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RESUMO

DIAS, L. A. R., Desenvolvimento e validacdo da microextracéo liquido-liquido dispersiva
com liquido i6nico para determinacdo de omeprazol em plasma humano por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. 2018 193 folhas. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2018.

O OME é empregado no tratamento de curto e longo prazo em diferentes desordens
gastrointestinais. E um inibidor da bomba de protons, que atua seletivamente na enzima
H*/K* ATPase. E completamente metabolizado pelas enzimas do citocromo P450
gerando trés metabdlitos principais: HOME, OMES e OS. E utilizado no tratamento de
refluxo gastroesofagico em pacientes que sofrem de obesidade e sobrepeso no periodo
anterior e posterior a cirurgia bariatrica. Entretanto, a realizacdo deste procedimento
cirrgico pode prejudicar a absorcdo de nutrientes e medicamentos. Assim, a
determinacao das concentracdes plasmaticas do OME é de grande importancia clinica
para o ajuste de dose evitando-se 0 comprometimento do tratamento. Portanto, foram
desenvolvidos e validados dois métodos para quantificacdo do OME e metabdlitos em
amostras de plasma: LLE, método padrdo e OS-DLLME e avaliada a IL-DLLME como
método alternativo de extragdo. O método padrdo, LLE, foi desenvolvido para
guantificacdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma por HPLC-UV. A analise foi
feita em uma coluna cromatogréfica Zorbax Eclipse XDB - C18 (25 cm x 4,6 mm,
particulas de 5 um) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e coluna de guarda
Zorbax Eclipse XDB - C18 (12,5 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um) e FM composta por
ACN: agua (30:70, v/v), na vazdo de 1 mL/min, deteccdo em 302 nm. Nestas condicdes
foi possivel a separagdo do OME e metabdlitos em menos de 20 minutos. O método
apresentou-se linear no intervalo de concentracdo plasmatica de 20- 1000 ng/mL
(r>0,99). Os parametros de preciséo, exatidao, efeito carry-over e estabilidade estdo em
conformidade com o guia de validacao da ANVISA (2012). O método foi satisfatoriamente
aplicado em amostras de plasma de 20 pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, no
periodo pré e pos-cirargico. Outros dois métodos foram avaliados utilizando a técnica de
microextracdo em fase liquida (DLLME). O método de OS-DLLME foi desenvolvido e
validado para quantificacdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma por LC-
MS/MS. A analise foi realizada na mesma coluna cromatogréafica descrita anteriormente
com FM composta por ACN:tampao formiato de aménio 10 mM pH 8,5 (50:50, v/v) vazéo
de 0,4 mL/min. Foram monitorados os ions precursores do OME, HOME, OMES e PI. As
amostras de plasma foram pré-tratadas com ISO e com sobrenadante foi desenvolvida
a OS-DLLME. Os parametros da OS-DLLME (tipo e volume de solvente extrator e
dispersor, pH, forca ibnica do meio, tempo de agitacdo, tempo de centrifugacao, volume
de diluicdo da amostra e volume de amostra) foram otimizados com o auxilio de um
delineamento experimental Plackett Burmann seguido por um CCD. Ao final uma
metodologia de superficie de resposta facilitou a determinacdo da condi¢cdo 6tima de
extracdo utilizando a ferramenta desejabilidade (D) na qual as condicGes otimizadas
foram: 400uL de plasma, 2,5 mL de solugéo tampdo tetraborato de sédio 0,1 mM pH 9,5,
120 pL de CHCIs, 500 L de ISO, 0% de NaCl, 5 minutos de centrifugacéo, sem agitacao
das amostras. Posteriormente, o método foi aplicado com sucesso para analise de



amostras de plasma de 5 pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, no periodo pré e
pos-cirargico.



A IL-DLLME foi avaliada como técnica de extracdo utilizando ILs como solventes
extratores alternativos. A andlise foi realizada na mesma coluna cromatografica com fase
movel no modo eluicdo por gradiente composta por ACN:agua: 0-10 min, 5:95; 10,0-15
min, 10:90; 15,01-40 min, 30:70, v/v, vazédo de 1 mL/min e detec¢cdo em 302 nm. Foram
avaliados trés ILs comerciais e oito ILs sintetizados no laboratério (NPPNS). Foram
avaliados os parametros da IL-DLLME: solvente dispersor, IL extrator, pH e composi¢c&o
da solucédo tampéo. Também foi realizada a avaliacdo por RMN dos IL utilizados. Dentre
os ILs comerciais foi selecionado o OMImPFes, e dentre os ILs sintetizados foi selecionado
0 CsPFs. Entretanto, ndo foi possivel o desenvolvimento do método devido a escassa
guantidade de IL comercial. Em relacdo aos ILs sintetizados foram observados
problemas na sintese e purificacdo, como presenca de interferentes que coeluiam
juntamente com os analitos avaliados. Entretanto, apesar deste método nao ter sido
validado foi possivel obter valores de recuperacdo, para ambos os IL selecionados,
superiores a 40%.

Palavras-chave: OME, LLE, OS-DLLME, delineamento experimental, IL-DLLME,
liquidos i6nicos.



ABSTRACT

DIAS, L. A. R., Development and validation of an ionic liquid dispersive liquid-liquid
microextration method for determination of omeprazole in human plasma by high
performance liquid chromatography. 2018 193 folhas. Thesis (Doctoral). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto,
2018.

OME is used in the short- and long-term treatment of different gastrointestinal disorders.
It is a proton pump inhibitor, which selectively acts on the enzyme H + / K + ATPase. It is
completely metabolized by the cytochrome P450 enzymes generating three main
metabolites: HOME, OMES and OS. It is used in the treatment of gastroesophageal reflux
in patients who are obese and overweight in the period before and after bariatric surgery.
However, performing this surgical procedure may impair the absorption of nutrients and
medications. Thus, the determination of plasma concentrations of OME is of great clinical
importance for dose adjustment, avoiding compromised treatment. Thus, two methods
were developed for the quantification of OME and metabolites in plasma samples: LLE,
standard method and OS-DLLME and IL-DLLME as an alternative method of extraction.
The standard method, LLE, was developed for quantification of OME and metabolites in
plasma samples by HPLC-UV. The analysis was done on a Zorbax Eclipse XDB-C18 (25
cm x 4.6 mm, 5 ym particles) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) and Zorbax
Eclipse XDB-C18 (12, 5 mm x 4.6 mm, 5 pym particles) and mobile phase composed of
ACN: water (30:70, v / v) at the flow rate of 1 mL / min, detection at 302 nm. Under these
conditions it was possible to separate OME and metabolites in less than 20 minutes. The
method was linear in the plasma concentration range of 20-1000 ng / mL (r> 0.99). The
parameters of accuracy, accuracy, carry-over effect and stability are in accordance with
ANVISA's validation guide (2012). The method was satisfactorily applied in plasma
samples from 20 patients submitted to bariatric surgery in the pre- and post-surgery
period. Two other methods were evaluated using the liquid phase microextraction
technique (DLLME). The OS-DLLME method was developed and validated for
quantification of OME and metabolites in plasma samples by LC-MS / MS. The analysis
was performed in the same chromatographic column described above with mobile phase
composed of ACN: 10 mM ammonium formate buffer pH 8.5 (50:50, v / v) flow rate of 0.4
mL / min. The precursor ions of OME, HOME, OMES and Pl were monitored. Plasma
samples were pre-treated with ISO and the supernatant was grown to OS-DLLME. The
parameters of OS-DLLME (type and volume of solvent extractor and dispersant, pH, ionic
strength of medium, agitation time, centrifugation time, sample dilution volume and
sample volume) were optimized with the aid of an experimental design Plackett Burmann
followed by a central composite outline. At the end, a response surface methodology
facilitated the determination of the optimal extraction condition using the desirability tool
(D) in which optimized conditions were: 400uL of plasma, 2.5 mL of buffer solution 0.1
mM sodium tetraborate pH 9,5, 120 yL CHCIs, 500 pl 1SO, 0% NaCl, 5 minutes
centrifugation, without sample shaking. Subsequently, the method was validated and
successfully applied for analysis of plasma samples from 5 patients submitted to bariatric
surgery in the pre and post-surgical period. IL-DLLME was evaluated as an extraction
technique using ILs as alternative extractive solvents. The analysis was performed on the



same mobile phase chromatographic column in the gradient elution mode composed of
ACN: water: 0-10 min, 5:95; 10.0-15 min, 10:90; 15.01 - 40 min, 30:70, v/v, flow rate of 1
mL / min and detection at 302 nm. Three commercial ILs and eight ILs synthesized in the
laboratory (NPPNS) were evaluated. The parameters of IL-DLLME were evaluated:
dispersing solvent, IL extractor, pH and buffer composition. NMR evaluation of the ILs
used was also performed. Among the commercial ILs, OMImMPF6 was selected, and
C8PF6 was selected among the ILs synthesized. However, the development of the
method was not possible due to the small amount of commercial IL. Concerning ILs
synthesized, problems were observed in the synthesis and purification, as presence of
interfering factors that coeluted together with the analyzed analytes. Thus, although this
method was not validated, it was possible to obtain recovery values, for both ILs selected,
higher than 40%.

Keywords: OME, LLE, OS-DLLME, experimental design, IL-DLLME, ionic liquids.
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1.1 Omeprazol (OME)

O OME é o segundo farmaco mais utilizado no mundo. E empregado no
tratamento de curto e longo prazo de diferentes desordens gastrointestinais
(ASTRAZENECA, 2014). Foi sintetizado em 1979 e deu inicio a nova geracéo dos
inibidores da bomba de prétons (IBP) que atuam inibindo seletivamente a enzima
H*/K* ATPase (LAUDANNA, 2001). E um pro-farmaco administrado oralmente na
forma de granulos com revestimento entérico resistente ao acido estomacal e
encapsulado em um invélucro gelatinoso (HERIF; OHAMED; ARDICY, 2006). Os
granulos, livres da capsula gelatinosa, dissolvem-se no pH alcalino do intestino
delgado onde é absorvido (BHARATHI et al., 2009; AHMED; ATIA, 2015a; KALATE
BOJDI et al., 2015). No meio acido dos canaliculos intracelulares das células
parietais, 0 OME se converte a sua forma ativa, uma sulfonamida reativa, que se
liga de forma especifica, reversivel e covalentemente & bomba de prétons presente
na membrana secretora das células parietais (Figuras 1 e 2). Assim, promove a
inibicdo efetiva tanto da secrecdo basal quanto da estimulada de acido gastrico,
independentemente da natureza do estimulo a célula (MARTENS-LOBENHOFFER
et al., 2007; SHARMA et al., 2015).

Figura 1: Ativagdo do pré-farmaco, OME, e inibicdo covalente da ATPase nos
canaliculos da célula parietal.

Omeprazol Protonacao
‘
'
ATPase-SH
Inibi¢cdo covalente Sulfonamida
da ATPase derivado

Fonte: Adaptado de LOURENCO et al., (2010). Reproduzido com permissao de
LOURENCO et al., (2010). Copyright Sociedade Brasileira de Quimica SBq.



Figura 2: Ativacdo do pro-farmaco no canaliculo da célula parietal e

inibicdo da bomba de protons.

ﬁﬁf.f £ '\
OME

OME *.SOH

ome *-S 1
HO

K#

Fonte: Adaptado de DAL-PAZ et al., (2008). Reproduzido com permisséo de DAL-PAZ
et al., (2008). Copyright Editora Moreira Jr.

O OME é completamente metabolizado no figado pelo complexo do
citocromo (CYP) P450, principalmente por hidrélise, gerando trés metabdlitos
principais. A isoforma polimérfica CYP2C19 gera o primeiro e principal metabdlito
plasmatico, 5-hidroxiomeprazol (HOME), enquanto que a isoforma CYP3A4 gera o
segundo metabdlito, omeprazol sulfona (OMES) e o terceiro metabdlito, gerado em
menor quantidade, omeprazol sulfido (OS) (Figura 3). Tanto o OME como seus
metabdlitos sdo completamente eliminados pela urina (80%) e pelas fezes (CASS
et al., 2003; HOFMANN et al., 2006; REZK; BROWN; KASHUBA, 2006; SHIMIZU
et al., 2006a).
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Figura 3: Principais metabdlitos do OME
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Fonte: Adaptado de (HOFMANN et al., 2006). Reproduzido com permissdo de (HOFMANN
et al., 2006). Copyright Elsevier.

O OME é uma base fraca e label em meio acido com dois valores de pKa:
4,2 e 9,0 e formula molecular C17H19N303S (ESPINOSA BOSCH et al., 2017). E
rapidamente absorvido apds administracéo oral e atinge a concentracao plasméatica
méaxima entre 0,5 a 2,0 horas e a absorcédo intestinal € completada entre 3 a 6
horas. A biodisponibilidade absoluta € dependente da dose e do pH gastrico. Apds
administracdo de uma dose Unica de 40 mg, via oral, as concentracfes plasméaticas
variam entre 300-600 ng/mL. Apresenta volume aparente de distribui¢do de 0,3 L/kg
de peso corpéreo, meia vida de eliminacdo plasméatica entre 40-60 minutos e
depuracédo plasmatica total entre 30-40 L/h. E altamente ligado as proteinas
plasmaticas (> 95%) como o lansoprazol e pantoprazol, farmacos da mesma classe
dos IBP (MACEK; KLIMA; PTACEK, 2007; BHARATHI et al., 2009; VITTAL et al.,
2009).

E amplamente utilizado no tratamento de refluxo gastroesofagico,
principalmente, em pacientes que sofrem de obesidade e sobrepeso no periodo
anterior e posterior a cirurgia bariatrica. Uma das consequéncias da cirurgia
bariatrica € o comprometimento da absorcéo de nutrientes e medicamentos devido
ao emprego de técnicas restritivas e disabsortivas, ou seja, 0 paciente consegue se
alimentar, porém a absorcdo € reduzida (ALVES, 2006). Inumeros trabalhos
clinicos apresentam dados importantes que mostram a ineficiéncia no mecanismo

de acdo de alguns farmacos administrados apos a realizacdo da cirurgia, como
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OME, ranitidina, paracetamol, amoxicilina, posaconazol, além de muitos outros
farmacos (AZRAN et al., 2016; GESQUIERE et al., 2016). Em relacdo ao OME
ainda ndo ha um consenso da dose a ser administrada nos pacientes apos a
intervencao cirdrgica para se alcancgar a concentracao plasmatica e obter a acao
terapéutica desejada. Assim, a determinacdo das concentracfes plasmaticas do
OME em fluidos biolégicos € de grande importancia clinica, uma vez que a dose
poderd ser ajustada de acordo com a concentracdo plasmatica do paciente,
evitando doses subterapéuticas, 0 que aumentaria a probabilidade do
desenvolvimento de Ulceras e do retorno do refluxo gastroesofagico (HAMPEL et
al., 2005).

Varios sdo os métodos descritos na literatura para analise do OME em matriz
bioldgica, como pode ser observado na tabela 1, sendo os principais usando como
técnica de preparo de amostra a extracao liquido-liquido (LLE, do inglés, Liquid-
Liquid Extraction) e extracdo em fase solida (SPE, do inglés, Solid-Phase
Extraction), e quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés, High Performance Liquid Chromatography) e cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS/MS, do inglés,Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry) (GHASSABIAN et al., 2009; SHIOHIRA et al., 2011; LIN et al., 2013;
AHMED:; ATIA, 2015a).



Tabela 1: Métodos descritos na literatura para quantificacdo de OME em diferentes matrizes biolégicas (2017-2006).

Matriz Extracédo Técnica Limite de Volume deamostra Referéncia
biologica Analitica guantificacdo
Plasma = - HPLC-UV - e (QADIR et al., 2017)

Soro - LC-MS/MS 10ng/mL - (MITROV-WINKELMOLEN et al., 2016)

Soro PPT LC-MS/MS 0,025 ng/mL 100 pL (PURIS et al., 2016)
Plasma PPT HPLC-UV 10 ng/mL 150 pL (NAZIR et al., 2015)
Plasma PPT UPLC-MS/MS 2 ng/mL 100 pL (MA et al., 2015)

Plasma LLE HPLC-UV 20 ng/mL 1000 pL (AHMED:; ATIA, 2015a)
Plasma SPE LC-MS/MS 1,5 ng/mL 200 pL (WOJNICZ et al., 2015)
Plasma SPE LC-MS/MS 1 ng/mL 300 pL (TANAKA et al., 2014)
Plasma SPE HPLC-DAD 50 ng/mL 100 pL (LIN et al., 2013)
Plasma LLE LC-MS/MS 0,05 ng/mL 450 pL (OH et al., 2012)
Plasma LLE HPLC-UV 5 ng/mL 1000 pL (SHIOHIRA et al., 2011)
Plasma SPE LC-MS/MS 1,145 ng/mL 100 L (PEPPER, 2011)
Plasma SPE UPLC-MS/MS 2,0 ng/mL 500 pL (GAL et al., 2010)
Plasma LLE HPLC-UV 20 ng/mL 1000 pL (NOUBARANI et al., 2010)
Plasma LLE LC-MS/MS 5 ng/mL 300 pL (DE SMET et al., 2010)
Plasma = ---—-- HPLC-UV 20ng/mL e (FANG et al., 2009)
Plasma LLE HPLC-UV 20,61 ng/mL 500 pL (BHARATHI et al., 2009)
Plasma SPE LC-MS/MS 78ng/mL 0 - (GHASSABIAN et al., 2009)
Plasma LLE LC-MS/MS 0,05 ng/mL 300 pL (VITTAL et al., 2009)

Soro SPE LC-MS/MS 1 ng/mL 250 pL (MARTENS-LOBENHOFFER et al., 2007)
Plasma PPT LC-MS/MS 1,2 ng/mL 250 pL (MACEK; KLIMA; PTACEK, 2007)
Plasma LLE HPLC-UV 3 ng/mL 1000 pL (SHIMIZU et al., 2006b)
Plasma LLE HPLC-DAD 2,0 ng/mL 200 pL (REZK; BROWN; KASHUBA, 2006)
Plasma - HPLC 10ng/mL - (ZARGHI et al., 2006)
Plasma PPT HPLC-UV 0,01 pg/mL 150 pL (JIA; LI; ZHAO, 2006)
Plasma LLE LC-MS/MS 10 ng/mL 250 pL (HOFMANN et al., 2006)
Plasma LLE HILIC-MS/MS 2,5 ng/mL 50 pL (SONG; NAIDONG, 2006)
Plasma SPE CE 0,07 pg/mL 1000 pL (PEREZ-RUIZ et al., 2006)

Fonte: Prépria autoria.
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1.2 Procedimentos de preparo de amostra

O preparo de amostra € uma das etapas mais importantes dos métodos
analiticos. Entretanto € a etapa que demanda maior tempo do processo analitico
(cerca de 80%) e exige conhecimento do analista, especialmente quando aplicada
a amostras biologicas (JARDIM, 2010). Técnicas instrumentais muitas vezes nao
sdo sensiveis o suficiente para detectar o analito diretamente nas amostras
bioldgicas e os resultados sdo comprometidos por contaminantes da matriz. Assim,
é fundamental o isolamento do composto de interesse a partir da amostra, pois
minimiza ou elimina os efeitos da matriz e contaminantes, melhorando os limites de
deteccdo e a sensibilidade da técnica para varios analitos, além de tornar a amostra
compativel com a instrumentacao analitica (XIAO-HUAN et al., 2009; REZAEE et
al., 2010; ESCUDERO et al., 2013). Assim, na etapa de preparo de amostra &
possivel a otimizacdo dos métodos para obtencdo de resultados adequados,
precisos e com boa detectabilidade (RODRIGUES; DA SILVA; DO CARMO
HESPANHOL DA SILVA, 2010).

Até o momento, apenas técnicas tradicionais de preparo de amostra foram
usadas para quantificacdo do OME em matriz biologica (Tabela 1), como a LLE,
técnica, gold standard. A LLE € a técnica predominante de extracdo empregada no
processamento de amostras biolégicas para quantificacdo do OME e seus
metabdlitos. E uma técnica de simples execucdo que pode ser aplicada com uso
de diferentes solventes. Além de ser considerada a técnica padrdo para extracao
do OME em plasma. Entretanto, esta técnica, apesar da simplicidade de execucédo
apresenta algumas desvantagens. A LLE apresenta tendéncia a formacao de
emulsdo, ha impossibilidade de automacao, envolve varios passos, necessita de
um longo tempo para concentragdo das amostras, ndo é seletiva e também h& o
uso de grandes quantidades de solventes organicos de alta pureza e de elevado
custo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001; CASSOL, 2007; BEHBAHANI et al.,
2013). Enquanto que a SPE, segunda técnica mais empregada, utiliza cartuchos
caros, nao reutilizaveis, além de apresentar problemas de reprodutibilidade dos
mesmos devido as diferencas do material adsorvente, emprego de grandes
guantidades de solvente e da possibilidade de entupimento quando empregados
na andlise de amostras biologicas (JARDIM, 2010; MORADI; YAMINI; BAHERI,
2011).
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Assim, devido as desvantagens das técnicas mais tradicionais de preparo de
amostra, as pesquisas nesta area tém sido focadas em melhorar esta etapa
analitica com o intuito de simplificar, miniaturizar e automatizar esse procedimento,
além de utilizar menores quantidades de amostras para atingir uma maior
seletividade na extragao.

Outra questdo em foco é a reducdo do consumo de solventes organicos
toxicos e desenvolvimento de procedimentos menos danosos ao meio ambiente
com menor desperdicio, porém sem perder o compromisso com a eficiéncia de
extracao (LENARDAO; DABDOUB; BATISTA, 2003; MARTINS et al., 2005; DE
OLIVEIRA et al., 2008).

Neste contexto, nos ultimos anos as técnicas de microextracbes em fase
liquida (LPME, do inglés, liquid-phase microextraction) vém ganhando espaco no
cenario da quimica analitica, entre elas: a microextragdo em gota suspensa (SDME,
do inglés, single drop microextraction), a microextracdo em fase liquida com fibra
oca (HF-LPME, do inglés, hollow-fiber liquid-phase microextraction) e a
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés, dispersive liquid-liquid
microextraction) (DE OLIVEIRA et al., 2008).

1.2.2 Microextracéo liguido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME foi proposta por (REZAEE et al., 2006) para extracdo de
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em amostras de &agua. Consiste no
equilibrio de distribuicdo do analito em um sistema ternario de solventes composto
pela fase doadora aquosa (amostra), solvente dispersor e fase aceptora (solvente
extrator). Este tipo de extracdo é aplicavel para compostos com propriedades
lipofilicas moderadas a altas ou que possam ter seu coeficiente de distribuicédo
modificado pelo controle do pH (analitos acidos ou basicos) (XIAO-HUAN et al.,
2009). A razdo entre o volume da fase aceptora e fase doadora é na faixa
volumétrica de microlitros e mililitros, respectivamente, o que possibilita o alto
enriquecimento por utilizar reduzidos volumes (BOSCH OJEDA; SANCHEZ
ROJAS, 2009; TALEBIANPOOR et al.,, 2014), e o estado de equilibrio é
rapidamente atingido devido ao emprego de um sistema ternario de solventes
(amostra aquosa, solvente dispersor e solvente extrator) (XIAO-HUAN et al., 2009;
REZAEE et al., 2010).
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O solvente extrator deve ser escolhido com base em sua densidade, que
deve ser superior a da agua, ser insoluvel nesta, e ser capaz de extrair o composto
de interesse. Os solventes extratores mais empregados sédo os hidrocarbonetos
halogenados como clorobenzeno, cloroférmio, tetracloreto de carbono e
tetracloroetileno, devido a alta densidade (REZAEE et al., 2010; LEONG; FUH;
HUANG, 2014; YAN et al., 2014). Dentre os solventes ndo halogenados também
podem ser utilizados o undecanol, 1-dodecanol, 2-dodecanol e n-hexadecano
(BOSCH OJEDA; SANCHEZ ROJAS, 2009). O volume utilizado definira o fator de
pré-concentracdo/ enriquecimento (MARTINS et al., 2012; XIAO et al., 2013). A
DLLME executada com uso de solventes organicos como solventes extratores €
nomeada OS-DLLME (do inglés, Organic Solvent — Dispersive Liquid Liquid
Microextraction).

