerebrais (BERG et al., 2010) e perda imediata da consciéncia
como uma de suas caracteristicas mais marcantes (RANG et al., 2008); as crises
focais ocorrem em apenas um dos hemisférios cerebrais, entretanto, podem
abranger mais de uma rede de neurbnios e, consequentemente, gerar mais de um
tipo de crise, porém cada qual possui seu proprio sitio de iniciacdo da crise (BERG
et al., 2010) e as crises desconhecidas, que sdo assim chamadas por ndo haver
evidéncias suficientes para caracterizar a crise como focal ou generalizada (MOSHE
et al.,, 2015). Elas podem diferir entre si de acordo com a localizacdo onde sao
desencadeadas no cérebro, padrbes de propagac¢do, maturidade cerebral,
medicamentos usados pelos pacientes, dentre outros fatores. Essas crises podem
afetar as funcdes motoras, sensoriais e/ou autbnomas, bem como a consciéncia,
estado emocional, memoria, cognicdo e/ou comportamento. E importante lembrar
gue nem todos os tipos de crise afetam todas essas fungbes, mas influenciam em
pelo menos uma delas (FISHER et al., 2005). Os sintomas podem ganhar a forma
de um breve lapso de atencdo a convulsdo com duracdo de alguns minutos, bem

como sensacdes ou comportamentos estranhos (RANG et al., 2008).



O diagndstico da epilepsia é critico, pois dificiilmente um paciente tem uma
crise epiléptica no primeiro contato com o médico, desse modo, o relato de parentes
sobre os sintomas apresentados no momento da crise € de grande importancia
(OGUNI, 2004). Juntamente com esses relatos, o diagnéstico da epilepsia esta
relacionado com o historico pessoal e familiar, sintomas apresentados, idade em que
surgem as crises e estado cognitivo e neurolégico do paciente (MOSHE et al., 2015).
Além disso, exames podem auxiliar no diagnostico, como o eletroencefalograma,
para identificar a atividade neurolégica anormal, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética para determinacdo de anormalidades cerebrais (OGUNI,
2004).

O tratamento € comumente feito com farmacos antiepilépticos que visam inibir
a descarga neuronal andmala, mas ndo conseguem corrigir a causa subjacente,
sendo eficazes em controlar cerca de 75% dos casos (RANG et al., 2008). Esses
farmacos sao escolhidos de acordo com o tipo de crise, idade e sexo do paciente,
efeitos adversos apresentados, potencial de interacdo medicamentosa, dentre outros
fatores (MOSHE et al., 2015). Apesar da monoterapia ser a principal escolha para o
tratamento das crises por evitar interagbes medicamentosas, muitos pacientes
necessitam da administragdo simultanea de mais de um farmaco antiepiléptico para
alcancar melhor controle clinico da doenca. Porém, a administragcdo de Varios
antiepilépticos geralmente leva a mudancas nas interacfes farmacocinéticas e
farmacodinamicas, com aumento de possiveis manifestacoes de efeitos adversos
(PUCCI; RAGGI, 2005). Por exemplo, had a necessidade do aumento da dose da
LTG quando o paciente se encontra em tratamento com carbamazepina, fenitoina,
fenobarbital e/ou primidona, pois estes sdo indutores enzimaticos (LANCAS;
SOZZA; QUEIROZ, 2003). Além do tratamento com farmacos antiepilépticos, a
cirurgia também pode ser realizada em casos graves e especiais (MOSHE et al.,
2015). Sendo assim, o tratamento deve ser realizado com base nos riscos e
beneficios ao paciente (OGUNI, 2004).

1.2 Lamotrigina
Atualmente, h&a varios farmacos antiepilépticos que podem ser usados no

controle das crises epiléticas. A carbamazepina, a fenitoina, o acido valproico, o

fenobarbital, a primidona e a etossuximida sdo exemplos dos primeiros



antiepilépticos empregados na terapia e ainda continuam em uso (ST. LOUIS;
ROSENFELD; BRAMLEY, 2009). J& a lamotrigina (LTG), o felbamato, a
gabapentina, o topiramato, a tiagabina, a oxcarbazepina, o levetiracetam, a
zonisamida e a pregabalina foram lancados no inicio dos anos 90 e fazem parte dos
antiepilépticos de segunda geragdo, e, mais recentemente, foram lancadas a
lacosamida e a rufinamida, de terceira geracdo (ST. LOUIS; ROSENFELD;
BRAMLEY, 2009). A procura por novos farmacos antiepilépticos tem por objetivo
promover a seguranca do seu uso, com menos efeitos adversos, menos interacdes
medicamentosas e que possam ser empregados em monoterapia (ST. LOUIS;
ROSENFELD; BRAMLEY, 2009).

Cl

Cl

H,N N NH,

Figura 1 - Estrutura quimica da LTG

A LTG (Figura 1) é um farmaco pertencente a classe das feniltriazinas
(PUCCI et al., 2005). E eficaz no tratamento de crises epilépticas generalizadas e
focais, no tratamento adjunto da epilepsia refrataria (PUCCI et al., 2005; KIM et al.,
2015), pode ser empregada como estabilizador de humor em pacientes com
transtorno bipolar (SARACINO et al., 2007; MORGAN et al., 2011; KIM et al., 2015;
NIKOLAOU et al., 2015) e no tratamento da sindrome de Lennox-Gastaut (KIM et al.,
2015; MOSHE et al., 2015). Além disso, estudos demonstraram que a LTG pode ser
eficaz no tratamento a dependéncia de cocaina, alcool e inalantes (ZALEWSKA-
KASZUBSKA et al., 2015).

A LTG é comercializada sob a denominacdo de Lamictal, € quimicamente
designada como 6-(2,3 diclorofenil)-1,2,4-triazina-3,5-diamina, apresenta a formula
molecular C9H;NsCl, e massa molar de 256,09 g mol ™. Apresenta-se sob a forma de

um po com coloracao que varia do branco ao creme. Possui valor de pKa de 5,7, é



pouco solivel em solucdo de acido cloridrido 0,1 mol L™ (4,1 mg mL™ a 25°C) e
pouco solGvel em &gua (0,17 mg mL™ a 25°C) (Food and Drug Administration, 2005).
O valor de seu coeficiente de particdo (log P) octanol:agua é 1,19 em pH 7,6
(DICKINS; CHEN, 2002).

O seu mecanismo de acdo ndo esta totalmente elucidado, porém,
provavelmente, sua acdo ocorre devido ao bloqueio dos canais de sédio voltagem
dependente (BRODIE et al., 2011; SARACINO et al., 2007; CHENG; CHOU; HU,
2005): o farmaco interage com esses canais mantendo-os inativados por mais
tempo, o0 que reduz a capacidade dos neurdnios de disparar em alta frequéncia
(MCNAMARA, 2007) devido a inibicdo da liberacdo de neurotransmissores
excitatérios (BRODIE et al.,, 2011; SARACINO et al.,, 2007) como glutamato e
aspartato (CHENG; CHOU; HU, 2005).

Sua administracdo é por via oral e os comprimidos estdo disponiveis nas
dosagens de 25, 100, 150 e 200 mg (Food and Drug Administration, 2005). A dose
diaria varia entre 25 a 400 mg (PUCCI et al.,, 2005). A faixa de concentracao
plasmatica ndo € bem definida, alguns autores relatam que concentra¢cdes entre 1 —
4 pg mL™ s&o mais comuns, porém em alguns casos concentragdes acima de 10 ug
mL* sdo observados (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002; SARACINO et al.,
2007; NIKOLAOU et al., 2015; KIM et al., 2015). O pico de concentracdo plasmatica
ocorre entre 1 a 5 horas ap6s administracéo oral (SARACINO et al., 2007; KIM et al.,
2015) e cerca de 55% é ligada as proteinas plasmaticas (THEURILLAT; KUHN;
THORMANN, 2002; NIKOLAOU et al., 2015). Sua biodisponibilidade é de 98%,
apresenta absorcao linearmente relacionada a dose (cinética linear) e ndo é afetada
pela presenca de alimentos (PUCCI et al., 2005). Sua meia-vida plasmatica € de
aproximadamente 25 horas, a qual pode ser aumentada para 60 horas na presenca
de inibidores enziméticos como o acido valpréico, ou diminuida para 15 horas na
presenca de indutores enziméaticos como a carbamazepina, a fenitoina e o
fenobarbital (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002). Sua biotransformacéo é
extensivamente realizada via glucuronidacdo hepéatica pela uridina 5’-difosfato-
glicuronil transferase (UGT1A4) (CHENG; CHOU; HU, 2005; NIKOLAOU et al.,
2015) e da origem ao seu principal metabdlito, lamotrigina 2-N-glucuronido, o qual &
inativo (SARACINO et al.,, 2007) e sua eliminacdo é renal (THEURILLAT; KUHN;
THORMANN, 2002; NIKOLAOU et al., 2015).