Em relacdo ao solvente dispersor, este precisa ser soluvel tanto na fase
doadora quanto na fase aceptora, o que possibilita a dispersdo do solvente extrator
em finas goticulas na fase aquosa. Assim, a area superficial do solvente extrator
em contato com a fase aquosa, que contém o analito de interesse, € infinitamente
grande o que aumenta a eficiéncia da extracdo (XIAO et al., 2013). Os solventes
dispersores mais utilizados sdo a ACE, ACN, ETOH, ISO, MEOH e tetrahidrofurano
(XIAO-HUAN et al., 2009; YAN et al., 2014). O volume do solvente dispersor afeta
a formacéo das goticulas e consequentemente o grau de disperséo do solvente de
extracao e a eficiéncia da extragdo (REZAEE et al., 2010).

A figura 4 mostra o sistema terndrio de solventes, no qual o solvente extrator
e o0 solvente dispersor sédo rapidamente injetados na amostra aguosa com o auxilio
de uma microsseringa (1). E formada uma disperséo turva (mistura ternaria) apos
a injecdo (2). A mistura é centrifugada e as goticulas do solvente extrator (mais
denso) se depositam no fundo do tubo cbnico (3) e séo recolhidas com uma
microsseringa para posterior anélise (4) (REZAEE et al., 2006; FERNANDEZ et al.,
2013; HO et al., 2014).



Figura 4: Extracéo por DLLME

Cy) Injec3o dz mistura do
solvente dispersor &
solvente extrator

Amostra
contendo os
analitos

Formag3o da
dispers3o turva

(1) (2)

Formac3o da fase
sedimentada

(3)

(4)
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Fonte: Adaptado de (ZHANG et al., 2013). Reproduzido com permissdo de (ZHANG et
al., 2013). Copyright Elsevier.

A eficiéncia da extracdo por DLLME pode ser afetada principalmente pelo
tipo e volume dos solventes dispersor e extrator utilizados, o pH da amostra e a
presenca ou adicdo de sais e modificadores quimicos (BERIJANI et al., 2006;
REZAEE et al., 2006). A presenca dos sais e a forga idnica por eles exercida
influenciam na separacao das fases aquosa e extratora. A adicdo de sal ocasionara
no aumento do volume da fase sedimentada, visto que o sal diminui a solubilidade
do solvente extrator na fase aquosa, além de aumentar a densidade da fase
aquosa. O sal também melhora a recuperacdo da extracdo pela diminuicdo da
solubilidade do analito na fase aquosa (MARTINS et al., 2012; NAGESWARA RAO;
MASTAN VALI; VARA PRASADA RAO, 2012).

O fator de enriquecimento (EF, do inglés efficiency factor) € calculado pela
razao entre a concentracdo do analito na fase sedimentada (Csed) € a concentracao
inicial do analito na fase aquosa (Co) (Equagéo 1), enquanto que a recuperagéo da
extracdo é calculada pela equacéo 2, onde (No) é a porcentagem de analito total,
(Nsed) a porcentagem de analito extraido no sedimento, (Vsed) 0 volume da fase

sedimentada e (Vag) 0 volume inicial da amostra (REZAEE et al., 2010).

Csed

Equacéo (1) EF=
Co
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) ER= Msed % 100 = Csed ¥ Vsed % 100
Equacdo (2) No Co X Vag

Esta técnica oferece muitas vantagens como: baixo tempo de extracao,
simplicidade de execucao, rapidez, baixo custo, alta recuperacdo e alto EF do
analito e pouco consumo de solventes (REZAEE et al., 2010; SUH et al., 2013;
ZHANG et al., 2013). As desvantagens incluem: a extragao ser totalmente manual
e necessitar da etapa de centrifugacdo, o que prolonga sua execucdo e a
dificuldade em selecionar um solvente extrator que atenda a todos os requisitos
citados. A maioria dos solventes extratores disponivel sdo solventes halogenados,
altamente toxicos que geram residuos perigosos e nao-biodegradaveis no
ambiente. Portanto, é fundamental a busca e utilizacdo de solventes alternativos,
renovaveis e ndo-toxicos (LENARDAO; DABDOUB; BATISTA, 2003; BERIJANI et
al., 2006; SUH et al., 2013).

1.2.2.1 Microextracdo liquido-liquido dispersiva com liquido i6nico (IL-
DLLME)

Na tentativa de desenvolver a DLLME empregando solventes alternativos
aos organicos toxicos, (LIU et al., 2009) apresentaram uma nova vertente da
DLLME, a IL-DLLME (do inglés, lonic liquid dispersive liquid-liquid microextraction).
Na IL-DLLME ha a utilizacdo de liquidos ibnicos em substituicdo aos solventes
organicos, em sua maioria halogenados e téxicos, utilizados na extracdo por
DLLME, assim o que difere a OS-DLLME da IL-DLLME é o uso de liquidos iénicos
como solventes extratores em substituicdo aos solventes organicos.

O primeiro liquido iénico (IL, do inglés, lonic Liquid) desenvolvido foi o nitrato
de etilamdnio [EtNH3][NOs], com ponto de fusdo de 12 °C. Este IL foi sintetizado
pelo quimico russo Walden, durante a 12 Guerra Mundial, 1914. Contudo, somente
nos ultimos anos os ILs ganharam maior notoriedade, devido as recentes
pesquisas sobre suas propriedades fisico-quimicas (MARSH; BOXALL;
LICHTENTHALER, 2004; BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2008; HO
et al., 2014)

Os ILs sao sais fundidos a temperatura ambiente, formados totalmente por
ions, sendo estes, cations organicos em associa¢gdo com anions organicos ou

inorganicos que podem ser substituidos proporcionando propriedades fisico-
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quimicas Unicas. No geral os ILs sdo atéxicos, ndo inflaméveis, ndo corrosivos,
possuem pressdo de vapor desprezivel, volatilidade extremamente baixa, alta
condutividade devido a composicao exclusivamente de ions méveis e larga janela
eletroquimica, ou seja, ndo sofre processo de oxidagédo ou reducdo (HAN; ROW,
2010; SATO, 2011; ZHAO et al., 2011).

Existem varias combinacbes possiveis de cations e anions e cada
associacdo gera propriedades especificas. A selecdo do cation constituinte
determina a viscosidade, tensdo superficial, solubilidade e densidade do liquido
ibnico, uma vez que sao caracteristicas que dependem do comprimento da cadeia
alquila do céation, bem como, de sua forma ou simetria. Assim, o aumento da cadeia
alquilica leva a diminuicdo da densidade e aumento da viscosidade e
hidrofobicidade, enquanto que a escolha do anion define sua estabilidade térmica
e guimica e miscibilidade em &gua e solventes moleculares (LIU et al., 2003; LIU;
JIANG; JONSSON, 2005; BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2008;
HAN; ROW, 2010).

Os ILs séo aplicados em extracBes na industria farmacéutica, biomédica,
quimica, de alimentos e ambiental. Podem ainda ser empregados como aditivos
de fase mével (FM) em cromatografia liquida, como fase estacionéria ligado a
superficie e como apoio em membranas liquidas (HAN; ROW, 2010; ZHANG et al.,
2013). A tabela 2 apresenta alguns exemplos de métodos de extracdo
desenvolvidos que utilizaram ILs como solvente extrator, na IL-DLLME, para a
quantificacdo de diferentes analitos como ésteres ftalato, PAHs, benzonidazol,
pesticidas, inseticidas, metais, além de outros importantes analitos (HAN; ROW,
2010; RAO; RAJU; VALI, 2013).



Tabela 2: Aplicacdes dos ILs na DLLME em diferentes matrizes (2017-2008).

Matriz Analito Técnica de extragéo Solvente Solvente Técnica Referéncia
Extrator dispersor analitica
(Liquido
idnico)
Sangue Benzodiazepinicos IL-DLLME [C4aMIM][PFe] Sem SD LC- (DE BOECK et al., 2017a)
MS/MS
Urina 3-hidroxibenzo[3]pireno IL-DLLME [CsMIM][PFe] Acetona HPLC- (HU et al., 2016)
HRMS/MS
Plasma Atenolol IL-UA-ISFME [C4sMIM][BF4] Sem SD HPLC-UV (ZEEB; FARAHANI; PAPAN,
2016)
Soro Danazol IL-DLLME [CsMIM][PFe¢] Sem SD HPLC-UV (GONG; ZHU, 2016)
Soro Acetado de ulipristal UA- IL-DLLME [CsMIM][PFe] Sem SD HPLC-UV (GONG; ZHU, 2015)
Bebidas Esteres de ftalato IL-DLLME [CsMIM][PFe] Etanol HPLC- (FAN; LIU; XIE, 2014)
alcéolicas DAD
Agua PAHs SPE-IL-DLLME [CaMIM][T2N] Acetona HPLC-UV (LIU et al., 2014)
Urina Anetola, estragola e para- IL-DLLME [CsMIM][PFe] Acetona HPLC-UV (RAJABI et al., 2014)
anisaldeido
Soro Saquinavir IL-DLLME [C4aMIM][PF¢] Metanol HPLC- (RAMISETTI; NIMMU;
DAD CHALLA, 2014)
Soro 5-hidroxindolas IL-DLLME [CsMIM][PFe] Metanol HPLC-UV (HAYAMA et al., 2013)
Sangue seco Salmeterol IL-DLLME [C4sMIM][PFe] Metanol HPLC-UV (HATAMI; KARIMNIA;
FARHADI, 2013)
Urina Irbesartan e valsartan IL-DLLME [CsMIM][PFe] Acetona HPLC-UV (Ll etal., 2013)
Plasma Benzonidazol e nifurtimox IL-DLLME [CsMIM][PFe] Metanol HPLC-UV (PADRO et al., 2013)
Soro Anti-hipertensivos IL-DLLME [C4sMIM][PFe] Acetona HPLC-UV (RAO; RAJU; VALLI, 2013)
Plasma Sildenafila, vardenafila e IL-DLLME [CsMIM][PFe] Metanol HPLC-UV (XIAO et al., 2013)
aildenafila
Urina Emodina e metabdlitos IL-DLLME [CeMIM][PFeg] Acetonitrila ~ HPLC-UV (TIAN; CHEN; BAI, 2012)
Soro Rifaximina IL-DLLME [C4aMIM][PFe] Metanol HPLC- (NAGESWARA RAO;
DAD MASTAN VALI; VARA
PRASADA RAO, 2012)
Urina Celastrol UA-IL-DLLME [CeMIM][PFeg] Metanol HPLC- (SUN; SHI; CHEN, 2011)

PAD




Agua, leite,
plasma e mel

Sulfonamidas

IL-MADLLME

[CeMIM][PFe]

(XU et al., 2011)

Agua

Pesticidas piretroides

IL-DLLME

[CsMIM][PFe]

[CaMIM][BF4]

(ZHAO et al., 2011)

Agua, urina e
saliva

Cobalto

IL-DLLME

[CeMIM][PFe¢]

(BERTON; WUILLOUD,

2010)

Agua

Inseticidas heterociclicos

IL-DLLME

[CsMIM][PFe]

(LIU et al., 2009)

Agua

Aminas aromaticas

IL-DLLME e
IL-HS-LPME

[CsMIM][PFe]

(FAN et al., 2008)

ETTAS: Espectrometria de absor¢éo atdmica eletrotermal; [CeMIM][PFs]: 1-hexil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato; [CsMIM][PFe]: 1-octil-3-metilimidazoélio hexafluorofosfato;
[C4sMIM][PFs]: 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato; [CsMIM][Tf2N]: 1,3-dibutilimidazoélio bis[(trifluorometil)sulfonillimida. UA-IL-DLLME: Microextracéo liquida-liquida dispersiva

assistida por ultrassom; SPE-IL-DLLME: Extracdo em fase sélida acoplada a microextragao liquida-liquida dispersiva com liquido idnico; IL-HS-LPME: Microextragdo em fase liquida

com liquido iénico e headspace; IL-MADLLME: Microextracéo liquida-liquida dispersiva assistida por micro-ondas; IL-UA-ISFME: Microextracao liquida-liquida dispersiva assistida por

ultrassomin situ; HPLC-HRMS: Cromatografia liquida de alta resolu¢cao acoplada com espectrometria de massas, SD: solvente dispersor.

Fonte: Propria autoria.
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A tabela 3 apresenta as propriedades fisico-quimicas de alguns ILs usados

como solvente extrator.

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas dos ILs.

[CaMIM][PFe]

[CeMIM][PFs]  [CeMIM][PFs]  [CaMIM][BF4]

[C10MIM][BF4]

Densidade 1,362- 1,373 1,29-1,31 1,20 -1,23 1,11 1,072
(g/mL) (25° C)
Solubilidade em 18g/L 0,75 (g/100 0,20 (g/100 parcialmente -
agua mL) mL)
Viscosidade 400 560 — 585 710 440 930
(25°C)(mPas)
indice de 1,411 1,422 1,423 - - -
refracéo 1,4250
Tenséo - 36,8 34,2 - 63
Superficial
(dyn/cm, 25 °C)
Massa molecular 284,18 312 340,29 281,8 309,8
Ponto de Fuséo 6-10 - 61 -40 -79 -25
(°C)
Férmula CgHisFsN2P CioH19FsN2P Ci2H23FsN2P C12H23BF4N2 C14H27BF4N2
molecular
Cor Amarelo claro  Amarelo claro Amarelo Amarelo claro Amarelo
médio intenso

Fonte: Adaptado de (HUDDLESTON et al., 2001; LIU et al., 2003; LIU; JIANG; JONSSON, 2005; BERTHOD; RUIZ-ANGEL;
CARDA-BROCH, 2008; RAO; RAJU; VALI, 2013).

Para execucéo tanto da técnica de extracdo usando a OS-DLLME quanto a

IL-DLLME é necesséaria a avaliacdo de um grande numero de variaveis, como

volume de solvente dispersor e extrator, pH do meio, tempo de centrifugacéo e

agitacao, entre outros. Assim, um delineamento experimental foi desenvolvido para
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avaliar e otimizar as condi¢cdes mais adequadas para a quantificacdo do OME e

metabdlitos em material biolégico, a OS-DLLME.

1.3 Delineamento experimental

A otimizacdo das condi¢cdes experimentais classicamente ocorre pela
monitorizac&o de uma Unica variavel por vez na resposta experimental, ou seja, um
parametro é alterado enquanto os demais séo fixados. Este procedimento é
nomeado de um fator a cada tempo (do inglés, one-factor-at-a-time). Apesar da
simplicidade de execucdo e de possuir tragcos intuitivos, esta estratégia tem
algumas desvantagens tais como ndo avaliar os efeitos interativos entre as
variaveis estudadas e assim ndo garantir a otimizacdo do método, além do custo
elevado em relacdo ao tempo de execucao e gasto de reagentes, pois muitas vezes
€ necessario um maior numero de experimentos (BEZERRA et al., 2008; BORGES
et al., 2009; PANAGIOTOU; SAKKAS; ALBANIS, 2009; LI et al., 2013; PETRIDIS;
SAKKAS; ALBANIS, 2014). Para sanar estas desvantagens, ferramentas
estatisticas estdo sendo utilizadas para auxiliar na otimizacdo de procedimentos
em laboratérios de quimica analitica.

Inimeros trabalhos demonstram a aplicacdo de um modelo da superficie
de resposta (RSM, do inglés, Response Surfase Methodology) no desenvolvimento
de métodos analiticos, cromatogréaficos, técnicas de extracdo, além de outras areas
da pesquisa (FONTAO et al., ; TALEBIANPOOR et al., 2014; ABDULRA'UF; TAN,
2015; GOMEZ-CARAVACA; MAGGIO; CERRETANI, 2016).

A aplicacdo do RSM foi desenvolvida por Box e Wilson (1951). E resultado
da unido de trés disciplinas: matematica, estatistica e légica formal, além da
aplicacdo de ciéncias da computacdo no desenvolvimento de programas
estatisticos aplicados na andlise quantitativa e qualitativa (GOMEZ-CARAVACA,
MAGGIO; CERRETANI, 2016). O objetivo da aplicagdo do RSM € obter o modelo
de superficie de resposta sobre uma regido de interesse em particular, a otimiza¢ao
da resposta e a selecdo das condicbes otimas. O RSM tem como base o
delineamento de experimentos (DoE, do inglés, Design of Experiments) para o
desenvolvimento, melhora e otimizagdo de processos (BEZERRA et al., 2008;
ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2014).
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O DoE é uma abordagem sistematica utilizada para entender como
processos e parametros afetam as varidveis de resposta. O delineamento
experimental compreende duas etapas: os delineamentos de primeira ordem e de
segunda ordem. O DoE de primeira ordem abrange a fase de triagem dos fatores
que influenciam a eficiéncia do método. Nesta fase é realizado um nimero minimo
de experimentos explorando o nUmero maximo de variareis. Nesta etapa os testes
mais aplicados séo o delineamento Plackett-Burman (PB), o delineamento fatorial
fracionado ou o delineamento fatorial completo (TEOFILO, 2007; BEZERRA et al.,
2008; KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011; ORLANDINI; GOTTI;
FURLANETTO, 2014; GOMEZ-CARAVACA; MAGGIO; CERRETANI, 2016). No
DoE de segunda ordem o objetivo é encontrar os fatores que otimizam a resposta.
Nesta fase, os testes mais executados sdo o delineamento Box-Behnken,
delineamento Doehlert e o delineamento composto central (CCD) por serem mais
completos e, ao final, fornecerem as condicbes ideais para andlise (TEOFILO,
2007; LI et al., 2013; GOMEZ-CARAVACA; MAGGIO; CERRETANI, 2016).

O RSM ¢ a técnica multivariada mais importante aplicada na otimizacédo dos
processos analiticos, porém antes de sua execug¢do Sdo necessarias algumas
medidas: selecdo das variareis que se pretende avaliar a influéncia, fazer o
delineamento experimental, ou seja, definir os valores minimos e maximos que
serdo avaliados de cada fator e escolher o delineamento que sera aplicado
(Plackett-Burman, Box-Behnken, Composto central ou Doehlert) para, em seguida,
executar os experimentos de acordo com a matriz estabelecida (BEZERRA et al.,
2008).

Introduzido em 1946 o delineamento de PB é o primeiro passo no
procedimento de otimizacdo, além de ser uma abordagem popular e econdmica
que oferece informacgdes sobre os efeitos de forma individual de cada variavel no
experimento, utilizando-se de poucos ensaios. Como numerosos fatores podem
afetar a resposta do método avaliado, tornando praticamente impossivel discernir
e controlar a colaboracédo de cada fator para a melhor resposta € necessaria a
distincdo das variareis com efeitos superiores, ou seja, os modelos de triagem
devem ser aplicados a fim de definir quais dos diferentes fatores experimentais e
suas influéncias sdo mais significativas. O modelo de PB ndo determina com

exatidao os valores ideais de cada variavel, porém proporciona informacdes
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valiosas sobre cada fator, com poucos experimentos, para a aplicacdo dos testes
de segunda ordem do RSM (BEZERRA et al., 2008; PANAGIOTOU; SAKKAS;
ALBANIS, 2009; KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011; ABDULRA'UF; TAN,
2015).

Apresentado por Box e Wilson (1951), o CCD é o teste de segunda ordem
mais utilizado devido a sua flexibilidade, capacidade de dar uma aproximacao do
valor real e os parametros podem ser facilmente identificados detalhadamente ao
fim do teste. E a ferramenta que permite a otimizagdo do método e fornece os
valores ideais de cada variavel. Posteriormente a execucdo e tratamento dos
resultados é fundamental analisar se o modelo esta ajustado ou se ha a
necessidade de mudanca dos valores pré-definidos para a analise. Ao final, é
possivel alcancar os valores 6timos para cada variavel (BEZERRA et al., 2008;
ABDULRA'UF; TAN, 2015).

Assim, o delineamento experimental foi aplicado na OS-DLLME, visto que
nesta técnica o numero de variaveis que precisam ser avaliadas € significante
como: pré-tratamento da amostra, tipo e volume de solvente dispersor, tipo e
volume de solvente extrator, tempo de extracdo, tempo de agitacdo, tempo de
centrifugacéo, volume de solugdo tampao, forca ibnica e pH da amostra; em
comparacao a LLE, a técnica de extracdo padrao desenvolvida para extracao do
OME, foi realizada avaliando um parametro de cada vez (univariado): tipo e volume

de solvente orgéanico, tempo e tipo de agitacéo.

1.4 Quantificacdo do OME e metabdlitos em amostras de pacientes

A determinacado das concentracdes plasmaticas de OME em pacientes que
sdo submetidos a cirurgia bariatrica € de fundamental importancia clinica, pois a
dose ingerida diariamente deve ser ajustada caso ndo atinja a concentracao
terapéutica desejada, o que poderia aumentar os riscos de desenvolvimento de
complicagBes pos-cirdrgicas, como Ulceras e refluxo gastroesofagico. A menor
concentragéo plasmatica de farmacos pode ocorrer devido a possivel influéncia da
cirurgia na absorcao de farmacos, fato que foi avaliado para ajuste de dose, uma
vez que estes pacientes sao usuarios a longo prazo do OME (MITROV-
WINKELMOLEN et al., 2016). Entretanto, ressalta-se que esta avaliacdo e

compreensao dos mecanismos envolvidos na absorcao deste farmaco nestes



24

pacientes foram realizadas pela equipe médica do HCFMRP/USP. Assim, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e validar um método padréo para analise do OME
em plasma, a LLE. Além disso, foi desenvolvida, otimizada e validada uma técnica
miniaturizada de extracdo inédita para extracdo do OME e metabdlitos em plasma,
a OS-DLLME. A, IL-DLLME foi avaliada como técnica alternativa de extracdo dos

analitos avaliados.



»

Créncis é conbecimento organizado. Sabedorss & vida orGganIZ4ds.

[mmanuel Kant




OBIETTVOS
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Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos para analise do OME e seus metabolitos em

amostras de plasma de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica por HPLC e LC-
MS/MS utilizando a LLE, a OS-DLLME e a IL-DLLME como técnicas de preparo de

amostra.

Objetivos especificos

Avaliar as condic¢des para analise do OME e metabdlitos por HPLC-UV como
temperatura da coluna, vazéo de fase movel, composi¢céo da FM,;

Avaliar a LLE, técnica gold standard, para a extracdo do OME e metabdlitos
em amostras de plasma estudando os parametros: tipo e volume de solvente
organico, tempo e tipo de agitacéo;

Validar o método desenvolvido quanto aos parametros: linearidade, limite de
quantificacdo, exatidao, precisao, recuperacéo, estabilidade e seletividade;
Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de plasma de
pacientes em tratamento com OME e submetidos a cirurgia bariatrica no HC-
FMRP/USP;

Avaliar as condicbes para analise do OME e metabdlitos por LC-MS/MS:
vazao do gas de nebulizacdo e gas de dessolvatacdo, temperatura da fonte
de ionizacdo e do gas de dessolvatacao, energia de colisdo, voltagem do
capilar;

Avaliar a OS-DLLME como técnica de preparo de amostra miniaturizada,
para a extracdo do OME e metabolitos em plasma por LC-MS/MS e otimizar
0S parametros: pré-tratamento da amostra, tipo e volume de solvente
dispersor, tipo e volume de solvente extrator, tempo de extracao, tempo de
agitacao, tempo de centrifugacao, volume de dilui¢cdo, forca idnica e pH da
amostra usando um planejamento fatorial Plackett-Burman seguido do
planejamento Composto central e obter a condi¢do 6tima de extracdo com a
ferramenta de desejabilidade;

Validar o método desenvolvido por OS-DLLME quanto aos parametros:
linearidade, limite de quantificacdo, exatiddo, precisdo, recuperacao,

estabilidade, efeito matriz, e seletividade;



28

e Aplicar o método desenvolvido e validado da OS-DLLME em amostras de
plasma de pacientes em tratamento com OME e submetidos a cirurgia
bariatrica HC-FMRP/USP;

e Avaliar a IL-DLLME, como técnica de preparo de amostra inovadora e
miniaturizada, para a extracdo do OME e metabdlitos em plasma por HPLC-
DAD e estudar os parametros: pré-tratamento da amostra, tipo e volume de
solvente dispersor, tipo e volume de solvente extrator, tempo de extracéo,
tempo de agitacéo, tempo de centrifugacéo, volume de diluigédo, forga idnica

e pH da amostra.