A incidéncia de toxicidade estd relacionada ao aumento significante das
concentracdes séricas acima de 15 yg mL™ (ALDAZ et al., 2011). Os efeitos
adversos mais observados relacionados ao tratamento com a LTG em monoterapia
sdo tontura, ataxia, sonoléncia, dor de cabeca, diplopia, visdo borrada, nausea,
vomito e rash cutaneo (SARACINO et al., 2007; HEYMAN et al., 2012).

Devido a alta variabilidade interindividual (SARACINO et al., 2007), as
interacbes medicamentosas (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 20022) e aos
efeitos adversos apresentados, o desenvolvimento de metodologias confiaveis,
rapidas e simples é importante para realizar a monitorizagéo terapéutica da LTG em
plasma de pacientes em tratamento para ajuste de dose individual e evitar os efeitos
adversos (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002).

Alguns métodos ja foram descritos na literatura para a quantificacdo da LTG
(Tabela 1), utilizando uma ampla variedade de técnicas analiticas. Dentre elas estédo
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC do inglés, high performance liquid
chromatography), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS do inglés, liquid chromatography-mass spectrometry/mass
spectrometry), cromatografia gasosa (GC do inglés, gas chromatography),
eletroforese capilar (CE do inglés, capillary electrophoresis) e a cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC do inglés, micellar electrokinetic chromatography).
Esses métodos usaram como técnica de preparo de amostra a precipitacdo de
proteinas, a extracdo liquido-liquido (LLE do inglés, liquid liquid extraction) e a
extracdo em fase solida (SPE do inglés, solid phase extraction). No entanto, a LLE
apresenta algumas desvantagens como tendéncia a formacdo de emulsdo, baixo
potencial de automacdo, necessita de uma grande quantidade de solventes
organicos de alta pureza, os quais sdo caros e toxicos, 0o que gera residuos
perigosos (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; WILLE; LAMBERT, 2007). Ja na
SPE h& a necessidade do uso de cartuchos que séo caros, apresenta problemas na
reprodutibilidade devido a diferenca entre os lotes de adsorventes (WILLE;
LAMBERT, 2007), utiliza altas quantidades de solventes (da ordem de mililitros) e
durante o processo com amostras reais o0 cartucho pode sofrer entupimento
(MORADI; YAMINI; BAHERI, 2011).



Tabela 1 - Andlise da LTG em amostras biolégicas

Técnica . —
Autores de Tipo dNe Matriz Volume da lellt_e de~
-~ extracao amostra  quantificagéo
analise
Shihabi; Oles, CEe Precipitagdo Plasma 50 pL 0,5ugmL™
1996 HPLC proteica
Theurillat; CE Precipitacdo Plasma 50 uL <1 pgmL?
Kuhn; proteica
Thormann,
2002
Zheng et al., CE-MS  Precipitacdo Plasma 100 pL 0,1 ug mL™
2004 proteica
Pucci et al., MEKC SPE Plasma 250 pL 1 pg mL*
2005 e urina
Saracino et al., HPLC  Precipitacdo Plasma 150 pL 0,1 ug mL*
2007 proteica
Hotha et al., LC- LLE Plasma 100 pL 2ngmL?
2011 MS/MS
Morgan et al., HPLC LLE Plasma 50 pL 0,1 ug mL™
2011
Shibata et al., LC- Precipitacdo Plasma 50 pL 1,2 ug mL*
2012 MS/MS proteica
200 pL

Nikolaou et al., GC SPE Sangue 0,5 ug mL™
2015 total

Assim, devido as desvantagens das técnicas mais tradicionais de preparo de
amostra, as pesquisas nesta area tem sido focadas em melhorar esta etapa analitica
com o intuito de simplificar, miniaturizar e automatizar esse procedimento. Outra
guestdo em foco é a reducdo do consumo de solventes organicos toxicos e o
desenvolvimento de procedimentos menos danosos ao meio ambiente sem perder o
compromisso com a eficiéncia de extracdo. Baseado nisso, nos ultimos anos as
microextracdes em fase liquida (LPME do inglés, liquid-phase microextraction) vem
ganhando espac¢o no cenario da quimica analitica, entre elas: a microextragdo em
gota suspensa (SDME do inglés, sigle drop microextraction), a microextragdo em

fase liquida com fibra oca (HF-LPME do inglés, hollow-fiber liquid-phase



microextraction) e a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME do inglés,
dispersive liquid-liquid microextraction) (ASENSIO-RAMOS, et al., 2011).

A SDME é baseada na distribuicdo do analito entre a fase organica (a gota
suspensa) e a fase aquosa que contém o analito. Apesar dessa técnica apresentar
simplicidade e eficiéncia, a gota suspensa se torna um problema porque muitas
vezes ela pode ser perdida na fase aquosa, o que dificulta a otimizacdo do
procedimento. Na HF-LPME o solvente se encontra dentro dos poros da fibra e a
fase aceptora no limen da fibra, o que permite agitacdo da amostra sem perda das
fases, além das fibras poderem ser descartadas devido ao baixo custo. A DLLME
consiste na injegao de uma mistura de solvente extrator e dispersor na amostra
aguosa com a formacdo do ponto nuvem, e sedimentacdo do analito juntamente
com o solvente extrator (HAN; ROW, 2012). Neste projeto foram avaliadas a HF-
LPME e a DLLME como técnicas de preparo de amostra. Assim, serdo descritos a

seguir 0s conceitos tedricos de ambas as técnicas.

1.3 Técnicas de microextracéao

1.3.1 Microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME)

Em 1999, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen inovaram o procedimento de
microextracdes em fase liquida com a introducdo de fibras ocas constituidas de
polipropileno, para a extracdo de metanfetamina a partir de amostras de urina e
plasma. Desde entdo, a HF-LPME vem sendo considerada uma evolugcédo dentre as
técnicas de microextracdo em fase liquida por visar o uso reduzido da razdo
solvente orgéanico/ fase aquosa (DE OLIVEIRA et al., 2008).

A HF-LPME consiste na impregnacéo dos poros de uma fibra capilar porosa e
hidrofébica (fibra cilindrica oca) com o solvente organico de extracdo e o
preenchimento do seu limen com microlitros de uma fase aceptora (RASMUSSEN;
PERDERSEN-BJERGAARD, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2008).

Devido a sua versatilidade, essa técnica pode ser utilizada de dois modos:
com duas ou trés fases, de acordo com as caracteristicas do analito em questdo. No
sistema de duas fases 0 analito € extraido da amostra aquosa diretamente para

solvente organico que se encontra tanto nos poros da fibra quanto no seu lumen.



Esse processo € ilustrado abaixo (HO; PEDERSEN-BJERGAAR; RASMUSSEN,
2002):

Ana”to(fase doadora) ~— AnalitO(fase aceptora organica)

O modo de duas fases é mais adequado para compostos com alta
solubilidade em solventes organicos (ARCE et al., 2009). A fase aceptora
proveniente do modo de duas fases pode ser diretamente analisada por GC
(PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010),
CE se houver compatibilidade com o eletrélito de corrida ou pode ser evaporada e
reconstituida para posterior andlise (ARCE et al., 2009; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI,
2010).

No modo de 3 fases o analito é extraido de uma amostra aquosa através do
solvente orgéanico presente nos poros da fibra, passando para uma solucdo aquosa
presente no limen da mesma. Esse modo é limitado para compostos com grupos
funcionais ionizaveis com certo grau de hidrofobicidade (PAWLISZYN; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2006; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). Esse processo € ilustrado
abaixo (HO; PEDERSEN-BJERGAAR; RASMUSSEN, 2002):

Ar]a"to(fase doadora) ~—— Ana”to(fase organica) —Ana”to(fase aceptora aquosa)

Apbs o processo de extracdo, a fase aceptora pode ser diretamente analisada
por HPLC ou CE (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; PAWLISZYN; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2006).