O primerro dever da inteligéncia é desconfiar dela mesma.
Alber Finstein




CAPITOLO 7

AVALIACAO DA EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO PARA QUANTIFICACAO
DO OMEPRAZOL E METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA
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RESUMO

A etapa de preparo de amostra em matrizes complexas como plasma €
essencial para eliminacdo dos contaminantes interferentes e concentracéo
do analito. A LLE é a técnica standard gold para extracdo do OME e
metabalitos, descrita na literatura. Assim, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento da LLE para extracdo do OME e seus metabdlitos e
aplicacdo em amostras de plasma de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica. A determinacdo do OME e metabdlitos foi feita em uma coluna
cromatografica Zorbax Eclipse XDB - C18 (25 cm x 4,6 mm, particulas de 5
pum) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e coluna de guarda Zorbax
Eclipse XDB - C18 (12,5 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um), FM composta
por ACN:4gua (30:70, v/v), na vazdo de 1 mL/min, deteccdo em 302 nm em
HPLC-UV. Nestas condic¢des foi possivel a separacdo do OME e metabdlitos
em menos de 20 minutos. A extragao por LLE foi feita utilizando 500 pL de
plasma, 2,5 mL de MTBE e 25 minutos de agitacdo em mesa agitadora, com
recuperagdo de 82%. O método foi validado e aplicado com sucesso para
analise de amostras de plasma de 20 pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, no periodo pré e pés-cirdrgico.
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ABSTRACT

A stage of sample preparation in complex matrices with plasma is essential
for elimination of interfering contaminants and analyte concentration. The
liquid-liquid extraction (LLE) is a gold standard technique for extraction of
OME and metabolites described in the literature. Thus, the objective of this
work in the development of LLE for extraction of OME and its metabolites and
application in plasma samples of patients submitted to bariatric surgery. The
gradient liquid chromatographic method was performed on a Zorbax Eclipse
XDB - C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 um) column with column guard cartridge. The
mobile phase consisted of a mixture of acetonitrile: water (30:70, v/v) at the
flow rate of 1 mL/min and wavelength set at 302 nm. Under these conditions
a separation of OME and metabolites was possible in less than 20 minutes.
LLE extraction was done using 500 pL of plasma, 2.5 mL of MTBE and 25
minutes of stirring on a shaker table, with recovery of 82%. The method was
validated and successfully applied for the analysis of plasma samples from
20 patients submitted to bariatric surgery, in the pre and post-surgery period.
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1. Introducéao

A etapa de preparo de amostra € essencial quando se trata de amostras
complexas, como as biologicas, que séo caracterizadas pela elevada presenca de
proteinas, fosfolipideos e lipideos. Além disso, esta etapa possibilita a
concentracdo das substancias investigadas, principalmente quando estdo em nivel
de tracos na amostra. Assim, é possivel isolar e concentrar o analito de interesse,
além de eliminar os contaminantes interferentes de forma que se obtenha uma
separacdo cromatogréfica com boa deteccédo e tempo de andlise aceitaveis (DE
OLIVEIRA et al., 2008). Na hipétese de a amostra complexa ser injetada
diretamente no sistema cromatografico, pode ocasionar a adsor¢cdo daqueles
elementos na matriz da fase estacionaria o que pode acarretar perda da eficiéncia
da coluna cromatografica, bem como o aumento da presséo do sistema (JARDIM,
2010; REZAEE et al., 2010).

A LLE é a técnica predominante de extragdo empregada no processamento
de amostras biolégicas e baseia-se na particdo da amostra entre duas fases
imisciveis, a fase organica (solvente organico) e a fase aquosa (plasma ou urina).
A efetividade da extracdo depende da afinidade do analito pelo solvente de
extracao, da razdo das fases e do numero de extracdes (QUEIROZ; COLLINS;
JARDIM, 2001).

A LLE possui as vantagens de ser simples, e possibilitar o de uso de
inmeros solventes puros disponiveis que fornecem uma vasta faixa de solubilidade
e seletividade. Além disso, ocorre a desnaturacdo das proteinas presentes na
amostra (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Em contrapartida, a técnica apresenta um conjunto de desvantagens, tais
como: as amostras com alta hidrofilicidade sdo parcialmente extraidas pelo
solvente organico, resultando em perda do analito, as impurezas do solvente sé&o
concentradas junto com a amostra, necessitando o emprego de solventes
ultrapuros, possibilidade de formacédo de emulsdes. Independentemente destas
desvantagens, a LLE é considerada uma técnica classica de preparo de amostra e
tem sido ainda muito aplicada em analises de diversos tipos de substancias
presentes em fluidos biologicos, por resultar em extratos satisfatoriamente limpos

e com alta seletividade para alguns analitos, além de ser muito robusta. Sendo
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assim, a LLE é considerada a técnica “gold standard” para extragdo do OME em
amostras de plasma (BOSCH et al., 2007).

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método para analise do OME e seus metabdlitos
(HOME e OMES) por HPLC-UV utilizando a LLE como técnica de preparo de

amostra.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar as condic¢des para anélise do OME e metabdlitos por HPLC-UV;

e Avaliar a LLE, técnica gold standard, para a extracdo do OME e metabdlitos
em amostras de plasma avaliando os seguintes parametros: tipo e volume
de solvente orgéanico, tempo e tipo de agitacéo;

¢ Validar o método desenvolvido quanto aos parametros: linearidade, limite de
quantificacdo, exatidao, precisao, recuperacéo, estabilidade e seletividade;

e Aplicar o método validado em amostras de plasma de pacientes em

tratamento com OME e submetidos a cirurgia bariatrica no HC-FMRP/USP.

3. Material, Casuistica e Métodos
3.1 Equipamentos

A andlise do OME foi realizada em um cromatografo a liquido modelo
Shimadzu (Kyoto, Japdo) composto por uma bomba LC-20T, injetor SIL-10AF,
forno CTO-10A, detector SPD-M10A, operando em 302 nm, controladora CBM-
10A, desgaseificador DGU-20A5R, valvula LPGE Kit e software LC Solutions —
marca Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

Para o preparo das solucdes foi empregada agua ultrapura obtida do sistema
Master Modelo MS 2000 (Gehaka, Brasil). A balanca analitica utilizada nos
procedimentos de pesagem foi da marca Sartorius, modelo MSU225P (Goettingen,
Alemanha). A homogeneizagéo das solucdes foi feita em um agitador de tubos lka

(vértex), modelo MS 3 digital (Staufen, Alemanha). Para a realizacdo das extragdes
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foi utilizada uma centrifuga Hitachi, modelo HIMAC CF 15D2 (Téquio, Japéo) e
mesa agitadora pendular (shaker) Tecnal, modelo TE 241 (Piracicaba, Brasil).

3.2 Reagentes e solventes

O OME (pureza > 98%), OMES e HOME (pureza > 95%), e fenacetina
(pureza > 98%) utilizados para o preparo das solu¢cdes padrao foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

O metanol (grau HPLC) utilizado no preparo das solugdes padrdes e de
trabalho e a acetonitrila (grau HPLC) empregada na composi¢do da FM foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Foi utilizado hidréxido de sodio (NaOH) (Mallinckrodt Chemicals, Estado do
México, México) e os solventes organicos acetato de etila (Mallinckrodt Baker AS,
Cidade do México, México), éter metil-terc-butilico (MTBE) (JT Baker, Center
Valley, EUA) (grau analitico), &lcool isopropilico (Sigma, St. Louis, EUA), éter
isopropilico, hexano (Tedia, Fairfield, EUA) e acetona (Macron Chemicals, Center
Valley, EUA) (grau HPLC).

3.3 Coluna e condi¢Bes cromatogréaficas para analise do OME e metabdlitos

Foi utilizada a coluna cromatografica Zorbax Eclipse XDB - C18 (25 cm x 4,6
mm, particulas de 5 um) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e coluna de
guarda Zorbax Eclipse XDB - C18 (12,5 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um) (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA).

3.4 Solucdes padrédo de OME e metabdlitos e padréo interno

Uma solucéo estoque do OME e metabdlitos (HOME, OMES) foi preparada
na concentracdo de 1 mg/mL em metanol (grau HPLC) para cada analito. A partir
destas solucdes foram preparadas as solucdes de trabalho, contendo os trés
analitos em uma mesma solugdo, nas concentracdes de 0,8; 1,6; 4,0; 8,0; 20,0;
30,0 e 40,0 pg/mL, tambéem em metanol (grau HPLC). A fenacetina, utilizada como
padrao interno (PI), foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL como solucdo
estoque em metanol e a solucdo de trabalho na concentracdo de 100 pg/mL

também em metanol. As solu¢des foram armazenadas a -20 °C, em frascos ambar.
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3.5 Amostras de Plasma

As amostras de plasmas, utilizadas para o desenvolvimento do método
foram obtidas do banco de sangue do Hospital Sao Francisco de Ribeirdo Preto de
doadores de sangue voluntarios sadios. Foram aceitas bolsas de plasma livres do
farmaco em questdo (plasma branco). A aplicacdo do método foi realizada em
amostras de plasma de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica internados no
HC-FMRP/USP. Todas as amostras foram coletadas e armazenadas a -20 °C até o
momento do uso. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Técnicas de
Separacao e Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos (FCFRP/USP).

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMRP-USP, processo 6695/2010 (anexos).

3.6 LLE

Previamente a etapa de extracdo dos analitos o plasma utilizado foi
centrifugado a 2300 x g por 15 minutos para sedimentacdo de qualquer material
particulado.

A LLE foi empregada com o objetivo de extrair o analito de interesse da fase
aguosa (plasma) para a fase organica (solvente extrator). Assim, para avaliar as
condicBes de preparo da amostra, os experimentos foram realizados transferindo-
se 500 uL de plasma branco (sem o analito de interesse) previamente centrifugado,
50 pL da solucéo de trabalho de OME e metabdlitos na concentracao de 40,0 pg/mL
para um tubo de fundo redondo. Posteriormente foram acrescentados 50 pL de
solucéo de PI (100 pg/mL) e 50 pL de NaOH 200 mM. Em seguida, foi realizada a
LLE com adicdo de 2,5 mL do solvente extrator (solventes testados: acetato de
etila, MTBE, 1SO, ACE, éter isopropilico e hexano). Apés a extracdo, a fase
organica foi transferida para um tubo cénico e evaporada e o residuo dissolvido em
200 pL de fase movel. Os ensaios também foram realizados com plasma nédo
fortificado (plasma branco, sem solugcédo padrédo de OME e PI) para verificar a
presenca de interferentes na matriz bioldégica. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

Além dos solventes extratores também foi avaliado o tipo de agitacdo, por
vortex ou mesa agitadora, e o tempo de agitacdo. A figura 1-1 apresenta um
fluxograma detalhado do procedimento de extracéo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fase

37

Figura 1.1: Fluxograma referente ao procedimento de extracdo do OME e
metabolitos em amostras de plasma por LLE.

500 pL de plasma, previamente centrifugadao +50 plL
solucio de OME e metabolitos + 50 pL solucio de P
e 50 pL de MaCH 200 mM
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agitadora pendular

= ,J
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Centrifugar 2300 x g a 4°C por 15 min

| |

Fase organica: recolher, transferir Fase aguosa: desprezar
para um tubo conico. Evaporar o
solvente sob fluxo de ar comprimido

|

Dissolver residuo em 200 pL de fase
mavel

Agitar em varex

H Agitar por 30 segundos em virtex

-

Analise cromatografica por HPLC
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500 pL de plasma, previamente centrifugado +50 pL
solucio de OME e metabdlitos + 50 pL solugio de P
e 50 puL de MaCH 200 mM

Agitar em vértex por 20 segundos

2.5 mL de solvente extrator

Agitar em mesa

agitadora pendular | = Agitarem vortex

e A
"'\-\.._Y_,-F"
Centrifugar 2300 x g a 4°C por 15 min
Fase orgdnica: recolher, transferir Fase aguosa: desprezar

para um tubo cénico. Evaporar o
solvente sob fluxo de ar comprimido

.

Dissolver residuo em 200 pL de fase
movel

. Agitar por 30 segundos em virtex
Analise cromatografica por HPLC

Fonte: Prépria autoria.

3.7 Validacédo do método analitico

A validacdo do método analitico € primordial para determinar a capacidade
deste método em produzir resultados confiaveis e interpretaveis para que possa ser
aplicado na rotina laboratorial. A validacdo dos métodos desenvolvidos neste
trabalho foi baseada na RDC n° 27 de 17 de maio de 2012, ANVISA (Brasil, 2012).

Os parametros avaliados para extracdo do OME e metabdlitos foram:
seletividade, efeito residual, linearidade, limite de quantificacéo, precisdo, exatidao,
estabilidade (ciclos de congelamento e descongelamento, curta duragéo, longa
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duracdo, pos-processamento e estabilidade do analito e Pl em solugédo) (ANVISA,
2012).

3.7.1 Seletividade

A seletividade analisa a capacidade do método em identificar e diferenciar o
analito de interesse e o Pl na presenca de outros componentes enddégenos do
material biolégico ou interferentes que possam estar presentes na amostra
(ANVISA, 2012). A seletividade foi mensurada através da analise de seis fontes
distintas de plasma branco, sendo quatro amostras normais, uma lipémica e uma
hemolisada. Estas amostras foram submetidas ao procedimento de extragcao
descrito na figura 1.1.

Além disso, por se tratar de pacientes com diversos distlrbios metabdlicos
e que fazem uso de varios farmacos que foram administrados concomitantemente
ao OME é de primordial importancia avaliar estes farmacos como possiveis
interferentes. Sao eles: atenolol, acido folico, anlodipina, bupropiona, captopril,
carbonato de calcio, clortalidona, ciclobenzaprina, diclofenaco, dipirona, enalapril,
fluoxetina, furosemida, hidroclorotiazida, lansoprazol, losartana, metformina,
metildopa, nimesulida, paracetamol, propanolol, sertralina, sinvastatina, T4,
topiramato, tramadol e vitaminas C, D3 e E.

Para isto, 50 pL da solucao de cada um destes farmacos foram transferidos,
separadamente, para tubos conicos. O solvente foi evaporado sob fluxo de ar
comprimido e o residuo dissolvido em 200 pL de FM e realizada a analise
cromatografica nas mesmas condi¢cdes estabelecidas para analise do OME e
metabdlicos. Apds andlise, os farmacos que apresentaram tempo de retencao
semelhante ou proximo ao OME, seus metabdlitos e Pl foram adicionados ao
plasma e estas amostras foram submetidas ao procedimento de extracao descrito
na figura 1.1 e realizada a andlise cromatografica. Novamente os tempos de

retencdo foram comparados com os tempos do OME, metabdlitos e PI.

3.7.2 Efeito residual (carryover)
O efeito residual é o aparecimento ou aumento do sinal do analito ou PI
causado por contaminacao oriunda de amostras analisadas previamente (ANVISA,

2012). A avaliagéo do efeito residual foi realizada pela analise de uma amostra de
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plasma branco seguida da injecdo de uma amostra de plasma enriquecida na
concentracdo equivalente ao LSQ (limite superior de quantificacédo) e na sequéncia
a injecao de duas amostras de plasma branco, todas submetidas ao procedimento

de extracdo descrito na figura 1.1.

3.7.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de uma
determinada faixa de aplicagdo (ANVISA, 2012).

Para avaliar a linearidade do método, 500 puL de plasma branco foram
fortificados com 50 pL da solucdo padrdo do PI (100 pg/mL) e 50 pL das solucdes
de trabalho de OME e metabdlitos nas concentracfes do LIQ, do CQB, do CQM,
do CQA e do LSQ de acordo com a tabela 1.1. Em seguida as amostras foram

submetidas ao procedimento de extragéo descrito na figura 1.1, em triplicata.

Tabela 1.1: Concentracfes plasmaticas do OME e metabalitos.

Solugao de trabalho Concentracao Definicdes
(rg/mL) plasmatica (ng/mL)

0,8 20 LIQ - Limite inferior de quantificacdo

1,6 40 CQB - controle de qualidade de
concentracao baixa

4,0 100

8,0 200 CQM - controle de_qualidade de

20,0 500 concentracao média

30,0 750 CQA - controle de qualidade de
concentracao alta

40,0 1000 LSQ - limite superior de quantificagéo

Fonte: Propria autoria.

O gréfico de linearidade foi construido plotando-se no eixo das abscissas 0s
valores de concentracéo plasmatica e no eixo das ordenadas a razdo entre a area
do OME e de cada metabdlito pela area do PI. A analise estatistica dos dados foi
avaliada por regressao linear, pelo método dos minimos quadrados para calcular a
equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r). A adequacdo do método foi
realizada pela andlise de variancia ANOVA Lack of Fit (LOF), com o calculo dos
valores de F e p, com nivel de confianca de 95%. Os calculos estatisticos foram

realizados no programa MINITAB Release versédo 14.1.
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3.7.4 Precisao e exatidao

A precisao do método analitico € descrita como a proximidade dos resultados
obtidos repetidamente sendo expressa como o0 desvio padrao relativo (DPR) ou
coeficiente de variacdo (CV%). Enquanto que a exatiddo é definida como a
concordancia de um valor obtido com um valor de referéncia e € expresso pelo erro
padrao relativo (EPR%) (ANVISA 2012). A preciséo e exatidao intraensaios foram
mensuradas por repeticdes feitas em um mesmo dia, apos a fortificacdo de 500 pL
de plasma branco com 50 pL do OME e metabdlitos nas concentragdes do LIQ,
CQB, CQM e CQA e 50 pL do PI, avaliadas em quintuplicata. Enquanto que a
precisédo e exatiddo interensaios foram determinadas em trés dias consecutivos,
nas mesmas concentracdes citadas acima, também em quintuplicata. Apds analise
cromatografica os valores de CV% e EPR% foram calculados conforme as
equacdes 1 e 2, sendo aceitos valores de CV% e EPR% < 15%, exceto para o LIQ,
sendo admitidos valoress 20% (ANVISA, 2012).

Equacéo (1)

B Estimativa de desvio padrdo
(Concentra:;ﬁa média experimental J * 100

Equaco (2) EPR = (Cuncentragﬁn médigce:feenr:::glaln;r:liannaclzentragﬁo rmminal)
3.7.5 Estabilidade

O ensaio da estabilidade é executado para comprovar que as etapas de
preparo, analise e armazenamento da amostra ndo prejudicam a concentracéo do
analito em estudo (ANVISA, 2012). A avaliacdo da estabilidade foi realizada
fortificando-se 500 pL de plasma com 50 pL de OME e metabdlitos nas
concentracdes plasmaticas do CQB (40 ng/mL) e CQA (750 ng/mL) (n=3). Logo
apos, as amostras foram submetidas as diferentes condicbes para andlise da
estabilidade. Os calculos da concentracdo das amostras submetidas ao estudo de
estabilidade foram realizados baseados em uma curva analitica extraida, na faixa
de concentracdo de 20 — 1000 ng/mL. Ap0s isto foram calculados 0 CV% e do EPR
% e as amostras foram consideradas estaveis quando ndo foram obtidos valores

superiores a 15 %.

=100
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A) Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras de plasma fortificadas nas concentracfes plasmaticas do CQB
e CQA foram congeladas a -20 °C por 12 horas e posteriormente descongeladas a
temperatura ambiente, e novamente congeladas a -20 °C completando-se um ciclo.
Depois de trés ciclos de congelamento e descongelamento foram adicionados 50
uL do PI nas amostras e em seguida submetidas ao procedimento de extracédo

descrito na figura 1.1.

B) Estabilidade de curta duracéo

Este procedimento avalia o tempo que o analito de interesse resiste a
temperatura ambiente na qual a amostra sera processada e analisada. Assim, as
amostras fortificadas foram mantidas a temperatura ambiente por 5 horas, para so
entdo serem extraidas conforme procedimento descrito na figura 1.1. O periodo de
5 horas foi adotado, pois foi 0 tempo total necessario para executar todo o

procedimento de extracao e iniciar a injecao das amostras.

C) Estabilidade de longa duracéo

Este ensaio avalia a estabilidade da amostra fortificada submetida ao
congelamento e armazenamento por um periodo maior que o intervalo de tempo
entre a primeira coleta das amostras em estudo e a avaliacdo da Ultima amostra
coletada (periodo de aproximadamente 180 dias). Assim, as amostras fortificadas
foram armazenadas a -20 °C por seis meses, e entdo submetidas ao procedimento

de extracao descrito na figura 1.1.

D) Estabilidade p6s-processamento (auto-injetor)

As amostras de plasma fortificadas foram submetidas ao procedimento de
extracdo descrito na figura 1.1 e acondicionadas no injetor automatico do
equipamento de HPLC por um periodo total de 14 horas, onde permaneceram em
stand-by. Ao final deste periodo as amostras foram injetadas. Este periodo de 14
horas foi adotado, visto que foi o tempo total em que a Ultima amostra era injetada,

ou seja, 0 tempo total de espera entre a primeira e a Ultima injecéo.
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E) Estabilidade do analito e Pl em solugéo

Avalia a estabilidade do analito de interesse, bem como do PI, nas solu¢cdes
padrdo, em metanol, durante seu armazenamento ao longo de todo estudo. Assim,
foram analisadas as solugfes de trabalho nas concentragbes de 0,8 a 40 pg/mL
que correspondem as concentra¢des plasmaticas de 20 a 1000 ng/mL no inicio do
desenvolvimento do estudo e apos o final do estudo, ou seja, apds 6 meses de
armazenamento a -20 °C. ApoOs realizadas as analises nas solucbes padrbes
armazenadas e recém-preparadas, foi calculado o CV % e EPR % e as amostras
foram consideradas estaveis quando néo foram obtidos valores superiores a 10 %.

3.8 Aplicacdo do método

O presente trabalho foi realizado com a contribuicdo do Departamento de
Cirurgia e Anatomia do HC-FMRP/USP, que cedeu contato direto com os pacientes
internados no HC-RP. Assim, apds o desenvolvimento e validacao do método, este
foi aplicado em amostras de plasma de 20 pacientes que fazem uso de OME (40
mg) e que foram submetidos a cirurgia bariatrica do tipo Gastroplastia com
Derivacdo Gastrojejunal em Y-de-Roux (RYGB, do inglés: Roux-en-Y gastric
bypass). A primeira coleta de amostra de sangue foi realizada um dia antes do
procedimento cirdrgico e a segunda coleta foi realizada 30 dias ap6s a cirurgia
bariatrica em varios tempos (figura 1.2). Também foram coletadas amostras de 5
voluntéarias sadias com IMC normal (entre 18,5 e 25), e que ndo fazem uso do OME,
nos mesmos tempos de coleta. Tais amostras foram utilizadas como grupo controle.
O sangue total foi colhido com anticoagulante heparina e as amostras centrifugadas
para separacao do plasma, que foi armazenado em freezer -20°C até o momento

da analise.
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Figura 1.2: Fluxograma referente a coleta de sangue nos pacientes submetidos a
cirurgia bariatrica que fazem uso do OME.

pacientes
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Fonte: Propria autoria.