Em ambos os modos, a eficiéncia da extracdo depende do coeficiente de
particdo do analito entre as fases citadas acima. Assim, um alto fator de
enriquecimento pode ser obtido, e calculado pela equacdo 1 (HO; PEDERSEN-
BJERGAAR; RASMUSSEN, 2002):

E=JaXR (equacéo 1)

100 x Vg,

Na qual E corresponde ao fator de enriquecimento (E inglés, enrichment
factor), V,; € o volume da fase doadora, R € a recuperacado e V, é o volume da fase
aceptora organica ou aquosa, dependendo do modo de extracdo empregado.

Independente do modo como esta técnica € realizada, o pH da fase doadora
deve ser ajustado para que o composto permaneca em sua forma néo ionizada, para

diminuir a solubilidade do analito no meio aquoso e favorecer sua passagem para o



solvente organico. O pH da fase aceptora, no caso de 3 fases, deve ser ajustado
para que o composto se torne ionizado, favorega sua solubilidade na fase aceptora
aguosa e impeca 0 seu retorno para o solvente organico (SARAFRAZ-YAZDI,
AMIRI, 2010; PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006). Posto isso, em
relacdo a eficiéncia da extracdo, a mesma € dependente da particdo do composto
entre: fase doadora == solvente organico —= fase aceptora aquosa ou organica
(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

Varios parametros podem ser avaliados para melhorar a eficiéncia de
extracdo do método. Dentre eles, a escolha do solvente organico adequado é
primordial. Esse solvente precisa ser insolivel em &gua para garantir que seja
formado um filme na parede da fibra e, além disso, esse solvente deve ser
compativel com a fibra para que seus poros sejam preenchidos completamente
(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). Varios solventes organicos tém sido utilizados
para impregnar a fibra, como éter diexilico, -n-octanol, acetato de hexila, acetato de
butila, acetato de dodecila, éter dibutilico e isooctanol (DE OLIVEIRA et al., 2008).
Além disso, devido a fase organica atuar como uma barreira entre as fases aceptora
e doadora, impedindo o contato entre essas duas fases (DE OLIVEIRA et al., 2008),
€ possivel aplicar agitacdo constante durante a extracdo sem a perda da fase
aceptora (ARCE et al., 2009; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 2004).

A B
T T Fibra porosa T

- com solvente
. impregnado

Solucdo
#=='/ aceptora " =
\_ 7/ nointerior |
sl dla fibra sme e

Figura 2 - HF-LPME empregando configuragdo em “U” (A) e “haste” (rod-like) (B) (adaptado
de DE OLIVEIRA et al., 2008)

Para realizacdo da extracdo, a HF-LPME pode ser empregada em duas
configuragdes principais: configuracdo em "U" (Figura 2A), onde as extremidades da
fibora sdo conectadas a duas ponteiras por onde a fase aceptora é colocada e

retirada, e configuracdo tipo "haste" (rod-like) (Figura 2B), onde uma das
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extremidades é fechada e a outra é utilizada para injetar e coletar a fase aceptora
(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; ARCE et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2008).

As vantagens dessa técnica sdo: em virtude do baixo custo das fibras, ndo é
necessaria a sua reutilizacdo o que evita problemas de efeito residual (DE
OLIVEIRA et al., 2008; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 1999) e, devido
ao diminuido tamanho dos poros da fibra, moléculas grandes sdo impossibilitadas de
atravessar para a fase aceptora (CHA; MYUNG, 2013). Além disso, em apenas um
passo, essa técnica combina extracdo, concentracdo e limpeza da amostra
(SIMOES; DE OLIVEIRA; BONATO, 2011) o que a torna uma técnica de extracéo
adequada para amostras complexas (CHA; MYUNG, 2013) como o plasma. Ainda, a
guantidade de solvente organico necessaria para impregnar a fibra € normalmente
entre 5 — 30 pL (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008) o que
corresponde a uma pequena quantidade de solvente organico e, consequentemente,
diminui a exposicdo a substancias toxicas (CARRAO et al., 2011). Devido a essa
pequena quantidade de solvente organico utilizada, atualmente essa técnica €
bastante atrativa devido aos principios da quimica verde, que tem como base o
desenvolvimento sustentavel. Um dos conceitos da quimica verde é a diminuicdo da
producdo de residuos quimicos e, consequentemente, diminuicdo de seu descarte
(LENARDAO et al., 2003). As principais limitacdes estfo relacionadas a dificuldade
de extracdo de analitos altamente polares, entretanto essa situacdo pode ser
contornada com a adicdo de par-ibnico na amostra, e a necessidade do uso de
solventes organicos com alto ponto de ebulicdo e imisciveis em agua o que limita a
seletividade do método (DE OLIVEIRA et al., 2008).

1.3.2 Microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME foi desenvolvida por Rezaee et al. em 2006 para a determinacao de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras de agua. E uma técnica de
extracdo que consiste no equilibrio de distribuicdo do analito entre as fases de
extracdo (fase aquosa, solvente dispersor e solvente extrator) e € ideal para a
extracdo de compostos com propriedades lipofilicas moderadas a altas ou que
possam ter seu coeficiente de distribuicdo alterado pelo controle do pH (analitos
acidos ou alcalinos) (ZANG et al., 2009). A razdo entre o volume de fase extratora e

fase doadora é muito baixa se comparada a outras técnicas (OJEDA; ROJAS, 2009)



11

e 0 estado de equilibrio é alcancado rapidamente devido a utilizagdo de um sistema
ternario de solventes: amostra aquosa, solvente dispersor miscivel tanto na fase
organica quanto na fase aquosa e solvente organico extrator de alta densidade
(ZANG et al., 2009; DIONISIO et al., 2010).

Solvente
extrator
+
solvente
dispersor

Amostra
aquosa N

Centrifugagao

Coleta da fase
sedimentada

2 A) B)  pHoeRgaL (€

NP

Figura 3 - Procedimento da DLLME (adaptado de FORTES, 2013)

A Figura 3 apresenta o sistema ternario de solventes. A extracdo acontece
quando, com ajuda de uma seringa, a mistura solvente extrator/dispersor é injetada
de maneira rapida e forte em um tubo contendo a fase aquosa (amostra) (A).
Instantaneamente é formada uma nuvem promovida pela dispersdo do solvente
extrator na fase aquosa (favorecida pelo solvente dispersor), formando microgotas
dispersas por toda a amostra, com grande area superficial, onde ocorre a particdo
do analito (B) (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). Assim, o estado de equilibrio é
alcancado rapidamente, sendo uma das vantagens desta técnica. Além disso, a
razdo entre o volume de fase aceptora e de fase doadora é da ordem de microlitros
e mililitros, respectivamente, o que permite a obtencdo de altos valores de
enriquecimento (REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009; HUO et al., 2011). Apés a
formacdo do ponto nuvem é realizada a centrifugacdo, onde as microgotas do
solvente extrator e analito sdo depositadas no fundo do tubo conico, formando a fase
sedimentada (C), que é retirada e analisada (D) (REZAEE, 2006; ZANG et al., 2009).

Os solventes dispersores sao escolhidos devido a sua capacidade de
miscibilidade tanto no solvente extrator quanto na fase aquosa. Essa caracteristica
permite a dispersdo do solvente extrator em particulas finas na fase aquosa, de

modo que a area superficial do solvente extrator em contato com a fase aquosa, a
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qual contém o analito, seja infinitamente grande, o que promove o aumento da
eficiéncia de extragdo. Os solventes mais utilizados para essa funcdo sao o metanol,
a acetonitrila e a acetona (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).

Os solventes extratores sdo selecionados com base na sua capacidade de
extracao e, preferencialmente por apresentarem densidade maior que a da agua. Os
solventes extratores mais utilizados (da ordem de microlitros) sdo o cloroférmio,
diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno (REZAEI et
al., 2008; ZANG et al., 2009; HUO et al., 2011). Outros solventes ndo halogenados
também podem ser usados como 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-dodecanol e n-
hexadecano (OJEDA; ROJAS, 2009).