3.9 Analise dos dados e célculos

A analise dos dados obtidos foi realizada comparando-se os tempos de
coleta. O teste t de Student ndo pareado foi utilizado para avaliar a significancia
entre os grupos testados e controle amostra A (O min) em um nivel de significancia
(p<0,05). Todas as analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad

Prism verséao 5.0.

4. Resultados e discusséo
4.1 Determinacéo das condi¢cdes analiticas

Para composi¢cao da FM foram avaliadas diferentes propor¢des de solvente:
ACN:agua (70:30, v/v); ACN:agua (75:25, viv); ACN:agua (50:50, v/v); ACN:agua
(30:70, v/iv) e ACN:agua (20:80, v/v). ApoGs a avaliacéo de diferentes composi¢coes

de FM, a condicdo que resultou em uma andlise adequada em relacéo ao tempo
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de retencao e eficiéncia do OME, HOME e OMES foi a FM composta por ACN:agua

(30:70, viv), vazdo de 1mL/min e deteccdo em 302 nm (figura 1.3).

Figura 1.3: Cromatograma referente a analise do HOME, OME e OMES em
solucdo padrdo (40 pg/mL). Condi¢cbes cromatogréficas: coluna Zorbax Eclipse
XDB - C18 (25 cm x 4,6 mm, particulas de 5 um) e coluna de guarda Zorbax Eclipse
XDB - C18 (12,5 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um). FM: ACN: agua (30:70, v/v),
vazéo de 1mL/min e deteccdo em 302 nm. Os picos com o tempo de 4,5; 8,3; 11,2;
16,8 min correspondem a HOME, PI, OME e OMES respectivamente.

Detector A 302nm

11,248

= OME

3 ~OMES
10+

16,84

Fonte: Analise de dados por Software Labsolutions.

4.2 Padrao interno (PI)

O PI é uma substancia diferente do analito de interesse, que é adicionada a
amostra a ser quantificada para assessorar no processo de quantificacéo e corrigir
os erros decorrentes de perdas que podem existir durante o processo de extracao
do farmaco da matriz biologica (RIBANI et al., 2004). O Pl deve apresentar algumas
caracteristicas como: estar completamente separado dos demais compostos
presentes na amostra, eluir proximo ao analito de interesse, ndo estar presente na
amostra original, ndo reagir quimicamente com a amostra e estar aproximadamente
na mesma concentracdo do componente a ser quantificado (ALMANSA-LO et al.,
2001).

Dentre os farmacos avaliados, a fenacetina foi a que atendeu a todos os
critérios importantes para escolha do PI, portanto, este foi selecionado como PI

para a quantificacdo do OME. Nas condi¢cfes analiticas selecionadas para analise
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do OME e de seus metabdlitos, a fenacetina apresentou tempo de retencédo de 8,3
min (figura 1.3).

43 LLE

O preparo de amostra € uma etapa critica do processo analitico e tem como
objetivos adquirir uma subfracdo da amostra original, livre de interferentes (clean
up) e concentrar o analito de interesse (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). O
ideal é que esta etapa seja um procedimento simples, ndo apenas com o objetivo
de reduzir o tempo do processo analitico, mas também porque quanto maior o
namero de passos envolvidos, maior a chance de se introduzir erros.

O OME é uma base fraca (pKai1 = 4,2 e pKaz=9,0) que para ser particionado
e extraido com maior facilidade pelo solvente organico, precisa estar na forma nao
ionizada (forma molecular), ou seja, a fase aquosa precisa ter seu pH ajustado para
alcalino, assim os analitos de interesse (OME, HOME e OMES) terdo maior
afinidade pela fase organica. Portanto, o pH da amostra foi ajustado com a adicdo
de 50 pL de uma solucdo de NaOH 200 mM atingindo-se deste modo o pH final de
10,0.

Para avaliar o solvente mais adequado para a extracdo, foram testados
diferentes tipos de solventes organicos nas seguintes condi¢des: 500 uL plasma,
50 pL solucao de OME, 50 uL PI, 50 uL NaOH 200 mM, 2,5 mL de solvente extrator,
35 minutos de agitacdo em mesa agitadora, centrifugacédo 2300 x g a 20°C por 15
min. A figura 1.4 apresenta os graficos de recuperacdo do OME, HOME e OMES,
onde é possivel observar que o solvente que apresentou maior porcentagem de
recuperacdo para os trés analitos foi o MTBE, sendo este o solvente extrator
utilizado no método, seguido pelo acetato de etila, entretanto apesar da melhor
toxicidade apresentada pelo segundo solvente, este apresenta taxa de evaporacao
muito elevada (450) o que aumentou o tempo da extragao inviabilizando seu uso

(Ficha de informagfes de segurancga de produto quimico, Quimidrol, 2007).
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Figura 1.4: Eficiéncia do processo de extracdo do OME, HOME e OMES por LLE
em amostras de plasma. O eixo Y representa a porcentagem de recuperacao do
OME apos LLE em relacdo ao controle (ndo extraido - controle = 100%), e o eixo X
0s solventes organicos avaliados.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5. Propria autoria.

Além do tipo de solvente, foi avaliada também a agitacdo das amostras.
Deste modo, foi comparada a agitacdo dos tubos em vortex, por 30 e 60 segundos
e em mesa agitadora (shaker), por 15, 25 e 35 minutos com o objetivo de favorecer
a particdo dos analitos para o solvente organico. Pode ser observado pelo grafico
da figura 1.5 que a mesa agitadora apresentou maior porcentagem de recuperacao
do OME e metabdlitos.

Figura 1.5: Avaliacdo da LLE assistida por vértex (A) e mesa agitadora (B) para
extracdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma em diferentes tempos. O
eixo Y representa a porcentagem de recuperacdo do OME apoés LLE e o eixo X os
diferentes tempos avaliados.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5. Propria autoria.

O emprego do vértex favoreceu a dispersdo do solvente organico na fase
aguosa. Porém, nao apresentou melhora na eficiéncia da extracdo do OME e

metabdlitos (figura 1.5A), onde foi obtida recuperagdo maxima de 58% com
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agitacao por 60 segundos. O uso da mesa agitadora promoveu ampla disperséo do
solvente organico na fase aquosa e apresentou melhora significativa na eficiéncia
da extracdo do OME e metabdlitos (figura 1.5B). Resultados semelhantes foram
obtidos para o OME e HOME por (FRERICHS; ZARANEK; HAAS, 2005) na qual a
agitacdo por 25 minutos em mesa agitadora apresentou melhores valores de
recuperacdo. Como nao houve diferenca estatistica entre os tempos de 25 e 35
minutos, foi escolhido o tempo de 25 minutos de agitacéo, onde foi obtido valor de
82% de recuperacao.

A tabela 1.2 apresenta as condi¢des de extracdo selecionadas para analise
do OME e metabdlitos em plasma e a figura 1.6 mostra o perfil cromatogréfico,
nestas condicfes, em uma amostra de plasma branco (sem o OME e metabdlitos)
e uma amostra de plasma fortificado com o OME, metabdlitos e Pl, apés

procedimento de extragao.

Tabela 1.2: Condi¢Bes de extracdo para andlise do OME e seus metabdlitos em
plasma por LLE.

Parametro Condicéo

Volume solucdo-padrdao OME e metabolitos 50 pL

Volume padréo interno 50 pL

Volume de plasma 500 uL

pH 10 50 puL de NaOH 200 mM
Solvente para extracao 2,5 mL MTBE

Tipo de agitagéo Mesa agitadora (shaker)
Tempo de agitacao 25 min

Fonte: Propria autoria.

Figura 1.6: Cromatogramas referentes a anélise de OME e seus metabdlitos em
amostras de plasma apés procedimento de extracdo por LLE, onde A representa
plasma branco e B o plasma fortificado, 1000ng/mL. Condi¢des cromatograficas:
vide figura 1.3. Os picos com os tempos de 4,5; 8,3; 11,2 e 16,8 min correspondem
ao HOME, PIl, OME e OMES, respectivamente.

Detecior A 3dnm B

Fonte: Analise de dados por Software Labsolutions.
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4.4 Validagcdo do método analitico
4.4.1 Seletividade
A seletividade do método foi avaliada em relacdo a capacidade de quantificar
o OME e metabdlitos na presenca de interferentes endégenos que possam estar
presentes no plasma. Assim, foram analisadas seis amostras de plasma branco de
fontes diferentes, sendo quatro amostras normais, uma lip€mica e uma hemolisada.
N&o foi observada a presenca de picos interferentes proOxXimos ou no mesmo tempo
de retencdo do OME e seus metabdlitos e do Pl como demonstrado na figura 1.6A.
Além disso, foram avaliados os farmacos coadministrados aos pacientes. De
todos os farmacos analisados, apenas a dipirona e o propranolol apresentaram
tempos de retencdo préximos ao tempo do HOME (4,5 min) e OMES (16,8 min)

respectivamente.

4.4.2 Efeito residual (carryover)

O efeito residual foi determinado pela avaliacdo de uma amostra de plasma
branco seguida da injecdo de uma amostra de plasma fortificada na concentracéo
do LSQ (1000 ng/mL) e na sequéncia a injecdo de duas amostras de plasma
branco, sendo todas submetidas ao processo de extracado e, apos a analise nao foi

observado efeito residual.

4.4.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada em sete niveis de concentracao
plasmatica (20, 40, 100, 200, 500, 750 e 1000 ng/mL), em triplicata, fortificando-se
500 pL de plasma juntamente com o Pl, na concentracdo de 100 pg/mL e
submetendo as amostras ao procedimento de extracdo descrito na figura 1.1.

A correlacdo entre a concentragdo e a razao entre as areas do OME, HOME
e OMES e PI foi feita por regressao linear, pelo método dos mininos quadrados
obtendo-se assim a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo (r). Este
coeficiente € um dos parametros aplicados na avaliacdo do ajuste da curva e é
definido pela razdo da covariancia entre a concentracdo (abscissa) e o sinal
analitico (ordenada) (FERREIRA, 2013). Os coeficientes de correla¢édo obtidos para
as retas atendem as normas estabelecidas (r 2 0,99). No entanto, apenas o valor

do r ndo é suficiente para garantir a adequacao do ajuste linear a
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curva analitica. Uma curva bem ajustada devera apresentar erros com distribuicdo
uniforme, auséncia de amostras atipicas (RIBEIRO et al., 2008), e a disperséo das
medidas (valores de y) deve ser independente da concentracdo do padrdo de
calibragdo, seguindo uma distribuicdo normal, propriedade conhecida como
homocedasticidade.

A homocedasticidade da regresséao linear pode ser avaliada pelo teste de
ajuste do modelo, pela observacao do gréafico de residuos versus concentracdo ou
pela aplicagéo do teste F de significancia, calculado pela razéo entre as variancias
da menor e da maior concentragédo da faixa linear de concentragédo que deve ser
menor que o F tabelado, o que indica uma variancia constante da curva analitica
(CARDOSO et al.,2010). Assim, a analise estatistica dos dados foi feita pela andlise
de variancia ANOVA Lack of Fit, com calculo dos valores de F e p com nivel de
confianca de 95%. Os dados obtidos para as curvas de calibracdo analitica,
incluindo valor de F tanto tabelado quanto o calculado, e o valor de p, mostram que
o modelo linear de regressao estd bem ajustado para HOME e OME e, portanto,
pode ser aceito (tabela 1.3).

Tabela 1.3: Linearidade do método para analise do OME e de seus metabdlitos em
plasma.

Faixa Linear Equacéo linear r ANOVA Lack of
(ng/mL) fit
F P
OME Y =0,0047x + 0,0021  0,9997 1,48 0,259
HOME 20 - 1000 Y =0,0009x — 0,0071  0,9996 0,68 0,646
OMES Y =0,0021x - 0,0008  0,9997 2,53 0,000

r= coeficiente de correlacéo, F tapelado (0,05) = 2,60
Fonte: Propria autoria.

4.4.4 Precisao e exatidao

A precisao e exatidao foram avaliadas em quintuplicata com a fortificacao de
500 pL de plasma branco com 50 uL do OME e metabdlitos nas concentracdes do
LIQ, CQB, CQOM e CQA e 50 pyL do PIl. As amostras foram submetidas ao
procedimento de extracdo descrito na figura 1.1 e o coeficiente de variagdo (CV %)
e 0 erro padrao relativo (EPR %) foram calculados. A precisdo e exatidao
intraensaios foram realizadas em um mesmo dia, enquanto que as interensaios

foram
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determinadas em trés dias consecutivos. Conforme podem ser observados nas
tabelas 1.4, 1.5 e 1.6 os valores obtidos estdo dentro dos recomendados pela
ANVISA, (LIQ <20% e CQB, CQM e CQA < 15%).

Tabela 1.4: Precisao e exatidao intraensaios e interensaios do método para analise
de OME, por LLE.

INTRAENSAIOS INTERENSAIOS
Concentragdo Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatidado
nominal obtida CV (%) EPR (%) obtida CV (%) EPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LIQ 20 19,6 2,7 -1,7 19,9 5,1 -0,4
CQB 40 36,3 6,6 -9,2 38,7 7,3 -3,2
CQM 500 504,8 1,4 1,0 507,9 1,3 1,6
CQA 750 766,9 3,0 2,2 748,5 2,3 -0,2

Fonte: Propria autoria.

Tabela 1.5: Precisao e exatidao intraensaios e interensaios do método para analise
de HOME, por LLE.

INTRAENSAIOS INTERENSAIOS
Concentragcdo Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatidao
nominal obtida (ng/mL) CV (%) EPR (%) obtida (ng/mL) CV (%) EPR (%)
(ng/mL)
LIQ 20 23,7 2,0 18,5 22,8 7,0 14,0
CcQB 40 444 1,2 11,0 41,9 7,1 4,7
CQM 500 516,4 2,7 3,3 498,2 7,2 -0,4
CQA 750 747,3 5,8 -0,4 752,3 2,4 0,3

Fonte: Propria autoria.

Tabela 1.6: Preciséo e exatidao intraensaios e interensaios do método para anélise
de OMES, por LLE.

INTRAENSAIOS INTERENSAIOS
Concentragdo Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatidao
nominal obtida CV (%) EPR (%) obtida CV (%) EPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LIQ 20 19,5 0,6 -2,5 22,3 11,0 11,7
CQB 40 37,0 55 -7,4 38,4 6,5 -39
CQM 500 502,7 0,9 0,5 497,9 5,0 -0,4
CQA 750 741,1 1,4 -1,2 753,9 1,8 0,5

Fonte: Propria autoria.

4.4.5 Estabilidade

A estabilidade foi determinada em dois niveis de concentracédo plasmatica,
CQB (40 ng/mL) e CQA (750 ng/mL) (n=3). As condicdes avaliadas foram
estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos),
estabilidade de curta duracdo (as amostras fortificadas foram mantidas a

temperatura ambiente por 5 horas e posteriormente extraidas), estabilidade de
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longa duracéo (as amostras fortificadas foram armazenadas a — 20 °C por seis
meses) e estabilidade pds-processamento (as amostras extraidas foram mantidas
por 14 horas dentro do injetor automatico até serem injetadas).

Uma curva analitica no intervalo de concentracdo plasmatica de 20 — 1000
ng/mL auxiliou na quantificacdo das amostras que foram avaliadas e
posteriormente foram calculados 0 CV % e EPR %. Os valores obtidos demonstram
gue o OME e metabdlitos apresentaram estabilidade apds serem submetidos aos
testes de estabilidade propostos com precisdo e exatiddo inferior a 15% como
exigido pelos guias de validacao (ANVISA, 2012) (Tabela 1.7).

Tabela 1.7: Estabilidade das amostras para determinacdo de OME, HOME e OMES
por LLE.

Congelamento e Curta duragéo (5 Longa duragéo (6 P6s-processamento
descongelamento horas) meses) (14 horas)
. Concentracéo Precisé@o Exatid@o Precisdo  Exatidao Preciséo Exatiddo  Precisdo Exatidao
Analitos nominal CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%)
(ng/mL)
OME 40 5,2 -3,7 11,2 -3,4 4,2 2,7 6,3 2,1
750 3,6 -0,1 12,0 -5,4 8,5 51 6,6 0,1
HOME 40 8,4 -4,2 1,3 -11,7 51 2,9 11 -11,0
750 6,7 1,0 2,2 -0,1 9,7 5,9 3,7 1,3
OMES 40 6,3 -2,2 7,6 1,0 4,3 -0,1 5,6 -2,5
750 9,0 -0,5 3,3 -0,9 4,9 0,6 6,5 -2,7

Fonte: Propria autoria.

A estabilidade do OME e metabdlitos em solucao padréo foi mensurada nas
concentracfes de 20 a 1000 ng/mL (n=3) em solucdes recém-preparadas e em
solucbes preparadas e armazenadas por seis meses. A tabela 1.8 mostra, nas
concentracbes do CQB e CQA, que as solugcdes permaneceram estaveis com
valores de CV % e EPR % obtidos abaixo de 10 %, como recomendado pela Anvisa
(2012).
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Tabela 1.8: Estabilidade das soluc¢des padrdo de OME, HOME e OMES.

Solucgbes Solucgbes
recém preparadas a
preparadas 6 meses
Analitos Concentragao Exatid&do Exatidao Preciséo
nominal (ng/mL) EPR (%) EPR (%) CV (%)

OME 40 -3,0 3,9 5,0
750 3,9 -2,1 3,9
HOME 40 -4,8 6,0 6,8
750 -0,1 0,3 3,1
OMES 40 55 9,7 7,6
750 4,4 -1,9 7,7

Fonte: Propria autoria.

4.4.6 Determinacdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma de
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica

A fim de mostrar a aplicacdo do método, este foi utilizado para a
qguantificacdo do OME e seus metabdlitos em amostras de plasma de 20 pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica. A figura 1.7 apresenta um cromatograma
exemplificando a analise de uma amostra de plasma de paciente pés cirdrgico,

coletada 90 minutos ap6s a administracdo oral de 40 mg de OME.

Figura 1.7: Cromatograma correspondente a amostra de plasma de paciente,
coletada 90 minutos ap6s a administracéo oral de 40 mg de OME, sendo HOME
(4,651 min), Pl (8,313 min), OME (11,472 min) e OMES (17,942 min),
respectivamente no periodo pré operatorio. Condi¢cdes cromatograficas: vide figura
1.3.
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O método foi aplicado com sucesso nas amostras de plasma dos 20
pacientes. O teste t de Student foi aplicado e demonstrou que as concentracdes
plasmaticas foram significativamente menores a partir do tempo de coleta E (90
min) nas amostras coletadas apds a cirurgia, quando comparado as amostras
coletadas em mesmo tempo no periodo anterior a cirurgia. Neste estudo a
concentracdo plasmatica do OME foi menor no periodo pdés-operatério em
comparacao com 0 pré-operatorio e ao grupo controle. Assim, devido a menor
absorcdo do OME, consequentemente a concentracdo de seus metabdlitos
também foi inferior no pos-operatério (COLLARES-PELIZARO et al., 2017). Esta
reducdo pode ser consequéncia da mudanca anatdmica e fisiolégica no trato
gastrointestinal apés a cirurgia bariatrica que podem afetar a farmacocinética da
absorcdo de medicamentos recebidos pelos pacientes. (GESQUIERE et al., 2016)
conduziram um estudo semelhante em pacientes bariatricos para investigar a
absorcdo de posaconazol, um farmaco antifngico também metabolizado pelo
CYP3A4. Os pesquisadores observaram uma queda nas concentracfes
plasmaticas do farmaco nas coletas realizadas em até 9 meses apos a cirurgia, e
concluiram que o procedimento cirargico esta associado a mudanca na absorcéo
de alguns medicamentos.

Por outro lado, Tandra et al., (2013) realizaram um estudo para verificar a
absorcdo do OME e outros farmacos também metabolizados pelo CYP3A, em
pacientes que passaram pela cirurgia ha pelo menos um ano. Eles verificaram que
nao houve diferenca nas concentracdes plasmaticas dos farmacos analisados entre
0S pacientes e o grupo de voluntarios sadios. Porém, relatam que a CYP3A
presente na parede intestinal que € eliminada parcialmente através da cirurgia
bariatrica do tipo RYGB, é responsavel por 50% da metabolizacdo de diversos
farmacos, dentre eles o0 OME. Os autores concluiram que a parede intestinal do
jejuno desses pacientes sofreu adaptacdo alguns meses ap0s a cirurgia bariatrica
e, como foi observado, estes pacientes conseguiram reverter a absor¢cdo do OME
para concentracfes proximas ou até superiores as obtidas em voluntarios sadios.
Para Tandra et al., (2013) seria necessario conduzir um estudo com periodo mais

préximo a cirurgia, visto que o estudo foi realizado apds um ano do procedimento.
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Assim, os dados apresentados pelos pesquisadores sobre a CYP3A
corroboram com os resultados obtidos no presente estudo que foi conduzido entre

30 e 60 dias apo6s o procedimento cirargico.

5.0 Conclusdes

Neste estudo foi desenvolvido e validado um método para quantificacdo do
OME e metabolitos em amostras de plasma de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica empregando a LLE. Este método foi linear, preciso e exato com LIQ de
20 ng/mL. Quando comparado outros métodos descritos na literatura com LIQ
semelhante, o presente método apresentou vantagens como menor consumo de
amostra biologica (500 puL) metade do volume descrito bem como, menor volume
de solvente extrator, cerca da metade do volume adotado em outros estudos (2,5
mL) (SHIMIZU et al., 2006b; NOUBARANI et al., 2010; AHMED; ATIA, 2015b).
Assim, o método desenvolvido apresenta valores otimizados dos volumes de
solvente e amostra. Além disso, 0 método desenvolvido permitiu sua aplicacdo com
éxito em amostras reais de pacientes que fazem uso do OME no periodo pré e pés
cirdrgico, auxiliando no tratamento destes pacientes, visto que sua concentracao

pode ficar comprometida em fun¢éo do procedimento cirdrgico.
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RESUMO

A DLLME é uma técnica de extracdo desenvolvida por Rezaee et al., (2006) com
aplicacao inicial em amostras ambientais como a agua. Sua execucdo com
amostras mais complexas como o plasma € relativamente recente e pouco utilizada
devido a baixa seletividade e eficiéncia na eliminacao de interferentes presentes na
matriz. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar a OS-DLLME com
auxilio de um delineamento experimental para a extracdo do OME e metabdlitos e
posterior aplicagcdo em amostras de plasma de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica. A determinacdo do OME e metabdlitos foi realizada em um cromatografo
a liquido acoplado a um espectrobmetro de massas em uma coluna cromatografica
Zorbax Eclipse XDB - C18 (25 cm x 4,6 mm, particulas de 5 um) (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e coluna de guarda Zorbax Eclipse XDB - C18
(12,5 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um), FM composta por ACN:tampéao formiato
de aménio 10 mM pH 8,5 (50:50, v/v), vazdo 0,4 mL/min. A DLLME foi avaliada
utilizando 400 uL de plasma e um procedimento de pré-tratamento com 500 pL de
ISO. Apés isto, 800 pL de sobrenadante foram coletados e realizada a OS-DLLME.
Para a OS-DLLME foram avaliadas a influéncia do tipo e volume de solvente
extrator, pH, forca ibnica do meio, tempo de agitacdo, tempo de centrifugacéao,
volume de diluicdo da amostra e volume de amostra sobre eficiéncia da extragao
usando um delineamento experimental Plackett Burmann seguido pelo CCD. As
condic¢des otimizadas foram: 400 pL de plasma, 2,5 mL de solugéo tampéao, 120 pL
de cloroférmio, 500 puL de 1SO, 0% de NaCl, 5 minutos de centrifugacdo, sem
agitacdo das amostras, a qual proporcionou recuperacao média de 86 % para OME,
OMES e PI e 65% para HOME. Posteriormente, o método foi validado e aplicado
com sucesso para analise de amostras de plasma de 5 pacientes submetidos a
cirurgia bariatrica, no periodo pré e pés-cirurgico.
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ABSTRACT

DLLME is an extraction technique developed by Rezaee (2006) with initial
application in environmental samples such as water. Its execution with more
complex samples like the plasma is relatively recent and little used due to the low
selectivity and efficiency in the elimination of interferents present in the matrix. An
important step prior to DLLME should be the sample preparation step that assists in
the detachment of the analyte from plasma proteins, a factor that decreases
recovery. Thus, the objective of the present study was to develop the OS-DLLME
LC-MS/MS method with the aid of an experimental design for the extraction of OME
and metabolites and subsequent application in plasma samples of patients
submitted to bariatric surgery. Analysis of OME and metabolites was performed on
a liquid chromatograph coupled to a mass spectrometer on a Zorbax Eclipse XDB -
C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 um) column with pre-column guard cartridge. The mobile
phase consisted of a mixture of acetonitrile: 10 mM ammonium formate buffer pH
8,5 (50:50, v/v), flow rate of 0.4 mL/min. The experimental design was developed to
reduce the number of experiments and to consider the simultaneous interaction of
variables to achieve true optimal points. DLLME was evaluated using a pretreatment
procedure with 400uL of plasma and 500uL of isopropyl alcohol. After that, 800 pL
of supernatant was collected and performed at DLLME. For DLLME, the influence
of extractor and dispersion solvent type and volume, pH, ionic strength of medium,
agitation time, centrifugation time, sample dilution volume and sample volume on
extraction efficiency were evaluated by means of an experimental design Plackett
Burmann continued by a central composite design. Plasma, chloroform and
isopropy! alcohol volumes were significant. After the use of response surface
methodology, the optimum extraction condition was determined using the
desirability tool (D) in which the optimized conditions were: 400 uL of plasma, 2.5
ml of buffer solution, 120 uL of chloroform, 500 pL of isopropanol, 0% NaCl, 5
minutes centrifugation, without stirring the samples, which provided a mean
recovery of 86 % for OME, OMES and PI and 65 % for HOME. Subsequently, the
method was validated and successfully applied for analysis of plasma samples from
5 patients submitted to bariatric surgery, in the pre and post-surgical period.
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2.1 Introducéao

A DLLME, técnica de microextracado desenvolvida em 2006 por Rezaee et
al., tem sido abundantemente aplicada devido a sua simplicidade de operacéao,
rapidez, baixo custo e compatibilidade com diversos procedimentos analiticos
(Figura 2.1) (SARAJI; BOROUJENI, 2014; ZULOAGA et al., 2015).