Além da escolha dos solventes e o volume adequado de cada um deles,
outros parametros importantes a serem estudados na DLLME sdo o pH e forca
ibnica da amostra e o tempo de extracdo (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; YAZDI,
RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008). Na DLLME o tempo de extracdo é definido como o
intervalo de tempo entre a injecdo da mistura dos solventes na amostra e a
centrifugacdo. Uma vez que a area superficial entre o solvente extrator e a amostra
aquosa é infinitamente grande, a transferéncia do analito para o solvente organico €
quase instantanea, entdo o estado de equilibrio é alcancado rapidamente e o tempo
de extracdo € muito curto (REZAEE et al., 2006). Desse modo, varios autores
consideram que o tempo de extracdo ndo é um fator significativo (REZAEE et al.,
2006; REZAEI et al., 2008; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008; CALDAS; COSTA,;
PRIMEL, 2010). Além disso, estudos tem mostrado aumento na eficiéncia de
extracdo utilizando a DLLME assistida por vortex (ZHANG; LEE, 2012) ou ultrassom
(FERNANDEZ et al., 2013).

Para avaliacao da eficiéncia de extracao desses parametros, a recuperacao e
o fator de enriquecimento podem ser calculados de acordo com as equagdes 2 e 3
(REZAEE et al., 2006):

C ~
E= Z—ed (equacéo 2)
0
Onde E é o fator de enriquecimento, C,,; € a concentracdo do analito na fase
sedimentada e C, € a concentracgéo inicial do analito.

R = Csed X Vsed
CO X Vaq

(equacao 3)
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Onde R é a recuperacao da extracao (do inglés extraction recovery), V.4 € 0 volume
da fase sedimentada e V,4 € 0 volume da amostra aquosa.

As vantagens desta técnica incluem simplicidade de operacao, rapidez, baixo
custo, alta recuperacao do analito e alto fator de enriquecimento (ZANG et al., 2009;
REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; OJEDA; ROJAS, 2009; YAZDI; RAZAVI,
YAZDINEJAD, 2008). As desvantagens sdo: uso de solventes toxicos (ALSHANA et
al., 2013; RAJABI et al., 2014), todo o processo de extracdo € manual e a
centrifugacdo é a etapa que demanda maior tempo no processo (REZAEI et al.,
2008; FARAJZADEH et al., 2010; BERIJANI et al., 2006; ZAREI; GHOLAMIAN,
2011).

A DLLME é uma técnica de extracdo muito utilizada para a analise de
amostras aquosas. Porém, varias publicacdes ja relataram seu uso para analise de
alimentos, frutas, vegetais, assim como amostras bioldégicas e ambientais
(ANDRUCH et al.,, 2012). Todavia, para realizagdo da DLLME em amostras
complexas como o plasma, um pré-tratamento da matriz como precipitacdo proteica,
ultrafiltracdo, diluicdo e centrifugacdo € necessario (REZAEE; YAMINI; FARAJI,
2010; SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLI, 2011).
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Objetivos

“Todas as substdncias sdo venenos; ndo hd nenhuma que ndo seja
um veneno- A dose correta diferencia o veneno do remédio”-
(Paracelsus)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar duas técnicas de microextracdo (HF-LPME e DLLME) para
determinacdo da LTG por CE em amostras de plasma de pacientes em tratamento
atendidos pelo Servico de Analises Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (SAT-FCFRP/USP).

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar as condi¢des para andlise da LTG por CE;

e Desenvolver um método para andlise da LTG em amostra de plasma
utilizando a HF-LPME;

e Validar o método desenvolvido de acordo com os guias da Anvisa e EMA;

e Aplicar o0 método em amostras de plasma de pacientes em tratamento e
atendidos pelo SAT-FCFRP/USP;

e Desenvolver um método para analise da LTG em amostra de plasma
utilizando a DLLME;

e Validar o método desenvolvido de acordo com os guias da Anvisa e EMA,;

e Aplicar o método em amostras de plasma de pacientes em tratamento e
atendidos pelo SAT-FCFRP/USP;

e Comparar as duas técnicas de microextracdo para analise da LTG em

amostras de plasma.



69

Conclusdo
- 4=

“Lord, we ain't what we oughta be-

We ain't what we want to be-

We ain't what we gonna be-

But, thank God, we ain't what we was-”
(Martin Luther King, Jr-)
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5. CONCLUSAO

Este trabalho descreveu pela primeira vez o desenvolvimento e validacao de
duas técnicas de microextracdo em fase liquida, HF-LPME e DLLME, para a
determinacao da LTG em plasma de pacientes epilépticos por CE.

Primeiramente, as condi¢cdes eletroforéticas foram otimizadas e entéo
empregadas em todas as amostras subsequentes do estudo. A CE mostrou-se
eficiente na analise da LTG juntamente com o PI, com tempo de migracdo da LTG
por volta de 6 minutos. As técnicas de microextracdo em fase liquida, HF-LPME e
DLLME, foram desenvolvidas e avaliadas de acordo com o melhor desempenho de
recuperacdo da LTG. Apés as condi¢cdes 6timas de extracdo serem estabelecidas,
os métodos foram validados de acordo com os guias da Anvisa e EMA, e o0s
parametros de desempenho analitico apresentaram resultados satisfatérios. A etapa
pratica final consistiu na aplicacdo dos dois métodos em amostras de plasma de
pacientes epiléticos em tratamento com LTG e atendidos pelo SAT-FCFRP/USP.
Todas as amostras foram positivas e estavam dentro da faixa de concentracao
plasmatica abrangida por esse estudo, o que faz com que ambos os métodos
possam ser empregados na rotina.

Por fim, foi realizada uma comparacdo entre as duas técnicas de
microextracdo. Em relacdo a HF-LPME, essa se mostrou mais vantajosa devido a
baixa quantidade de solvente organico utilizado (por volta de 30 yuL por amostra),
facilidade e menor tempo de preparo, e maior valor de recuperacdo da LTG. Em
relagdo a DLLME, essa se mostrou uma extragdo mais laboriosa com a necessidade
de etapas de pré-tratamento, centrifugacdo e evaporacdo das amostras, além do
uso de solventes organicos clorados. Portanto, a HF-LPME é uma técnica
promissora para andlise de rotina em matrizes complexas, com reduzido consumo

de solvente organico, além da possibilidade de automacao.
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ANEXO A — Aprovacédo pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirao Preto — USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Of. CEP/FCFRP n°. 005/2013
kms

Ribeirao Preto, 20 de marco de 2013.

A Pés-graduanda

Luiza Saldanha Ribeiro Barros

Orientadora: Prof’. Dr® Cristiane Masetto de Gaitani
FCFRP/USP

Prezada Pés-graduanda,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP/USP
aprovou, em sua 113" reunido ordindria realizada em 14.03.2013, o projeto de
pesquisa intitulado “AVALIACAO DE MICROTECNICAS DE EXTRACAO PARA ANALISE DE
LAMOTRIGINA EM PLASMA DE PACIENTES EPILEPTICOS POR ELETROFORESE CAPILAR”,
apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n°. 284.

Informamos que conforme Carta Circular 003/2011 da CONEP
(Comissao Nacional de FEtica em Pesquisa), o sujeito de pesquisa ou seu
representante, quando for o caso e também o pesquisador responsavel deverdo
rubricar todas as paginas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE,
apondo sua assinatura na tltima pagina do referido Termo. Ainda, de acordo com a
Resolucao 196/96, item 1V.2, letra d, “o TCLE devera ser elaborado em duas vias,

sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou por seu representante legal e uma

arquivada pelo pesquisador”.

Em atendimento a Resolugao 196/96, lembramos que devera ser
encaminhado ao CEP o relatério final da pesquisa em formulério préoprio deste
Comité, bem como comunicada qualquer alteracao, intercorréncia ou interrupcao do

mesmo, tais como eventos adversos e eventuais modificacdes no protocolo ou nos
membros da equipe.

Atenciosamente,
™ N
RSN E
PROF®. DR*. MARI INA ﬁRKQUE |
Coordenadora do CEP/FCFRP

Avenida do Café S/N° - Monte Alegre - CEP 14040-903 - Ribeirao Preto - SP
Comité de Etica em Pesquisa - cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3602-4213 ou 36024216 — Fax: (16) 36024892