Figura 2.1: Avancgo do numero de publicac¢des utilizando a DLLME como técnica
de preparo de amostra.
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Fonte: Propria autoria com dados obtidos do ScienceDirect (dispersive liquid-liquid microextraction,
12/10/2018).

Todavia, a aplicacao desta técnica de microextracdo tem sido largamente
executada para a extragdo de analitos em amostras ambientais pouco complexas
(SARAJI; BOROUJENI, 2014). Em contrapartida, o emprego da DLLME em
matrizes complexas como o plasma, soro, urina e alimentos ainda é escasso.

Assim, a aplicacdo da DLLME em plasma é uma abordagem ainda pouco
utilizada devido a baixa seletividade e eficiéncia de clean-up (CAMPONE et al.,
2013). Além disso, a porcentagem de recuperacdo dos analitos € baixa apds o
procedimento de extragdo devido a alta porcentagem de ligacdo dos farmacos as
proteinas plasmaticas (DE OLIVEIRA et al., 2008). Portanto, para aplicacdo da
DLLME a separacao do analito das proteinas plasmaticas € necessaria. Assim,
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abordar novas e diferentes estratégias para suplantar estas desvantagens e obter
uma amostra final livre dos interferentes da matriz e com boa recuperacdo é
preponderante.

Dentre as possiveis estratégias, destaca-se a precipitacdo e/ou
desnaturacdo de proteinas em amostras de plasma utilizando quantidades
adequadas de reagentes ou solventes organicos (SARAJI; BOROUJENI, 2014). A
precipitacdo de proteinas é um dos métodos mais utilizados para o pré-tratamento
de amostras complexas como soro e plasma (FLANAGAN; MORGAN; SPENCER,
2006; NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009). E uma etapa simples e de facil execucéo,
dispbe de um grande numero de agentes precipitantes acessiveis e resulta em
menor geracao de residuo ao final do processo (HO; PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2002). Porém, a precipitacdo de proteinas apenas separa 0S
analitos das proteinas plasméticas, ndo eliminando de forma efetiva os interferentes
da matriz e concentrando os analitos. Assim, uma técnica de extracdo subsequente
€ necessaria para este fim. Normalmente a precipitacdo de proteinas ocorre
durante o procedimento de extracdo, como na LLE, ou pode ser empregada
previamente a outros métodos de extracdo com o objetivo de favorecer a eficiéncia
da extracao (DE OLIVEIRA et al., 2008; BUENO; SILVA; QUEIROZ, 2011).

Este pré-tratamento pode ser realizado através da reducéo da solubilidade
das proteinas seja, pela modificacdo da solucdo com a adicdo de sais, como o
sulfato de amonio em altas concentragdes, ou pela modificacdo de solubilidade por
mudancas de carga das proteinas por adicdo de &cidos e bases, agentes
precipitantes aniénicos ou catibnicos, 0s quais ocasionam o rompimento entre a
ligacdo da proteina com o composto de interesse, liberando este ultimo para a fase
liguida da mistura (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009; FLANAGAN; MORGAN;
SPENCER, 2006; POLSON et al., 2003). Além disso, este pré-tratamento pode ser
realizado com a utilizacdo de solventes organicos como a ACN, ACE, ETOH,
MEOH e éter, que resultam na diminuicdo da constante dielétrica do meio, 0 que
leva & agregacao das proteinas por interacdes eletrostaticas entre superficies com
cargas de sinal oposto, acarretando a perda de solubilidade (PELEGRINE;
GASPARETTO, 2003). A desnaturacao das proteinas pode ser realizada também
com o aumento da temperatura da amostra. Assim, os grupos hidrofébicos sulfidrila

(SH-), inicialmente
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internos nas moléculas sdo expostos reagindo entre si e formando complexos
insoliveis (PELEGRINE; GASPARETTO, 2003). Outra alternativa de pré-
tratamento € a diluicdo da amostra bioldgica para reduzir o efeito da ultrafiltracéo
auxiliada pela centrifugacdo (REZAEE et al., 2010). Porém, neste processo, 0
farmaco permanece ligado as proteinas plasmaéticas.

Neste trabalho foram avaliados como pré-tratamento o procedimento de
precipitacdo proteica incubando amostras de plasma em diferentes valores de
temperatura, alteracdo do pH e forca idnica do plasma, ultrafiltracéo e a adicédo de
solventes organicos. Apos este procedimento foi realizada a OS-DLLME como
técnica de preparo de amostra.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método para determinacdo do OME e seus
metabdlitos (HOME e OMES) em plasma por LC-MS/MS utilizando a OS-DLLME
como técnica de preparo de amostra.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a OS-DLLME como técnica de preparo de amostra alternativa e
miniaturizada, para a extracdo do OME e metabdlitos em plasma por LC-
MS/MS;

e Avaliar as condi¢cdes para determinacdo do OME e metabdlitos por LC-
MS/MS: vazéo do gas de nebulizacdo e gas de dessolvatacdo, temperatura
da fonte de ionizacdo e do gas de dessolvatacdo, energia de colisdo,
voltagem do capilar;

e Avaliar os diferentes pré-tratamentos de amostra: precipitacdo proteica
incubando amostras de plasma em diferentes valores de temperatura,
alteracdo do pH e forca idnica do plasma, ultrafiltracdo e a adicdo de
solventes organicos;

e Avaliar e otimizar os parametros da OS-DLLME: tipo e volume de solvente
dispersor, tipo e volume de solvente extrator, tempo de extragédo, tempo de
agitacdo, tempo de centrifugacao, volume de diluicdo, forca idnica e pH da

amostra, com o auxilio de um delineamento experimental Plackett-Burmann
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seguido pelo delineamento composto central com otimizacao das variaveis.
e Validar o método desenvolvido por OS-DLLME quanto aos parametros:
linearidade, limite de quantificacdo, exatiddo, precisdo, recuperagao,
estabilidade, efeito matriz e seletividade;
e Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de plasma de
pacientes em tratamento com OME e submetidos a cirurgia bariatrica no
HCFMRP/USP.

3. Material, Casuistica e Métodos
3.1 Equipamentos

A analise do OME foi realizada em um cromatografo a liquido modelo
Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&do) composto por uma bomba LC-
10T, injetor SIL-10AF, forno CTO-10A, controlador CBM-10A, desgaseificador
DGU-20A5R, valvula LPGE Kit e um espectrdmetro de massas modelo Micromass
Quattro LC composto por analisador de massas triplo quadrupolo e fonte de
ionizacao por eletrospray (ESI, do inglés, Electrospray lonization). A interface entre
o sistema cromatografico e espectrdmetro de massas foi realizado pelo software
MassLynx (verséo 3.4).

Para o preparo das solu¢des foi empregada agua ultrapura obtida do sistema
Master Modelo MS 2000 (Gehaka, Brasil). A balanca analitica utilizada nos
procedimentos de pesagem foi da marca Sartorius, modelo MSU225P (Goettingen,
Alemanha). O pHmetro utilizado nas medi¢des do pH das solugbes tampéao foi da
marca Hanna, modelo HI 5221 (Tamboré, Brasil) e a homogeneizac¢éo das solucbes
foi feita em um agitador de tubos lka (vortex), modelo MS 3 digital (Staufen,
Alemanha). Para a realizacdo das extracdes foi utilizada uma centrifuga Hitachi,
modelo HIMAC CF 15D2 (Téquio, Japdo), um agitador do tipo vibrax lka, modelo
VXR basic (Staufen, Alemanha) e banho-maria Fanem, modelo BM 1102

(Guarulhos, Brasil).

3.2 Reagentes e solventes
Foram utilizados os reagentes (grau analitico): formiato de aménio (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) e hidréxido de amonio (Synth, Diadema, Brasil), cloreto de

sédio (Merck, Rio de Janeiro, Brasil), &cido bdrico e tetraborato de sédio J.T. Baker
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(Mallinckrodt Baker, NJ) acido fosforico Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), fosfato de
sodio dibasico e fosfato de sodio tribasico) (Synth, Diadema, Brasil).

Também foram utilizados os solventes organicos (grau HPLC) acetonitrila,
metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), etanol (JT Baker, Estado do México,
México), acetona, diclorometano (Macron Chemicals, Center Valley, EUA), &lcool
isopropilico (Sigma, St. Louis, EUA), hexano, os solventes organicos (grau
PA)cloroférmio, clorobenzeno, tetracloroetileno (Tedia, Fairfield, EUA), MTBE (JT

Baker, Center Valley, EUA) e tetracloreto de carbono (LabSynth, Diadema, Brasil).

3.3 Avaliacédo das condi¢cdes cromatograficas por LC-MS/MS

Primeiramente, foram definidos os ions a serem monitorados pela infusao
direta no espectbmetro de massas de uma solucdo de 10 pg/mL de cada analito
(OME, HOME, OMES e PI), em tampé&o formiato de aménio 10 mM pH 8,5 e ACN
(50:50, v/v) na vazédo de 10 pL/min. Os ions fragmentos foram determinados pela
analise no modo de varredura (do inglés, full scan), compreendendo a faixa de
massas m/z de 40 a 500.

Apbs a definicdo do molécula protonada, os parametros do espectémetro de
massas como: vazao do gas de nebulizacdo e gas de dessolvatacdo, temperatura
da fonte de ionizacdo e do gas de dessolvatacao, energia de colisdo, voltagem do
capilar foram estabelecidos para a definicdo dos ions produtos mais abundantes.

Para cada ion precursor foi definido o ion de transi¢do (ion produto) que
exibiu maior afluéncia consonante. Para tal, os ions foram fragmentados na cela de
colisdo com o auxilio do gas argbnio aliado a energia de colisdo, aplicada para
geracdo dos ions produtos. A obtencdo dos espectros foi realizada no modo de
Monitoramento de Reac¢Bes Mudltiplas (MRM, do inglés, Multiple reaction
monitoring). A avaliacdo das condi¢des cromatograficas foi realizada pela variacao
dos parametros composicao e vazao da fase mével. Assim, foram avaliadas FMs
compostas por acetato de aménio 10 mM:ACN nas proporgdes de 50:50 (v/v) e
60:40 (v/v). Também foi avaliado solu¢do tampéo formiato de aménio 10 mM pH
8,5:ACN nas propor¢des 50:50 (v/v), 70:30 (v/v), 60:40 (v/v), 30:70 (v/v) e 40:60
(v/v), na vazéo de 0,3 e 0,4 mL/min. A condigdo que proporcionou uma analise
adequada em relacdo ao tempo de retencdo e eficiéncia foi selecionada para
determinacdo do OME, HOME e OMES.
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3.4 Solucgdes padrdao de OME, metabdlitos e Pl

Os padrdes analiticos de OME, HOME e OMES foram adquiridos e
preparados conforme descrito no capitulo 1 item 3.2. O lansoprazol (pureza > 98%)
utilizado como PI foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

As solucdes estoque do OME e metabdlitos (HOME, OMES) foram
preparadas conforme descrito no capitulol item 3.4. O lansoprazol foi preparado
na concentracdo de 1 mg/mL como solucdo estoque em metanol e a solugcédo de
trabalho na concentracdo de 10 pg/mL também em metanol. As solu¢des foram

armazenadas a -20 °C, em frascos ambatr.

3.5 Amostras de Plasma

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMRP-USP, processo 6695/2010 (anexos). Para o desenvolvimento e validacao do
método bioanalitico foram empregadas amostras de plasma obtidas do banco de
sangue do Hospital S&o Francisco de Ribeirdo Preto de doadores de sangue
voluntarios sadios. Foram aceitas bolsas de plasma livres do farmaco em questéo
(plasma branco).

A aplicacdo do método foi realizada em amostras de plasma de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica internados no HCFMRP/USP. Todas as amostras
foram coletadas e armazenadas a -20°C até o momento do uso. As andlises foram
realizadas no Laboratério de Técnicas de Separacdo e Controle de Qualidade de
Farmacos e Medicamentos (FCFRP/USP).

3.6 Procedimento de pré-tratamento de amostra
3.6.1 Avaliagdo da temperatura

A desnaturacdo das proteinas por temperatura foi realizada em 500 uL de
plasma previamente centrifugados e fortificados com 50 pL da solu¢do de OME e
metabdlitos e 50 pL da solugéo de PI. Logo apos, o plasma foi incubado em banho-
maria nas seguintes temperaturas: 40, 50 e 60 °C seguida da centrifugacdo da
amostra por 15 minutos a 2300 x g a 4°C. Posteriormente foi realizada a OS-DLLME

no sobrenadante (cerca de 400 uL foram recuperados). Também foi avaliada a
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estabilidade dos analitos diante do aumento da temperatura, ou seja, solucbes
padrao do OME e metabdlitos e PI foram incubadas em banho-maria nas mesmas
temperaturas e por igual tempo e os valores de area foram comparados aos valores
obtidos em solu¢des que nao foram submetidas a incubagdo. A OS-DLLME foi
executada utilizando o sobrenadante recuperado (400 pL) segundo o procedimento

descrito na figura 2.2.

3.6.2 Avaliacéo da alteragdo do pH e da forgca idnica

O procedimento de pré-tratamento por alteracdo do pH e da forca ibnica foi
realizado através da reducéo da solubilidade das proteinas pela adicao de solu¢des
alcalinas: sulfato de zinco 10% em NaOH 500 mM, NaOH 10 mM e sulfato de zinco
10% em ACN (50:40, v/v); adicdo de sais para alterar a forca ibnica do meio: sulfato
de amoénio saturado e sulfato de sédio saturado; e de solucdes acidas: &cido
tricloroacético 10% e &cido cloridrico 6 mM. Assim a extracéao foi realizada com 500
uL de plasma previamente centrifugados, fortificados com 50 puL da solucdo de
OME e metabdlitos e 50 pL da solucado de Pl e agitados em vértex por 30 segundos.
Em seguida, 1 mL das solucdes acidas/basicas/sais foi adicionado e os tubos foram
agitados por 2 minutos a 2000 rpm com o auxilio do vibrax. Logo apos, os tubos
foram centrifugados por 15 minutos a 2300 x g a 4°C, o sobrenadante, livre de
proteinas, foi recuperado e transferido para um tubo de fundo cénico. Ao final foram
obtidos 900 pL de sobrenadante e realizada a OS-DLLME de acordo com o
procedimento descrito na figura 2.2.

3.6.3 Avaliacéao da ultrafiltracéo

Para a ultrafiltracdo foram utilizados filtros Vivaspin® (Sartorius) de10 kDa.
Antes de seu primeiro uso, os filtros foram condicionados por lavagem com agua
purificada e centrifugados (2300 x g, 4 °C, 15 minutos). Este procedimento foi
necessario para hidratar a membrana de celulose e remover quaisquer
interferentes. Para avaliar este pré-tratamento, 500 pL de plasma fortificado com
OME e metabdlitos e Pl e 1,0 mL de agua purificada foram colocados em tubos
cbnicos e agitados em vértex por 1 minuto. Em seguida as misturas foram

transferidas para ultrafiltros Vivaspin® (Sartorius) com membrana de 10 kDa e
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capacidade de 4 mL e centrifugados (3200 x g, 4 °C, 30 minutos). Apés a
centrifugacéo foram obtidos 100 yuL de permeado (amostra filtrada) contendo os
analitos de interesse e Pl que foram empregados na realizacdo da OS-DLLME

segundo o procedimento descrito na figura 2.2.

Figura 2.2: Fluxograma da OS-DLLME apés procedimento de pré-tratamento das
amostras de plasma.

Etapa de pré-tratamento da amaostra
{Desnaturacdo por temperatura)
[Alteracdo do pH e da forca idnica)
{Ultrafiltracdol

!

Adicionar 3 mL solucdo tampdo [faixa ]

de pH testado 7—12)

ﬂ Agitar por 30 segundos em vortex

Injetar @ mistura de solvente extrator
[200 pL) e solvente dispersor (100 L)
para formacdo do ponto nuvem

l[ Agitar por 30 segundos em vortex

[ Centrifugar 2300 x g, 4 2C, 15 minutos ]

|

[ Recolher fase sedimentada, evaporar solvente e ]

dissolver o residuo em 200 pL de FM

Jl Agitar por 30 segundos em vortex

[ Andlise cromatografica ]

Fonte: Propria autoria.

3.6.4 Avaliagcédo de solventes organicos

Na avaliacdo da desnaturacéo utilizando solventes organicos foram usados
0 MEOH, a ACE, a ACN, 0 ETOH e 0 ISO. Assim, a extracédo foi realizada com 500
pL de plasma previamente centrifugados, fortificados com 50 pyL da solugdo de
OME e metabdlitos e 50 pL da solucédo de Pl e agitados em vértex por 30 segundos.
Em seguida, 1 mL de solvente organico a -20 °C foi adicionado e os tubos foram
agitados por 2 minutos a 1500 rpm com o auxilio do vibrax. Logo apos, os tubos

foram centrifugados (15 minutos a 2300 x g a 4°C), o sobrenadante livre de
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proteinas foi recuperado e transferido para um tubo de fundo cénico. Ao final foram
obtidos 900 pL de sobrenadante e realizada a OS-DLLME segundo o procedimento

descrito na figura 2.3.

Figura 2.3: Fluxograma da OS-DLLME apo0s realizacdo do pré-tratamento das
amostras de plasma com solvente organico.

Etapa de pré-tratamento da amostra
{Precipitacdo de proteinas com solventes
organicos)

1

[ Adicionar 3 mL solucdo tampdo (faixa de pH ]

testado 7 - 12)

ﬂ Agitar por 30 segundos em vortex

Injetar o solvente extrator (100 plL) para
formacdo do ponto NUVem

_[L Apgitar por 30 segundos em vortex

[ Centrifugar 2300 x g, 4 2C, 15 minutos ]

|

Recolher fase sedimentada, evaporar solvente g
dizsolver o residuo em 200 plL de Fi

ﬂ_ Apgitar por 30 segundos em vortex

[ Andlise cromatografica ]

Fonte: Propria autoria.

Assim, apos ter sido realizado o pré-tratamento da amostra foi realizada a
OS-DLLME e avaliados e determinados o pH da solugao tampéo (7, 8, 9, 10, 11 e
12) (Tabela 2.6), tipo de solvente extrator (CH2Cl2, C2Cls, CHCI3, CsHsCl e CCls) e
tipo de solvente dispersor (ACN, ACE, 1ISO, ETOH, MEOH).

3.7 Delineamento experimental
O delineamento PB foi utilizado para executar a triagem das variaveis

relevantes que influenciam na eficiéncia da extracdo. Uma matriz foi gerada com
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12 experimentos, incluindo cinco pontos centrais, sendo todos os experimentos
realizados em triplicata (n=3). Os valores dos pontos alto, baixo e central (média
dos valores alto e baixo) estdo descritos na tabela 2.1. A resposta avaliada foi a
area do OME e metabdlitos, visto que, quanto maior a area obtida maior a

recuperacéo do analito.

Tabela 2.1: Fatores e niveis da matriz de PB.
Fatores Niveis

Baixo (-1) Central (0) Alto (+1)

Volume de plasma (pL) 200 350 500
Volume solvente dispersor (ISO- L) 200 600 1000
Volume solvente extrator (cloroférmio - pL) 50 75 100
NaCl (%) 0 2,5 5
Volume de solugéo tampéo (mL) 1,0 2,0 4,0
Tempo de centrifugacao (min) 5 10 15
Tempo de agitacdo em vortex (s) 0 30 60

Fonte: Prépria autoria.

3.7.1 Determinacdo da condicdo 6tima de extracao

Na segunda etapa da otimizacédo da extracéo foi aplicado o CCD a fim de
definir a melhor condicdo para os fatores avaliados como criticos no primeiro teste.
O delineamento compreendeu 3 variareis, gerando assim, uma matriz com 20
experimentos, destes seis sendo pontos centrais. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata (n=3).

As variaveis que ndo apresentaram efeito na etapa anterior foram mantidos
(2,5 mL de solucao tampéao, 5 minutos de centrifugacéo, 0% de NaCl e 0 segundos
de agitacdo) e as variareis que apresentaram influéncia foram avaliadas com

variacado extrema dos volumes avaliados nos teste anterior (Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Fatores e niveis aplicados no CCD.

Niveis Pontos estrela
(a=1,68)
Fatores . “a ta
Baixo (-1) Central Alto (+1)
Volume de plasma (uL) 280 400 520 200 600
Volume de cloroférmio (uL) 80 120 150 60 180
Volume de ISO (uL) 320 500 680 200 800

Fonte: Prépria autoria.
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3.7.1 Validagdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada nos mesmos moldes descritos
no capitulo | secdo 3.7 sendo baseada na RDC n°® 27 de 17 de maio de 2012,
ANVISA (Brasil, 2012).

Os parametros avaliados para extracdo do OME e metabdlitos foram:
seletividade, efeito residual, linearidade, limite de quantificacéo, preciséo, exatidao,
estabilidade (ciclos de congelamento e descongelamento, curta duracado, longa
duracdo, pos-processamento e estabilidade do analito e Pl em solugédo) (ANVISA,
2012) descritos no capitulo | item 3.7. Além dos parametros descritos também foi
avaliado o fator de matriz normalizado (FMN).

3.7.1.1 Fator de matriz normalizado (FMN)

O FMN é aplicado para verificar se o efeito matriz afeta eficiéncia de
ionizacao do analito no detector. Este fator interfere na quantificagédo dos analitos
e quando presente altera a precisdo e exatiddo do método (NARDOTTO et al.,
2016). O FMN é calculado pela razdo da resposta analitica na matriz fortificada com
os analitos normalizada pela resposta do Pl e dividida pela razdo da resposta
analitica da solugdo dos padrdes normalizado pela resposta do Pl em solucao
(ANVISA, 2012) conforme demonstrado na equacéo 3. Sendo que o CV (%) dos

FMNSs relativos aceitavel deve ser inferior a 15%.

FMN = Resposta do analito em matriz/Resposta do PI em matriz
Resposta do analito em solugdo/Resposta do PI em solucdo

Equacéo 3

Assim, amostras de plasma branco (isento dos analitos e do PI) procedente
de oito lotes diferentes sendo, quatro de plasma normal, duas de plasma
hemolisado e duas de plasma hiperlipidémico, foram submetidas a extracao por
OS-DLLME. Apds o preparo da amostra a fase sedimentada foi fortificada com
OME, HOME e OMES nas concentractes de CQB (40 ng/mL) e CQA (750 ng/mL)
e PIl. Amostras de soluc¢des padrao nas concentracdes de CQB e CQA e Pl também

foram analisadas.
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3.8 Aplicagdo do método

Apé6s o desenvolvimento e validacdo do método, este foi aplicado em
amostras de plasma de 5 pacientes que fazem uso de OME (40 mg) e que foram
submetidos a cirurgia bariatrica. A primeira coleta de amostra de sangue foi
realizada um dia antes do procedimento cirdrgico e a segunda coleta foi realizada
entre 30 e 40 dias apos a cirurgia bariatrica. Os tempos de coleta das amostras de
sangue foram alterados em relagdo ao método anterior (até 150 minutos apos
administracao oral de 40 mg de OME), pois conforme os resultados apresentados
anteriormente a concentracdo plasmatica continuava em ascensdo. Assim, 0s
tempos de coleta foram aumentados com o objetivo de visualizar o platd maximo
de concentracdo plasmatica (figura 2.4). O sangue total foi colhido com
anticoagulante heparina e as amostras centrifugadas para separacdo do plasma

que foi armazenada em freezer -20 °C até o momento da analise.
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Figura 2.4: Fluxograma referente a coleta de sangue nos pacientes, no periodo pré
e pos operatério que fazem uso do OME.

Coleta de amostras
pacientes

|
| |

Pos-operatério
30-40 dias apés a cirurgia

Pré-operatorio
1 dia antes da cirurgia

\

‘Amostra A (coleta no tempo"' (Amostra A (coleta no tempo-
0 min antes da adm de 40 s 0 min antes da adm de 40
mg de OME) mg de OME)
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apés adm OME po L} Amostra C: coleta 60 min
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— —
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—
apds adm OME apés adm OME
Amostra F: coleta 150 min Amostra F: coleta 150 min
samand
apos adm OME apos adm OME

Fonte: Propria autoria.

3.9 Analise dos dados e célculos

A analise dos dados obtidos foi realizada comparando-se os tempos de
coleta. O teste t de Student pareado foi utilizado para detectar as diferencas
significativas entre os grupos testados e controle da amostra A (O min) em um nivel
de significAncia (p<0,05). Todas as andlises foram realizadas com auxilio do

software GraphPad Prism verséao 5.0.

4. Resultados e Discusséao
4.1 Avaliacdo das condi¢cdes cromatograficas por LC-MS/MS

Os espectros de fragmentacdao do OME, HOME, OMES e PI foram obtidos
no modo ESI positivo. Assim, as moléculas precursoras foram protonadas e estéao
representadas por [M + H]*. Foram obtidos os seguintes fragmentos: OME m/z 346
—m/z 198 e m/z 136; HOME m/z 362 — m/z 214; OMES
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m/z 362 —m/z 150 e Pl m/z 370 — m/z 252. As moléculas apresentam grupamentos
basicos, portanto foram analisadas no modo positivo devido a facilidade de

protonacédo, sendo assim obtidos os ions produtos mais abundantes (figura 2.5).

Figura 2.5: Espectro de massas das moléculas precursoras A) OME: m/z 346 —
m/z 198 e m/z 136; B) HOME: m/z 362 — m/z 214; C) OMES: m/z 362 — m/z 150 e
D) PI: m/z 370 — m/z 252.
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Fonte: Analise de dados por software MassLynx.
Para a determinacéo destes ions alguns parametros foram definidos como
energia de colisdo e voltagem do capilar (Tabela 2.3).

Tabela 2.3: Parametros estabelecidos para analise de OME, HOME, OMES e PI
por LC-MS/MS em ESI* no modo de aquisicdo MRM.

Analitos  Molécula fon Energia  Tensao Tensdo Tempo de
precursora produto de do capilar do Cone retencgéo
(m/z) (m/z) Colicao (kV) V) (min)
(eV)

OME 346 198 15 25 9,18
HOME 362 214 20 3,5 25 6,67
OMES 362 150 25 30 9,63

Pl 370 252 13 20 11,7

Fonte: Propria autoria.

Os parametros instrumentais foram estabelecidos com o objetivo de
aumentar a sensibilidade do espectdmetro de massas, assim foram monitoradas a

vazao do géas de dessolvatagdo e nebulizagdo dentre outros fatores (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4: Parametros instrumentais avaliados para analise de OME, HOME,
OMES e PI por LC-MS/MS em ESI* no modo de aquisicdo MRM.

Condicbes ESI * Valores Definidos

Temperatura da fonte 100 (°C)
Temperatura de dessolvatagao 400 (°C)
Energia do capilar 3,5 (kV)

Vazao gas de nebulizacédo (Cone) 75 (L/hora)

Vazéao do gas de Dessolvatacao 700 (L/hora)

Multiplier 650

Extractor 2.0 (V)
RF Lens 1.0 (V)

Fonte: Propria autoria.

Diferentes composicles e vazbes de FM foram avaliadas com o objetivo de
obter menor tempo de corrida cromatografica, limpeza adequada do sistema e
melhor eficiéncia dos picos. Para isto, foi injetada uma mistura de OME, HOME,
OMES (4,0 pg/mL) e PI (10,0 pg/mL), em solucdo de ACN:H20 1:1 (v/v). Foram
avaliadas duas composices de FM com diferentes propor¢des de solvente. A FM
composta por acetato de aménio 10 mM: ACN foi estudada nas proporc¢des 50:50
(v/v) e 60:40 (v/v). Entretanto, a FM pode ter afetado a ionizagéo dos analitos, pois
0s sinais apresentados foram inconstantes entre as corridas cromatogréaficas
realizadas. Assim, esta composicao foi descartada.

Em seguida foi analisada a FM composta por solucdo tampéo formiato de
amonio 10 mM pH 8,5:ACN nas propor¢des 50:50 (v/v), 70:30 (v/v), 60:40, (viv),
30:70 (v/iv) e 40:60 (v/v). Foi observado que a solucdo tampéo de formiato de
amonio aumentou o sinal [M+H]* em ESI positivo para todos os analitos estudados.

A porcentagem de solvente organico na FM foi alterada em diferentes
proporcdes, sendo que o aumento desta (60 e 70%) ocasionou um menor tempo
de retencéo dos analitos e perda na eficiéncia. Quando a proporc¢éo do solvente foi
diminuida (30 e 40%) foi observado maior tempo de retencdo e melhora na
eficiéncia de separacao e tratando-se de fase reversa o analito tem maior afinidade

pela FM. Assim, para manter o compromisso entre tempo de
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retencdo e eficiéncia, a propor¢do 50:50 (v/v) na vazdo de 0,4 mL/min foi
selecionada.

Assim, apoOs estas avaliacfes as condi¢cdes cromatograficas descritas na
tabela 2.5 foram selecionadas, sendo possivel a eluicdo do HOME em 6,67 min,
OME em 9,18 min, OMES em 9,63 min e Pl em 11,7 min (Figura 2.6).

Tabela 2.5: Condi¢Bes cromatograficas para determinacdo do OME, HOME, OMES
e PI.

Parametros Condicbes
Coluna cromatografica Zorbax Eclipse XDB - C18 (25 cm x 4,6
mm, particulas de 5 pym)

Coluna de guarda Zorbax Eclipse XDB - C18 (12,5 mm x 4,6
mm, particulas de 5 pm)

Composicéo da FM ACN: tampéao formiato de amonio 10 mM
pH 8,5 (50:50, v/v)

Vazao da FM 0,4 mL/min
Temperatura da coluna 40 °C
Tempo total de corrida cromatogréfica 13 min

Fonte: Propria autoria.
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Figura 2.6: Cromatograma de uma amostra de plasma fortificada com OME,
HOME, OMES (4,0 pg/mL) e PI (10,0 pg/mL) e, submetida a extracdo OS-DLLME.
Onde: 6,67 min, 9,18 min, 9,63 min e 11,7 min correspondem respectivamente ao
HOME, OME, OMES e PI. Condi¢des cromatograficas: vide tabela 2.6.

9,18 min
6,67 min
R A A ARasaaES s L a e s n e
6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 8.00 9.00 10.00 11.00
9,63 min 11,7 min
LN LI e L e L B e e e e e B o o e L N B L L e i of
8.00 9.00 10,00 11.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Fonte: Analise de dados por software MassLynx.

4.2 Procedimento de pré-tratamento de amostra
4.2.1 Avaliagcéo da temperatura

O pré-tratamento utilizando temperatura como agente precipitante foi
realizado em banho—maria em trés diferentes valores de temperatura: 40, 50 e 60
°C, por um periodo de até 120 min. Para a temperatura de 40 °C nao foi observada
a precipitacdo das proteinas apdés 120 min de incubacdo em banho-maria. Ja na
temperatura de 50 °C foi observada a precipitacao proteica e formacéao de pellet de
proteinas no fundo do tubo ap6s 90 min de incubacdo. Assim, as amostras foram
centrifugadas e no sobrenadante, cerca de 400 pL, foi realizada a OS-DLLME.
Contudo, apos a realizacédo da OS-DLLME a porcentagem de recuperacao do OME

foi relativamente baixa (cerca de 33%), provavelmente devido a estabilidade
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do OME e seus metabdlitos nesta temperatura. Assim, com o objetivo de verificar
a estabilidade do OME, metabdlitos e PI nas temperaturas avaliadas (40, 50 e 60
°C), uma aliquota dos analitos em solu¢édo padrao foi incubada em banho-maria
entre 60 e 150 minutos sem adicdo de plasma e os valores de area obtidos foram
comparados com os valores de areas obtidas nas amostras de solug¢édo padrdo que
nao foram submetidas a incubacdo. Foi observada uma diminuicdo expressiva da
area dos analitos nas solucfes padrdo que foram incubadas em banho-maria por
tempo semelhante ao das amostras de plasma fortificadas, na temperatura de 50
°C (dados néo apresentados). Na temperatura de 60 °C foi observada a formacgao
de uma emulsdo, assim as amostras foram descartadas sem serem submetidas a
OS- DLLME devido a baixa quantidade de sobrenadante recuperada. Assim, diante
dos resultados obtidos este procedimento ndo foi selecionado para o pré-

tratamento das amostras de plasma previamente a OS-DLLME.

4.2.2 Avaliacédo do pH e da forcaidnica

Em seguida foi avaliada a reducao da solubilidade das proteinas pela adicédo
de solucdes alcalinas e 4cidas e de sais para alterar a forga ibnica do meio.

Apés a precipitacdo utilizando estes diferentes agentes, o plasma foi
centrifugado e com o sobrenadante (900 uL) foi realizada a OS-DLLME. No
sobrenadante proveniente das amostras de plasma submetidas a precipitacdo com
solucdes alcalinas ou solucédo de sais nao foi possivel observar a presenca do OME
e metabdlitos devido ao ruido apresentado pela linha de base. Quando a
precipitacdo foi realizada usando os &cidos tricloroacético 10 % e cloridrico 6 M, foi
observada a precipitacdo das proteinas, porém foi muito dificil de corrigir o valor do
pH para a faixa alcalina novamente, tendo para isso que ser usada grande
quantidade de solucao bésica, por isso este pré-tratamento ndo foi utilizado.

4.2.3 Avaliacao da ultrafiltracao

Outro procedimento de pré-tratamento das amostras de plasma aplicado foi
a ultrafiltracdo utilizando ultrafiltros Vivaspin® (Sartorius) com membrana de 10
kDa. A OS-DLLME foi realizada no permeado (100 pL). Porém, ndo foram
observados picos cromatograficos referentes ao OME, metabdlitos e PI, pois ndo

houve desligamento do OME das proteinas plasmaticas.
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4.2.4 Avaliacéo de solventes organicos

Também foi avaliada a precipitacdo de proteinas pela adicdo dos solventes
organicos: MEOH, ACE, ACN, ETOH, ISO. O emprego de solventes organicos
como agentes precipitantes proteicos é vantajoso, pois podem ser utilizados
também como solventes dispersores na OS-DLLME, visto que apresentam a
mesma caracteristica necessaria para os solventes dispersores, ou seja, possuem
adequada miscibilidade tanto na fase aquosa quanto no solvente extrator (XIAO et
al.,, 2013; FERNANDEZ et al., 2016). Portanto o solvente selecionado para
precipitar as proteinas foi empregado também como solvente dispersor, assim
como descrito em outros trabalhos (FARAJZADEH; KHORRAM; PAZHOHAN,
2016; FERNANDEZ et al., 2016).

Assim, em tubos de fundo redondo, 500 pL de plasma branco foram
fortificados com OME, metabdlitos e Pl e posteriormente foi adicionado 1 mL de
cada solvente organico a ser avaliado. Os tubos foram agitados por 2 minutos no
vibrax a 1500 rpm e centrifugados a 2300 x g, 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante,
cerca de 900 pL, foi recolhido e transferido para um tubo de fundo cénico e
realizada a OS-DLLME. Na figura 2.7 € possivel observar que o ISO foi o solvente
organico que proporcionou os melhores valores de recuperagdo do OME e

metabdlitos, assim este foi 0 solvente utilizado nos ensaios posteriores.
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Figura 2.7: Avaliacdo do solvente organico para precipitacdo das proteinas
plasmaticas para extracdo do OME e metabdlitos por OS-DLLME, (p<0,05).
Condicdes da OS-DLLME: 1 mL solvente dispersor, 3,0 mL de tampéao tetraborato
de sodio 0,1 M pH 9,5, 100 L de CHCls.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5. Prépria autoria.

4.3 OS-DLLME
Os testes iniciais para avaliar os demais parametros da OS-DLLME foram
realizados nas seguintes condi¢fes: 1 mL de ISO como solvente dispersor, que
foi o agente precipitante com melhor recuperagédo do OME e metabdlitos na etapa
de pré-tratamento, 3 mL de solucédo tampdao tetraborato de sédio 0,1 M pH 9,0,
100 pL do solvente extrator e centrifugacao a 2300 x g, 4° C por 15 minutos. Neste

momento as amostras ndo foram submetidas a agitacao.

4.3.1 Efeito do pH

O pH da fase aquosa é fundamental para a eficiéncia da extracdo dos
analitos acidos e bésicos e resulta em melhores valores de recuperagédo. O pH
deve ser ajustado levando-se em consideracdo as propriedades fisico-quimicas
do analito como seu pKa, ou seja, o pH deve estar em uma faixa em que o analito
permaneca em sua forma molecular reduzindo assim sua solubilidade na fase
doadora (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; ESCUDERO et al., 2013). O OME é
uma base fraca e label em meio acido com dois valores de pKa: 4,2 e 9,0, assim

a alcalinizacdo no meio o mantém em sua forma néo ionizada, o que facilita sua
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extracdo pelo solvente organico (BOSCH et al., 2007). Deste modo, a influéncia
do pH da fase aquosa foi avaliada pela adicdo de diferentes solucfes tampéao na
faixa de pH de 7 a 12, enquanto que 0s outros parametros foram estabelecidos

conforme descrito no item anterior.

Tabela 2.6: Solu¢des tampdao testadas na faixa de pH 7-12.

pH Solucdo tampdo

7 Fosfato de Sdodio
8e9 Formiato de amoénio
9,10e 11 Tetraborato de sodio

12 Fosfato trissodico

Fonte: Propria autoria.

Apbs a execucao da OS-DLLME para avaliacao do pH da fase aquosa com
solugdes na faixa de pH 7 a 12 foi observado que o valor de pH 9 (solugédo tampéao
de tetraborato de sodio 0,1 M) apresentou melhores valores de recuperagédo do
OME e metabdlitos (65,7%). Entretanto, novo estudo foi conduzido com solucéo
tampéo de tetraborato de sodio 0,1 M em pH 9,5 que apresentou recuperacéo
superior (72,0%). O pH 9,5 apresentou melhor recuperacao devido a porcentagem
de distribuicdo do OME neste pH ser de elevada (61,6%), enquanto que a
porcentagem de distribuicdo em pH 9,0 ser inferior a 40%, ou seja, a ioniza¢éo do
farmaco no meio influenciou diretamente nos valores de recuperagédo obtidos
(figuras 2.8A). Assim, o pH 9,5 foi utilizado nos ensaios posteriores devido & menor
ionizacdo do OME. A figura 2.8B apresenta os resultados obtidos apos avaliacao
do pH da fase aquosa (ZHAO et al., 2016) utilizaram pH 10 para executar a SPE-
DLLME e analise por LC/MS/MS de diferentes inibidores da bomba de prétons em
agua, dentre eles o0 OME. Os pesquisadores observaram que em pH inferior a 10
os rendimentos da extracdo diminuiram, devido aos analitos estarem

predominantemente na forma ionizada.
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Figura 2.8: Influéncia do pH da fase aquosa na extracdo do OME e metabdlitos por
OS-DLLME (p<0,05). Condi¢cdes cromatograficas: vide tabela 2.6.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5. Prépria autoria.

4.3.2 Efeito do solvente extrator

A escolha do solvente extrator € um dos fatores que mais influenciam a
recuperacao e seletividade do método desenvolvido. Assim, esta escolha é pautada
em alguns fatores importantes como densidade, baixa solubilidade em &gua e
capacidade de extrair o composto de interesse (REZAEE et al., 2010; LEONG;
FUH; HUANG, 2014; YAN et al.,, 2014). Seguindo estas caracteristicas foram
avaliados o0s solventes: diclorometano (CH2Cl2), tetracloroetileno (C2Cls),
cloroférmio (CHCIs), clorobenzeno (CsHsCl) e tetracloreto de carbono (CCls). Entre
os solventes avaliados, todos extrairam o OME, metabdlitos e o PI, porém o CHCIs
proporcionou melhores valores de recuperacdo frente aos demais solventes
testados, sendo assim este foi selecionado como solvente extrator (figura 2.9). As
condi¢cdes da OS-DLLME foram as mesmas descritas anteriormente, no valor de
pH de 9,5, alcangcado pela adicdo de 3 mL de solugéo tampéo de tetraborato de
sédio 0,1 mM.
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Figura 2.9: Influéncia do tipo de solvente extrator na extracdo do OME e
metabalitos por OS-DLLME, (p<0,05). Condicdes cromatograficas: vide tabela 2.6.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5. Propria autoria.

4.4 Avaliagcdo dos parametros que influenciam na eficiéncia da OS-DLLME
usando delineamento experimental

Indmeros trabalhos ilustram a aplicacdo da quimiometria e seus
delineamentos, PB e CCD, em diversas areas como a caracteriza¢do quimica de
combustiveis (SILVA, 2012), quantificacdo de pesticidas em frutas e vegetais
(ABDULRA’UF; TAN, 2015), avaliacdo de azeites (GOMEZ-CARAVACA; MAGGIO;
CERRETANI, 2016), otimizacdo das condicbes de extracdo por DLLME de
nitrofenois em amostras de agua (HASHEMI; SHAMSIPUR; BARATI, 2015) e
determinacéo de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em soro (M. MONZON et
al.,, 2016). Também sado apresentados trabalhos mostrando a aplicacdo do
planejamento PB na identificacdo dos fatores que influenciaram a recuperacédo de
diferentes analitos de interesse na extracéo por DLLME (M. MONZON et al., 2016;
PAGAGIOTOU et al., 2009; KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011).

Assim, utilizando o planejamento PB foram avaliadas a influéncia do volume
de plasma, o volume do solvente dispersor e extrator, o efeito salting out (adicdo
de NaCl), volume de solugéo tampéo tetraborato de sddio (0,1 mM) pH 9,5, o tempo

de centrifugacdo e o tempo de agitacdo em vortex em funcdo da area do OME,
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metabdlitos e Pl (Tabela 2.1). O resultado desta avaliacdo estd apresentado na
Figura 2.10, no formato de gréafico de Pareto. O volume de CHCIs, plasma e de ISO
foram as trés variareis que exerceram maior efeito sobre a area dos analitos, assim
estes fatores foram avaliados na segunda etapa da otimizagdo da extragdo onde
foi aplicado o planejamento CCD, a fim de definir a melhor condi¢do para estas
variareis (volume de CHCIs, plasma e 1SO). Foi observado que o volume de CHCls
e plasma apresentaram efeito positivo, enquanto que a variavel volume de ISO
apresentou efeito negativo, ou seja, foi necessario ampliar a faixa de volume de
amostra e solvente extrator na segunda etapa, CDD. A quantidade de sal (% NacCl)
adicionada, o volume de solucédo tampéao, tempo de centrifugacdo e tempo de
agitacao nao tiveram efeitos significativos sobre as areas dos analitos de modo que
para o teste subsequente, eles ndo foram considerados e assim foram mantidos
constantes, ou seja, foram adotados os menores valores analisados para cada
variavel, com excecdo do volume de solucdo tampado que foi adotado o volume
intermediario avaliado, com o objetivo de aumentar a area superficial para a
extracdo dos analitos por OS-DLLME, sendo assim: 0% de NacCl, 2,5 mL de solucdo
tampao tetraborato de sédio 0,1 M pH 9,5, 5 minutos de centrifugacdo a 2300 x g a

4°C e 0 segundos de agitacdo, com obtencéo de 1000 pL de sobrenadante.
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Figura 2.10: Gréfico de Pareto dos efeitos dos fatores sobre a area dos analitos. A
linha vertical define o nivel de confianga de 95%.
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Fonte: Analise de dados por software Statistica 13. Propria autoria.

4.4.1 Selecao da condigcédo Otima de extracdo

As variaveis volume de CHCIs, volume de plasma e volume de ISO foram
significativas no teste PB e por isso foram avaliados no delineamento CCD, no
intervalo de 60 — 180 pL para CHCIs, 200 — 600 pL para plasma e 200 — 800 pL
para o ISO.

Os principais efeitos, interacdes variaveis e efeitos quadraticos foram
avaliados através da andlise de variancia (ANOVA) com a utilizacdo do programa
STATISTICA 13.0 (Tabela 2.7). Um valor p inferior a 0,001 na tabela ANOVA indica
a significancia estatistica de um efeito em nivel de confianca de 99%. O p-valor
LOF de OME de 0,181 implica que o LOF nao é significativo em relacdo ao erro
puro. No entanto, o LOF p-valor de HOME de 0,0001 e LOF p-valor de OMES de
0,043 implica que o LOF é significativo em relagcdo ao erro puro. A qualidade do
ajuste da equacdo do modelo polinomial foi representada pelo coeficiente de
determinacéo, r?, (OME, r2 = 0,50 e r? ajustado = 0,40; HOME, r* = 0,45 e r? ajustado
=0,35; OMES, r? = 0,27 e ajustado r> = 0,14). O r? é uma medida da quantidade de
variacdo em torno da média explicada pelo modelo. Os grandes valores ajustados

de r? denotam uma boa relacdo entre os dados experimentais e o modelo ajustado.
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O volume de plasma exerceu efeito quadrético significativo para OME de
modo positivo, ou seja, aumentando-se o0 volume observa-se aumento na area
obtida. Enquanto o volume de ISO desempenhou efeito linear para todos os
analitos, sendo este efeito positivo para OME e HOME e negativo para OMES e
sendo quadratico significativo positivo para OMES, assim avaliamos que quanto
maior o volume de solvente dispersor melhor serd a eficiéncia de extracdo do
OMES. Em relacdo ao CHCIs, este apresentou efeito linear negativo para OME e
efeito quadrético significativo de modo positivo para OME e HOME, desta maneira
aumentando-se o volume de solvente extrator obtém-se melhor eficiéncia de
extracdo conforme demonstrando na tabela 2.7.

Quanto a interacdo entre as variareis, esta foi observada de modo
significativo apenas para o HOME, entre plasma e CHCIz e entre CHCIz e I1SO
sendo ambos de modo negativo. Pode ser observado na figura 2.10 os gréficos de
superficie de resposta representando a influéncia das variaveis analisadas no CCD
sobre as areas do OME, HOME, OMES e PI, demonstrando visualmente as
influéncias de cada interacdo entre as variareis analisadas sobre as areas obtidas,
a regido vermelha do grafico é a regido onde se obtém melhores valores de area
conforme os volumes adotados. A figura 2.12 apresenta as condi¢cdes Otimas

obtidas ao final do delineamento para obter a maxima extracao dos analitos.
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Tabela 2.7: Coeficientes do modelo de superficie de resposta para a OS-DLLME.

Fonte de variacao Somados Grau de Quadrado F p
Quadrados liberdade médio
OME
Plasma (L) -0,04 1 0,02 0,29 0,5870
Plasma (Q) 0,30 1 0,32 13,69 0,0005
ISO (L) 0,18 1 0,33 4,95 0,0310
ISO (Q) 0,06 1 0,04 0,59 0,4444
CHCIs (L) -0,25 1 0,65 9,69 0,0032
CHCIz (Q) 0,32 1 1,19 17,84 0,0001
Lack-of-Fit 0,53 5 0,106 1,58 0,1846
Erro Puro 3,02 45 0,067 - -
R? 0,49 0,39 - - -
HOME
Plasma (L) -0,006 1 0,08 8,18 0,0064
Plasma (Q) -0,001 1 0,08 8,18 0,0063
ISO (L) 0,097 1 0,08 7,79 0,0076
ISO (Q) -0,032 1 0,01 1,41 0,2406
CHCIs (L) 0,038 1 0,07 7,20 0,0101
CHCIs (Q) 0,060 1 0,13 13,16 0,0007
Lack-of-Fit 0,32 5 0,064 6,58 0,00001
Erro Puro 0,44 45 0,009 - -
R2 0,45 0,35 - - -
OMES
Plasma (L) 0,03 1 0,008 1,73 0,6793
Plasma (Q) 0,12 1 0,16 3,35 0,0737
ISO (L) -0,18 1 0,34 7,15 0,0103
ISO (Q) 0,17 1 0,32 6,69 0,0129
CHCIs (L) 0,06 1 0,04 0,84 0,3636
CHCIs (Q) 0,10 1 0,11 2,35 0,1323
Lack-of-Fit 0,60 5 0,1200 2,52 0,0430
Erro Puro 2,15 45 0,0476 - -
R? 0,27 0,14 - - -

L: efeito linear; Q: efeito quadratico. Fonte: Andlise de dados por software Statistica 13. Propria autoria.
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Figura 2.11: Grafico de superficie de resposta representando a influéncia das

variaveis analisadas no CCD sobre as areas de OME, HOME e OMES.
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Fonte: Analise de dados por software Statistica 13. Propria autoria.

Objetivando-se obter a melhor extracdo do analito o teste de desejabilidade
foi aplicado com a finalidade de potencializar a area do OME e metabdlitos obtida
ao final da extracdo. Esta condi¢cdo apontou desejabilidade (D=1,0) nas condi¢des

apresentadas na tabela 2.8. Assim, estas condi¢cdes recomendadas foram
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avaliadas e foi obtida recuperacdo média de 86 % para OME, OMES e PI e 65%
para HOME.

Figura 2.12: Grafico de desejabilidade com as condicdes otimizadas para extracao
do OME e metabdlitos por OS-DLLME.
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Fonte: Analise de dados por software Statistica 13. Prépria autoria.

Tabela 2.8: Condi¢des otimizadas para extracdo do OME e metabdlitos por OS-
DLLME.

Variareis Condicdes 6timas
Volume de plasma (pL) 400
Volume de I1SO (uL) 500
Volume de CHCIs (uL) 120
Volume de solucao tetraborato de sédio 2,5
0,1 mM pH 9,5 (mL)
NaCl (%) 0
Tempo de centrifugacdo (min) 5
Tempo de agitagao (s) 0

Fonte: Propria autoria ap6s andlise de dados por software Statistica 13. Prdpria autoria.
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4.5 Validagcdo do método analitico
4.5.1 Linearidade
A linearidade do método analitico foi comprovada em amostras de plasma
fortificadas com uma mistura de OME, HOME, OMES e PI nas concentracdes
plasmaticas de 20 — 1000 ng/mL e 500 ng/mL, respectivamente, em quintuplicata.
A correlacdo entre a concentracdo e a razao entre as areas foi feita por
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados obtendo-se assim a equacao
da reta e o coeficiente de correlacdo (r) (Tabela 2.9). A validade da regresséo
atestada pelo teste de falta de ajuste linear (LOF), com intervalo de confianca de
95%. O Feritico (8,887) foi calculado e demonstrou a linearidade do método.

Tabela 2.9: Linearidade do método para analise do OME e de seus metabdlitos em
plasma.

Faixa Linear Equacéo linear r ANOVA LOF
(ng/mL)
F P
OME Y =0,003x + 0,0173 0,992 0,73 0,165
HOME 20 - 1000 Y =0,0009x — 0,0048 0,998 1,15 0,350
OMES Y =0,002x — 0,0015 0,999 2,73 0,024

r= coeficiente de correlagéo, F tapelado (0,05) = 8,887
Fonte: Autoria propria

4.5.2 Preciséo e Exatidao

Foram calculados os valores de CV (%) e EPR (%) para precisao e exatidao
intraensaios (1 dia) e interensaios (3 dias). Assim, amostras de plasma foram
fortificadas em quatro niveis de concentracéo (LIQ, CQB, CQM e CQA) com OME,
HOME, OMES e Pl (500 ng/mL), em quintuplicatas, e processadas segundo
procedimento descrito na figura 2.3 (Tabelas 2.10, 2.11 e 2.12).

Tabela 2.10: Preciséo e exatiddo intraensaios e interensaios do método para
analise de OME, por OS-DLLME.

INTRAENSAIOS INTERENSAIOS
Concentragdo Concentragcdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatidao
nominal obtida CV (%) EPR (%) obtida CV (%) EPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LIQ 20 20,2 0,2 1,3 23,9 4,7 3,6
CQB 40 40,3 7,3 0,7 36,5 24 -11,5
CQM 500 448,7 8,1 -10,3 474.6 3,5 -5,1
CQA 750 696,5 0,4 -7,1 665,2 2,7 -11,3

Fonte: Autoria propria
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Tabela 2.11: Precisdo e exatiddo intraensaios e interensaios do método para
andlise de HOME, por OS-DLLME.

INTRAENSAIOS INTERENSAIOS
Concentracdo Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatidao
nominal obtida (ng/mL) CV (%) EPR (%) obtida (ng/mL) CV (%) EPR (%)
(ng/mL)
LIQ 20 24,7 13,9 6,9 20,7 1,0 1,0
CQB 40 40,9 8,5 2,4 40,7 7,3 5,6
CQM 500 480,2 14,3 -3,9 472,0 8,1 -7,1
CQA 750 734,1 9,2 -2,1 696,6 0,4 51

Fonte: Autoria propria

Tabela 2.12: Precisdo e exatiddo intraensaios e interensaios do método para
analise de OMES, por OS-DLLME.

INTRAENSAIOS INTERENSAIOS
Concentragdo Concentracdo Precisdao Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatidédo
nominal obtida CV (%) EPR (%) obtida CV (%) EPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LIQ 20 20,9 7.4 3,3 22,6 34 9,5
CcQB 40 41,9 3,9 4,8 36,1 3,9 -9,7
CQM 500 465,6 25 -6,9 473,3 3,0 -5,3
CQA 750 764,1 52 1,9 715,8 1,7 -4,6

Fonte: Autoria prépria

4.5.3 Efeito Matriz

Amostras de plasma branco procedente de oito lotes diferentes sendo,
quatro de plasma normal, duas de plasma hemolisado e duas de plasma
hiperlipidémico, foram submetidas a extracdo por OS-DLLME. A tabela 2.13

apresenta os resultados que demonstram que o método ndo apresentou efeito
matriz.

Tabela 2.13: Efeito matriz (n=5) para o método analitico para analise de OME,
HOME, OMES e PI.

Analitos Concentragéo FMN Precisdo (CV,%)
nominal (ng/mL)

40 0,85 3,8
OME 750 0,76 2,9
40 0,99 57
HOME 750 0,34 8,9
40 0,12 0,8
OMES 750 0,54 1,2
40 0,76 3,7
Pl 750 0,87 7,6

Fonte: Autoria propria
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4.5.4 Efeito carry-over

A avaliacao do efeito residual foi realizada pela analise de uma amostra de
plasma branco seguida da injecdo de uma amostra de plasma enriquecida na
concentragéo equivalente ao LSQ e na sequéncia a injecao de duas amostras de
plasma branco, todas submetidas ao procedimento de extragdo por OS-DLLME. O
meétodo ndo apresentou efeito residual no sinal dos analitos exceto para OS que foi
excluido dos testes e o PI foi substituido por de fenacetina por lansoprazol devido

a faixa de pureza.

4.5.5 Estabilidade das amostras

A estabilidade foi determinada em dois niveis de concentracdo plasmatica,
CQB e CBA (n=3). As condicdes avaliadas foram estabilidade apos ciclos de
congelamento e descongelamento (3 ciclos), estabilidade de curta duracdo (as
amostras fortificadas foram mantidas a temperatura ambiente por 3,5 horas e
posteriormente extraidas), estabilidade de longa duracéo (as amostras fortificadas
foram armazenadas a — 20 °C por 6 meses) e estabilidade pos-processamento (as
amostras extraidas foram mantidas por 14 horas dentro do injetor automatico até
serem injetadas) e estabilidade em solugéo (Tabela 2.14).

Uma curva analitica no intervalo de concentracdo plasmatica 20 — 1000
ng/mL foi construida para a quantificacdo dos analitos que foram avaliadas e
posteriormente foram calculados o CV% e EPR%. Os valores obtidos demonstram
que o OME e metabdlitos apresentaram estabilidade apds serem submetidos aos
testes de estabilidade propostos com precisdo e exatidao inferior a 15% como
exigido pelo guia de validacao (ANVISA, 2012) (Tabela 2.15).

Tabela 2.14: Estabilidade das solu¢des padrdo de OME, HOME e OMES.

Solucdes Solugdes
recém preparadas a 6
preparadas meses
Analitos Concentracéo Exatid&o Exatiddo Precisdo
nominal (ng/mL) EPR (%) EPR (%) CV (%)
OME 40 0,9 -0,6 7,0

750 0,5 -0,3 0,7
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HOME 40 -7,9 2,5 -6,9
750 -0,9 4,5 8,6
OMES 40 -12,4 -9,7 1,0
750 -7,7 -11,3 3,4

Tabela 2.15: Estabilidade das amostras para determinacdo de OME, HOME e
OMES por DLLME.

Congelamento e Curta duracéo (5 Longa duracéo (6 P6s-processamento
descongelamento horas) meses) (14 horas)
. Concentracéo Preciséo Exatiddo Precisdo  Exatidao Preciséo Exatiddo  Precisdo Exatidao
Analitos nominal CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%)
(ng/mL)
OME 40 2,4 10,0 7,3 8,8 14,3 -4,3 6,6 -15,0
750 -6,1 2,7 0,3 -12,8 9,0 12,2 8,6 -10,3
HOME 40 1,6 -7,7 8,5 -13,3 0,7 -10,8 0,6 -10,9
750 6,2 -11,1 2,9 -7,1 8,3 12,7 7.4 5,21
OMES 40 5,2 2,0 3,9 -5,0 5,8 -8,6 8,3 -12,4
750 4,0 7,0 13,8 8,5 6,0 4,0 7.2 -4,2

Fonte: Autoria prépria

4.6 Aplicacédo do método
ApoOs o desenvolvimento e validacdo do método, este foi aplicado em

amostras de plasma de 5 pacientes submetidos a cirurgia bariatrica que receberam
uma dose de OME de 40 mg. As amostras de sangue foram coletadas segundo o
protocolo descrito na figura 2.4. As tabelas 2.17, 2.18 e 2.19 apresentam 0s
resultados referentes a analise quantitativa do OME, HOME e OMES nos pacientes.
Houve uma mudanca nos tempos de coleta das amostras. Anteriormente as
amostras foram coletadas nos tempos: 0, 15, 30, 60 e 90 min, porém com a
aplicacao da primeira extracao avaliada, LLE, foi observado que nos tempos de 15
e 30 min a concentracdo plasmatica obtida era baixa e a faixa de tempo de coleta
nao correspondia ao pico de concentracdo plasméatica maxima. Assim, apesar de
reduzir o nUmero de pacientes para aplicacdo da OS-DLLME, o tempo de coleta foi
aumentado para: 0, 30, 60, 90, 120 e 150 min sendo possivel, assim, uma avaliacdo
de concentragdo plasmatica maxima. Infelizmente néo foi possivel estender ainda
mais este tempo de coleta (180 e 240 min) devido a recusa das pacientes em
permanecer por mais tempo a disposi¢ao para as demais coletas.

Pode ser observado, pelos resultados obtidos, uma variacdo muito grande

em relacdo a concentracdo plasmética dos farmacos em estudo nos pacientes.
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Uma possivel explicagdo para isto sdo as caracteristicas individuais dos pacientes
serem extremamente distintas como: peso, idade, sindromes metabdlicas
apresentadas e medicamentos utilizados diariamente (porém, ndo foram ingeridos
antes da coleta) (tabela 2.16). Além dessas diferencas individuais também deve ser
considerada a variabilidade metabdlica de resposta a terapia com o OME, e que
gera efeitos imprevisiveis (MITROV-WINKELMOLEN et al., 2016). No método
desenvolvido por LLE apesar do nimero de pacientes ter sido relativamente grande
(n=20) esta variacdo também foi observada. Mitrov-Winkelmolen et al., (2016)

também observaram variabilidade interindividual no estudo realizado com 40

voluntarios.
Tabela 2.16: Caracteristicas dos pacientes avaliados.

Nome Idade (anos) Peso (kg) Medicamentos co-administrados
PML 31 121,6 Anticoagulante - Glelaxane

VCO 35 98,5 Losartana e Atenolol

JFTAS 27 126 Valsartana

MMC 33 195 Enalapril, Clonazepam, Neovilar, Tramal
MAS 46 102 Magnésio quelado, Metformina, Propanolol,

Losartana, Fluoxetina

Fonte: Autoria propria

Foi aplicado o teste estatistico t de Student. A concentracdo foi
significativamente menor a partir o tempo de coleta E (120 min) apés a cirurgia, do
gue nos demais tempos de coleta com significancia de p<0,05 para OME, HOME e
OMES.

Tabela 2.17: Concentracdes plasmaticas do OME em amostras de plasma de
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica no periodo pré e pds operatorio nos
tempos de coleta A (0 min), B (30 min), C (60 min), D (90 min), E (120 min) e F (150
min). Todos os pacientes sdo do sexo feminino, incluindo o controle (grupo com

IMC normal).
Paciente Concentracgao plasmatica pré- Concentragao plasméatica pos-
operatdério (ng/mL) operatdrio (ng/mL)
Tempo (min) Tempo (min)

0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
1 0 30,4 159,6 160,9 232,2 811,6 0 30,4 226,3 249,1 263,3 343,3
2 0 29,2 348 1222 1745 1879 0 289 80,4 1389 151,8 163,6
3 0 289 31,0 390 216,3 276,4 0 284 284 286 289 404
4 0 288 315 44,4 353,6 426,8 0 46,0 46,7 479 475 48,1
5 0 325 4379 481,2 514,8 609,8 0 340 46,4 63,3 2219 369,3

—~

-) abaixo do LIQ. Fonte: Autoria prépria
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Tabela 2.18: Concentracbes plasmaticas do HOME em amostras de plasma de
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica no periodo pré e pds operatério nos
tempos de coleta A (0 min), B (30 min), C (60 min), D (90 min), E (120 min) e F (150
min). Todos os pacientes sdo do sexo feminino, incluindo o controle (grupo com

IMC normal).
Paciente Concentracao plasmatica pré- Concentracgao plasméatica pés-
operatorio (ng/mL) operatorio (ng/mL)
Tempo (min) Tempo (min)

0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
1 0 48,6 136,2 181,6 2329 3694 0 469 963 101,1 117,9 17572
2 0 47,4 130,8 193,5 1950 2456 0 47,4 58,3 228,6 2553 256,2
3 0 46,9 47,2 51,0 98,8 1182 0 46,9 46,5 46,3 46,3 48,6
4 0 49,7 52,7 528 526 1225 0 - - 46,7 107 108,6
5 0 475 486 50,2 99,9 1459 0 - 66,5 100,0 103,1 103,5

(-) abaixo do LIQ. Fonte: Autoria prépria

Tabela 2.19: Concentracdes plasméticas do OMES em amostras de plasma de
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica no periodo pré e pdés operatorio nos
tempos de coleta A (0 min), B (30 min), C (60 min), D (90 min), E (120 min) e F (150
min). Todos os pacientes sdo do sexo feminino, incluindo o controle (grupo com

IMC normal).
Paciente Concentragao plasmatica pré- Concentragao plasméatica poés-
operatdério (ng/mL) operatdrio (ng/mL)
Tempo (min) Tempo (min)
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
1 0 - 41,7 629 1115 257,3 0 - 443 52,2 58,6 99,7
2 0 - - 48,3 53,9 489 0 - 431 50,5 69,7 47,6
3 0 - - 279 418 621 0 - - ; ; 3
4 0 42,2 49,3 486 858 96,1 0 534 579 594 594 60,2
5 0 458 70,1 121,7 1259 133,9 0 269 30,3 244 46,3 67,7

(-) abaixo do LIQ. Fonte: Autoria prépria

Ap6s a aplicagdo do método OS-DLLME foi observada que as
concentracdes plasmaticas do OME, HOME e OMES mantiveram-se superiores no
periodo pré-operatorio em comparacao ao periodo pds-operatorio a partir do tempo
de coleta E (120 min) com significancia de p<0,05 pelo teste t de Student. Assim,
0s resultados quantitativos obtidos usando a OS-DLLME corroboram com os

resultados obtidos e descritos no método desenvolvido usando a técnica de
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extracdo gold standard (LLE) e HPLC-UV (capitulo 1), onde os resultados
apresentam significancia no periodo pos-operatoério a partir do tempo de coleta E
(90 min), com mesmo nivel de significancia. A figura 2.13 apresenta um

cromatograma de uma amostra real de paciente no tempo F (150 min).

Figura 2.13: A) Cromatograma de uma amostra de plasma fortificada com OME,
HOME, OMES (20,0 pg/mL) e PI (10,0 pg/mL). B) Cromatograma de uma amostra
de plasma de paciente, coletada 150 minutos ap6s a administracéo oral de 40 mg
de OME e, submetidas a extracdo OS-DLLME. Onde: 6,67 min, 9,18 min, 9,76 min
e 11,5 min correspondem respectivamente a HOME, OME, OMES e PI. Condigbes

cromatograficas: vide tabela 2.6.
OME
OMES

1A

HOME

JAN NN

11458
Fonte: Analise de dados por software MassLynx. o /\
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Além de o método desenvolvido apresentar resultados semelhantes aos
obtidos por LLE também demonstrou LIQ semelhante a outros trabalhos da
literatura. (WOOLF; MATUSZEWSKI, 1998) obtiveram LIQ superior ao apresentado
neste estudo (25 ng/mL) com extracdo por SPE utilizando 1 mL de plasma humano
e analise por LC/MS/MS sequencial, técnica com boa resolu¢cdo e melhor
seletividade (LANCAS, 2009). (MITROV-WINKELMOLEN et al., 2016) em estudo
com pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, também desenvolveram um método
com LIQ similar (26 ng/mL) e analise por LC/MS/MS. Além disso, (KANAZAWA et
al., 2002) realizaram um estudo cinético do OME ap6s administracao via oral de 20
mg e extragao a partir de 2 mL de amostra de plasma humano com LIQ de 500
ng/mL. Portanto, este trabalho exibiu desempenhosemelhante ou melhor que
outros trabalhos descritos na literatura utilizando-se menor quantidade de amostra

biologica.

5.0 Conclusoes

No presente estudo foi desenvolvido e validado um método miniaturizado
para quantificagdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica empregando a OS-DLLME por LC-MS/MS. A OS-
DLLME, método inovador e inédito para quantificacdo de OME e metabdlitos em
plasma, foi linear, preciso e exato com limite de quantificacdo de 20 ng/mL, LIZ
baixo por se tratar de um método miniaturizado. O método de extracdo foi
desenvolvido com o auxilio de um delineamento experimental que possibilitou a
otimizacao da extracdo por possibilitar a andlise individual e em combinacédo dos
fatores envolvidos na extragao.

O método desenvolvido permitiu sua aplicacdo com éxito em amostras

complexas de pacientes que fazem uso do OME no periodo pré e pés- cirdrgico.
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CAPITTLO 11T

AyALlAc;Ao DA MICROEXTRACAO LiQUIDp-LiQUIDO DISPERSIVA
COM LIQUIDOS IONICOS PARA QUANTIFICACAO DO OMEPRAZOL E
METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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RESUMO

Concebidos dentro do conceito de Quimica Verde (QV) como solventes alternativos
aos solventes organicos volateis (VOCs), toxicos, com grande periculosidade e
prejudiciais a saude, os liquidos idnicos (ILs) sdo compostos constituidos por ions,
pertencendo assim a classe de sais organicos com a combinacdo de diferentes
cations e anions o que lhes conferem propriedades Unicas como baixa presséo de
vapor, estabilidade térmica e quimica, ndo inflamaveis e nao volateis. Sua utilizacédo
como solventes extratores é relevante devido a capacidade de alterar suas
propriedades. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os ILs como solventes
extratores alternativos na extracdo por DLLME do OME e seus metabdlitos em
plasma humano. Foram avaliados trés ILs obtidos comercialmente (BMImPFs,
HMImPFes, OMIMPFs) e oito ILs sintetizados no laboratério NPPNS (CsPFs, CsBFa4,
CsCl, C10PFs, C10BF4, C10Cl, C12PFs, C12Cl). A andlise do OME e metabdlitos foi
realizada em um cromatografo a liquido em uma coluna cromatografica Zorbax
Eclipse XDB - C18 (25 cm x 4,6 mm, particulas de 5 um) (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, EUA) e coluna de guarda Zorbax Eclipse XDB - C18 (12,5 mm x 4,6
mm, particulas de 5 um) e FM composta por ACN: agua no modo eluicdo por
gradiente (0-10 min, 5:95; 10,0-15 min, 10:90; 15,01-40 min, 30:70, v/v), vazao de
1 mL/min e detecgdo em 302 nm. A IL-DLLME foi avaliada utilizando 400 pL de
plasma e procedimento de pré-tratamento com 500uL de ISO. Apoés isto, 800 uL de
sobrenadante foram coletados e realizada a IL-DLLME como os diferentes ILs
comerciais e sintetizados. Dentre os IL comerciais avaliados o que apresentou
melhor extracao foi o OMImPFs com ACN como solvente dispersor. Enquanto que
dentre os IL sintetizados o CsPFs apresentou melhor extragcéo juntamente com 1ISO
como solvente dispersor e tetraborato de sodio pH 9,5 como solugcdo tampao.
Entretanto, ndo foi possivel o desenvolvimento do método proposto, visto que néao
houve quantidade suficiente de IL comercial o que impediu a realizacao dos demais
testes essenciais. Em relagcéo aos ILs sintetizados houve dificuldades quanto a sua
sintese como presenca de impurezas, influéncia de reagentes externos e interno
da sintese que afetaram a obtencdo de ILs puros, fato verificado por analise por
RMN. Todavia, apesar do objetivo deste capitulo ndo ter sido alcancado, foi
possivel obter valor de recuperacéao relativamente alto, o qual proporcionaria limites
de quantificagcdo adequados para os fins propostos. Entretanto, a grande
dificuldade foi obter valores de precisao e exatiddo dentro dos limites aceitaveis e
adequados para analises quantitativas.

Palavras-chaves: liquidos idnicos, DLLME, sintese.
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ABSTRACT

Conceived within the concept of Green Chemistry (QV) as alternative solvents to
volatile organic solvents (VOCSs), toxic, with great danger and detrimental to health,
ionic liquids (ILs) are composed of ions, thus belonging to the class of organic salts
with the combination of different cations and anions giving them unique properties
like low vapor pressure, thermal and chemical stability, non-flammable and non-
volatile. Its use as solvent extractors is relevant due to the ability to change its
properties. Thus, the objective of this work was to evaluate ILs as alternative
extractive solvents in DLLME extraction of OME and its metabolites in human
plasma. Three commercially available ILs (BMImPFs, HMImPFs, OMIMPFs) and
eight ILs synthesized in the NPPNS laboratory (CsPFs, CsBF4, CsCl, C10PFs, C10BFa4,
C10Cl, Ci12PFs, C12Cl) were evaluated. Analysis of OME and metabolites was
performed on a liquid chromatograph on a Zorbax Eclipse XDB-C18 (25 cm x 4.6
mm, 5 uym particles) chromatography column (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) and column Zorbax Eclipse XDB-C18 (12.5 mm x 4.6 mm, 5 ym particles) and
FM composed of ACN: water in the gradient elution mode (0-10 min, 5:95, 10,0-15
min , 10:90, 15.01-40 min, 30:70, v/ v), flow rate of 1 mL / min and detection at 302
nm. IL-DLLME was evaluated using 400 uL plasma and a pre-treatment procedure
with 500 pL of ISO. After that, 800 pL of supernatant was collected and IL-DLLME
performed as the different commercial and synthesized ILs. Among the commercial
ILs evaluated, the one that presented the best extraction was OMImMPF6 with ACN
as dispersing solvent. While among the ILs synthesized C8PF6 presented better
extraction together with ISO as dispersing solvent and sodium tetraborate pH 9.5 as
buffer solution. However, it was not possible to develop the proposed method, since
there was not enough commercial IL that prevented the other essential tests from
being performed. In relation to the ILs synthesized there were difficulties in their
synthesis as presence of impurities, influence of external reagents and internal
synthesis that affected the obtaining of pure ILs, fact verified by NMR analysis.
However, although the objective of this work was not achieved, it was possible to
obtain a relatively high recovery value, which would provide adequate quantification
limits for the proposed purposes. However, the great difficulty was to obtain values
of precision and accuracy within acceptable limits and suitable for quantitative
analysis.

Keywords: ionic liquids, DLLME, synthesis.
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3.1 Introducéao

Assinada em 1992 a Declaracdo do Rio sobre o Ambiente e
Desenvolvimento definiu metas para um desenvolvimento sustentavel e
estabeleceu um novo desafio cientifico, tecnologico e social. A area da quimica
desempenhou um papel essencial para geracdo de novos agentes quimicos,
produtos e energia mais sustentaveis. E a partir desta necessidade de promover a
sustentabilidade, surgiu o conceito da QV (ANASTAS; EGHBALI, 2010). O conceito
da QV visa a sustentabilidade em nivel molecular pelo desenvolvimento e utilizacao
de novas substancias quimicas, processos, e da reciclagem de matérias primas
(LENARDAO; DABDOUB; BATISTA, 2003).

Dentre os inmeros problemas relacionados a atividade quimica, podemos
destacar o impacto causado pelos residuos de solventes organicos volateis,
conhecidos pela sigla VOCs. A toxicidade e periculosidade desses solventes,
principalmente os hidrocarbonetos clorados, sdo responsaveis ndo somente por
acidentes, mas também séo prejudiciais a saude humana (POLIAKOFF et al., 2002;
DeSIMONE, J.M., 2002).

Uma das areas mais ativas da QV é a pesquisa de solventes: estes
constituem um importante desafio, uma vez que sdo responsaveis pela maior parte
do desperdicio em sinteses e processos (DeSIMONE, J.M., 2002). Além disso, uma
parte dos VOCs é toxico, inflamével e/ou corrosivo; sua volatilidade e solubilidade
contribuem para a poluicdo do ar, agua e terra. A recuperagdo e reuso destes
solventes, quando possivel, sdo frequentemente associadas a processos que
demandam gasto de energia, como por exemplo, a destilacdo. Ciente destes riscos
e problemas, a comunidade cientifica deu inicio a pesquisas procurando solucfes
mais seguras e economicamente viaveis. Atualmente, como resposta aos solventes
convencionais podem-se encontrar solu¢gdes como: sinteses sem solventes ou uso
de solventes menos poluentes incluindo agua, CO:2 supercritico e 0 uso de ILs
(TANAKA & TODA 2003).
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Atualmente os ILs estdo no cerne do meio cientifico e tecnoldgico. O grande
interesse nestas substancias deve-se as suas propriedades, que estdo de acordo
com os principios da QV (TANAKA & TODA 2003).

Os ILs sdo compostos formados por ions, ou seja, pertencem a uma classe
de sais organicos com ponto de fus&o inferior a 100 °C que possuem
comportamento semelhante aos classicos sais fundidos (FAN; LIU; XIE, 2014).
Normalmente, os ILs sdo uma combinacdo de cations organicos de baixa simetria
com diferentes composi¢cbes de anions organicos e inorganicos. O numero de
associacfes entre cation-anion é proeminente, da ordem de 10'2. Este elevado
namero de associacdes permite a sintese de novos ILs com diferentes
propriedades de acordo com a aplicacdo desejada, pois sdo varios 0s anions e
cations disponiveis para estas diferentes composicbes (figura 3.1) (OLIVIER-
BOURBIGOU; MAGNA, 2002; SATO, 2011).

Figura 3.1: Tabela de anions e cétions mais empregados como combinacéo na
sintese de ILs.

Cations

Anions | Amonia | Sufonc | Fosfério:
A.Cl; ALCE, F.Cr Br.l { INRy ]’ [PRHjaal" [SRyHzxl’
Pirdinio P
SbyF Zn(Cy trifiuoracetato (CFCOg) Imidazclio
SbF, | sSnCli nonafiato { C F{CF,,S03)
SCN NO; trifiato (CF,S0; )

Tiazdio | Triazcio | Crazdic
bis{trifluorometanocsuffonil)-amida ( 2 ] R ' 5, "
BF, PF; : " "
N(CFESO_ ) I L ~ N VA

diclanameto ((CN)N"),

R Ry, Ry, R Re= 0, akqul, alquent substiuinie denvado de eter #ic

Fonte: SATO, 2011. Reproduzido com permissdo de SATO, 2011. Copyright SATO/ USP.

Os ILs possuem propriedades peculiares como: baixa pressdo de vapor,
elevada estabilidade térmica e quimica, elevada condutividade ibnica, larga janela
eletroquimica, ndo séo inflamaveis e ndo volateis, sGo misciveis em agua, bem
como em solventes organicos de acordo com a sua estrutura (HAN; ROW, 2010).
O aumento da cadeia alquilica (cation) leva a diminuicdo da densidade e aumento
da viscosidade e hidrofobicidade dos ILs (LIU et al., 2003). A principal caracteristica

dos ILs € a possibilidade de modelar distintas propriedades fisicas, quimicas e
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térmicas em conformidade com a combinacao dos cations e anions adotados (LIU;
JIANG; JONSSON, 2005).

A pressao de vapor negligenciavel torna o IL inodoro e, de certo modo, ndo
volatil em condi¢cdes normais, por isso o IL é considerado benéfico ao meio
ambiente. O ponto de fusédo é a mais importante caracteristica que define a classe
destes compostos, sendo que ponto de fusdo abaixo da temperatura ambiente é
desejavel para maioria das aplicacdes. Os cations imidazélio produzem ILs com
relativo baixo ponto de fusdo quando comparados aos céations derivados de bases
nitrogenadas simples. Outra caracteristica importante é a alta estabilidade térmica
a temperaturas superiores a 400 °C. Assim como nos sais fundidos os ILs também
apresentam uma elevada quantidade de ions moéveis no interior do liquido.
Basicamente o liquido é composto exclusivamente por ions mdveis que resulta em
condutividade muito elevadas em relacao as solu¢gées comuns. Outra peculiaridade
dos ILs é a janela eletroquimica, definida pela faixa de potencial onde um eletrélito
nao sofre processos de oxidacdo ou reducdo sobre um eletrodo. Em outras
palavras, é a faixa de potencial em que o eletrdlito é estavel eletroquimicamente.
Os ILs, assim como os sais fundidos, tém como caracteristica uma grande janela
eletroquimica, variando entre 2,0-5,0 V. Essas propriedades dos ILs foram
principalmente aplicadas em sistemas de eletrodeposicao e baterias. Todas essas
particularidades Unicas tornaram os ILs o destaque entre as possibilidades de
solventes verdes alternativos em diferentes campos da industria quimica.

A utilizacdo de ILs como solventes extratores € interessante devido a
possibilidadede alterar suas propriedades (viscosidade, tensdo superficial e
hidrofilicidade/hidrofobicidade). A mudanca do solvente tradicional por um solvente
verde ndo significa somente torna-lo um processo de extracdo menos poluente
mas, também pode desencadear mudancas na reacdo, o que pode afetar
diretamente o rendimento da extracdo, bem como a seletividade ou pode ainda
aumentar a pureza e/ou reduzir a quantidade de residuos (CASSOL, 2007).

Do ponto de vista quimico, nos processos de extracdo € importante
oconhecimento da composicdo, das propriedades e das interacdes mutuas entre
osdiferentes componentes. Os ILs s&o materiais promissores para esta aplicacéo,
pois através do estudo de sua estrutura e conhecimento de suas propriedades

pode-se desenvolver materiais que sejam ajustaveis as condi¢des de trabalho e as
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necessidades requeridas durante a extracao dos analitos de interesse (DEETLEFS
et al., 2005; ZHAO; XIA; MA, 2005). Sendo assim, este trabalho visou a utilizacao
dos ILs como solventes extratores alternativos na extracao por DLLME do OME e

seus metabdlitos em plasma humano.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método para determinacdo do OME e seus metabdlitos
(OMES e OS) em plasma por HPLC-DAD utilizando a IL-DLLME como técnica de

preparo de amostra.

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar as condi¢des para analise do OME e metabdlitos por HPLC-DAD;
eAvaliar a IL-DLLME como técnica de preparo de amostra alternativa e
miniaturizada, para a extracdo do OME e metabdlitos em plasma;
e Avaliar os parametros da IL-DLLME: tipo de solvente dispersor, tipo de IL
extrator, forca ibnica e pH da amostra;

e Comparar a eficiéncia de extracao utilizando IL sintetizados e IL comerciais.

3. Material, Casuistica e Métodos
3.1 Equipamentos

A analise do OME foi realizada em um cromatdgrafo a liquido modelo
Shimadzu (Kyoto, Japdo) composto por uma bomba LC-20T, injetor SIL-10AF,
forno CTO-20A, detector SPD-M20A, operando em 302 nm, controladora CBM-
20A, desgaseificador DGU-20A5R, valvula LPGE Kit e software LC Solutions —
marca Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

Para o preparo das solucdes foi empregada agua ultrapura obtida do sistema
Master Modelo MS 2000 (Gehaka, Brasil). A balanga analitica utilizada nos
procedimentos de pesagem foi da marca Sartorius, modelo MSU225P (Goettingen,
Alemanha). A homogeneizacéo das solugdes foi feita em um agitador de tubos lka

(vértex), modelo MS 3 digital (Staufen, Alemanha). Para a realizacao das extragfes
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foi utilizada uma centrifuga Hitachi, modelo HIMAC CF 15D2 (Téquio, Japdo) e um
agitador do tipo vibrax Ika, modelo VXR basic (Staufen, Alemanha).

Para a sintese dos ILs foi utilizado um micro-ondas marca Anton-Paar,
modelo Monowave 300 para as reacfes. As andlises de ressonancia magnética
nuclear foram feitas em aparelhos da marca Bruker, operando em 300 MHz e 400
MHz.

3.2 Reagentes e solventes

Foram utilizados os mesmos reagentes descritos no capitulo 1 item 3.2.

Também foram utilizados os solventes organicos (grau HPLC) acetonitrila,
metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), acetona (Macron Chemicals, Center
Valley, EUA) e alcool isopropilico (Sigma, St. Louis, EUA).

Para a sintese dos ILs foram empregados os haloalcanos: 1-Clorooctano, 1-
Clorodecano e 1-Clorododecano (marca Sigma-Aldrich, com purezas = 99, 98 e
97%, respectivamente) e 1-Metilimidazol (Sigmal-Aldrich, pureza 99%). Para a
etapa de troca ibnica, foram utilizados os sais hexafluorofosfato de sodio e

tetrafluoroborato de sddio (Sigma-Aldrich, pureza 98%).

3.3 Condi¢cbes cromatogréficas

A avaliacdo das condi¢cbes cromatogréaficas foi realizada pela variagcdo dos
parametros de composicdo da FM. Assim, foram avaliadas FMs compostas por
ACN e agua no modo elui¢édo por gradiente em diferentes proporgdes: FM 1 (0-10
min 5:95; 10-23 min 10:90; 23,01-50 min 30:70, v/v), FM 2 (0-10 min 5:95; 10,0-15
min 10:90; 15,01-35 min 30:70, v/v), FM 3 (0-10 min 5:95; 10,01-15 min 10:90;
15,01-40 min 30:70, v/v), FM 4 (0-15 min 5:95; 15,01-20 min 20:80; 20,01-45 min
30:70, v/v). A condicdo que proporcionou uma analise adequada em relacdo ao
tempo de retencdo e eficiéncia foi selecionada para determinagdo do OME e

metabdlitos.
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3.4 Solucgdes padrdao de OME e metabdlitos e padrao interno

Os padrdes analiticos de OME, HOME, OMES, OS e PI foram adquiridos e
preparados conforme descrito no capitulol item 3.2 e capitulo 2 item 3.5.

As solugdes estoque do OME e metabdlitos foram preparadas conforme
descrito no capitulo 1 item 3.4.

3.5 Amostras de Plasma

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMRP-USP, processo 6695/2010 (anexos). Para o desenvolvimento do método
bioanalitico foram empregadas amostras de plasma obtidas do banco de sangue
do Hospital Sdo Francisco de Ribeirdo Preto de doadores de sangue voluntarios
sadios. Foram aceitas bolsas de plasma livres do farmaco em questdo (plasma

branco).

3.6 Selecdo dos ILs comerciais

Com base na literatura trés ILs comercializados pela empresa Sigma-Aldrich
foram selecionados para serem avaliados como solventes extratores na IL-DLLME.
Os seguintes ILs foram selecionados: 1-butil-3-metilimidazdlio hexafluorofosfato
(BMImPFe), 1-hexil-3-metilimidazéliohexafluorofosfato (HMImPFs) e 1-metil-3-octil-
hexafluorofosfato (OMIMPFs), pois apresentaram boa extracdo de farmacos de
caracter basico, caracteristica semelhante a apresentada pelo OME (NEVADO et
al., 2014; GONG; ZHU, 2015; DE BOECK et al., 2017Db).

3.7 Sintese de ILs
Com base nos testes realizados com os ILs comerciais e nos dados
disponiveis na literatura foram sintetizados oito ILs de cadeia imidazdlica longa, ou
seja, com maior numero de carbonos na parte catibnica. Tais liquidos foram
selecionados uma vez que, nos testes com os ILs comerciais, 0s ILs de cadeia mais
longa demonstraram melhor eficiéncia de extragéo.
A sintese dos ILs foi realizada no laboratério NPPNS (Nucleo de Pesquisas
em Produtos Naturais e Sintéticos) pelo aluno de mestrado Franco Jazon Caires
sob orientacdo e supervisdo do prof. Dr. Giuliano Cesar Clososki. A sintese dos ILs

compreendeu duas etapas principais: a primeira etapa sendo a de alquilacao da
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amina escolhida, através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica, com a
formacédo de um IL intermediario, sendo este um cloreto ou brometo, dependendo
do haleto de alquila empregado na alquilacdo. A segunda etapa, correspondeu ao
estagio de troca idnica ou reacao de metatese, que promove a troca do anion haleto
(CI ou Br) pelo anion desejado (PFs  ou BF4’), em seguida o IL foi filtrado para
remocao do sal do haleto e o IL purificado, resultando no IL final desejado (AUPOIX;
PEGOT; VO-THANH, 2010).

A sintese dos ILs utilizados no estudo baseou-se em metodologia descrita
por (AUPOIX; PEGOT; VO-THANH, 2010). Assim, em um vial de micro-ondas de
10 mL, foram colocadas quantidades equimolares (25 mM) dos reagentes 1-
metilimidazol e dos cloroalcanos disponiveis. A reacdo ocorreu com a mistura dos
reagentes sob aquecimento a 150 °C por 45 min, em micro-ondas. Posteriormente,
a mistura reacional foi lavada com 10 mL de acetato de etila por trés vezes, até a
remocao do material de partida ndo reagido, em rotoevaporador. Em seguida, o
produto obtido foi diluido com 10 mL de diclorometano e purificado através de
agitacdo em carvao ativado. Apés agitacao por 16 horas, a mistura foi filtrada em
papel-filtro e silica e 0 solvente removido em rotoevaporador. Assim, ap0s estas
etapas foi obtido um IL intermediario correspondente ao cloroalcano utilizado,
contendo cloro como contra-ion.

Para obter os ILs com os contra-ions PFe e BF4, 0s produtos intermediarios
obtidos foram submetidos a reacdo de metatese em micro-ondas com 0s sais de
hexafluorofosfato de sddio ou tetrafluoroborato de sédio. Portanto, em vial de micro-
ondas de 10 mL foram colocadas quantidades equimolares (4 mM) dos ILs
intermediarios e sais correspondentes. A reacdo ocorreu com 0 aquecimento da
mistura a 160 °C por 45 min, em micro-ondas. Logo apés o término das reacoes,
os produtos foram diluidos em diclorometano, filtrados em papel-filtro e o solvente
removido em rotoevaporador, obtendo assim os lls utilizados neste estudo.

Assim, foram sintetizados o0s seguintes lls: 1-octil-3-metilimidazolio
hexafluorofosfato (CsPFe), 1-octil-3-metilimidazélio tetrafluoroborato (CsBFa),
cloreto de 1-octil-3-metilimidazolio (CsCl), 1-decil-3-metilimidazol hexafluorofosfato
(C10PFs), 1-decil-3-metilimidazol tetrafluoroborato (Ci10BF4), cloreto de 1-decil-3-
metilimidazol (C10Cl), 1-dodecil-3-metilimidazol hexafluorofosfato (C12PFs), cloreto
de 1-dodecil-3-metilimidazol (C12Cl).
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3.8 Extracé&o por IL-DLLME

Os testes iniciais foram conduzidos com o0s parametros otimizados no
delineamento descrito no capitulo Il item 4.2.4. Assim, a extracao foi realizada com
400 pL de plasma previamente centrifugados, fortificados com 40 pL da solugéo de
OME e metabdlitos e 40 uL da solucao de PI e agitados em vértex por 30 segundos.
Em seguida, 500 pL de solvente organico a -20 °C foi adicionado e os tubos foram
agitados por 2 minutos a 1500 rpm com o auxilio do vibrax. Logo apos, os tubos
foram centrifugados por 5 minutos a 2300 x g a 4°C, o sobrenadante livre de
proteinas foi recuperado e transferido para um tubo de fundo coénico. Ao final foram
obtidos cerca de 800 pL de sobrenadante e realizada a IL-DLLME segundo o

procedimento descrito na figura 3.2.

Figura 3.2: Fluxograma referente ao procedimento de extracdo do OME e
metabolitos em amostras de plasma por IL-DLLME.

400 pL de plasma, previamente
centrifugado + 40 pl solugdo de OME e
metabdlitos + 40 pL solugéo de Pl

ﬂ Agitar por 30 segundos em vdrtex

[ 500 pL Solvente Orgénico ]

ﬂ Agitar por 2 minutos em vibrox

[ Centrifugar 2300 x g, 4 °C, 5 minutos ]

JlTransferir sobrenadante para tubo cdnico

Tetraborato de sédio

[ |

.

Injetar IL (100 pL) para formagdo do
ponto nuvem

[ Adicionar 2,5 mL solugdo tampdo }

ﬂ Agitar por 30 segundos em vortex

[ Centrifugar 2300 x g, 4 °C, 5 minutos ]

ﬂ Retirar sobrenadante e desprezar

[ Dissolver fase sedimentada 100 pL de ACN ]

ﬂAgitar por 30 segundos em vortex

{ Andlise cromatografica ]

Fonte: Autoria propria.
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3.9 Avaliacdo dos ILs por espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
(RMN)

Foi realizada a analise espectroscopica dos ILs comerciais e sintetizados por
ressonancia magnética nuclear para determinagdo dos espectros de carbono e
hidrogénio dos ILs. Esta analise permite a identificacdo dos ILs, além de verificar a

pureza dos mesmos, tanto comerciais quanto sintéticos (Paiva, 2010).

4. Resultados e Discussdes
4.1 Determinacgao das condi¢8es analiticas

Para composicao da FM foram avaliadas diferentes proporcdes de solvente
com eluicdo por gradiente com o objetivo de obter um menor tempo de corrida
cromatografica e melhor separacdo dos analitos. Assim, apos a avaliacdo de
diferentes composic¢des de FM, a condicdo que resultou em uma andlise adequada
em relacdo ao tempo de retencdo e eficiéncia do OME e metabdlitos foi a FM
composta por ACN:agua (0-10 min, 5:95; 10,0-15 min, 10:90; 15,01-40 min, 30:70,
v/v), vazdo de 1 mL/min e deteccdo em 302 nm (figura 3.3). As condicdes
cromatograficas descritas na tabela 3.1 foram selecionadas, sendo possivel a
eluicdo do OME em 16,7 min, OMES em 18,6 min, Pl em 20,1 min e OS em 22,8

min.

Tabela 3.1: Condi¢cdes cromatograficas para determinacdo do OME, OMES, Pl e
OsS.

Parametros Condicdes
Coluna cromatografica Zorbax Eclipse XDB - C18 (25 cm X
4,6 mm, particulas de 5 ym)
Coluna de guarda Zorbax Eclipse XDB - C18 (12,5 mm x
4,6 mm, particulas de 5 ym)
Composicao da FM ACN: H20
Vazao da FM 1,0 mL/min
Temperatura da coluna 40 °C
Tempo total de corrida 40 min

cromatografica

Fonte: Propria autoria.
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Figura 3.3: Cromatograma referente a analise do OME e metabdlitos em solucéo
padrdo (10 pg/mL). Condi¢cdes cromatogréficas: vide tabela 3.2. Os picos com o

tempo de 16,7; 18,60; 20,4; 23,4 min correspondem a OME, OMES, Pl e OS
respectivamente.
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Fonte: Analise de dados por Software Labsolutions.

4.2 Avaliacao dos ILs comerciais
4.2.1 Selecao do solvente dispersor

Foram avaliados quatro solventes organicos como solventes dispersores e
agentes para precipitacdo de proteinas plasméaticas: MEOH, ACE, ACN, ISO. A
utilizacdo de solventes organicos como agentes precipitantes proteicos é
conveniente, pois sao usados também como solventes dispersores na IL-DLLME
(XIAO et al., 2013; FARAJZADEH; KHORRAM; PAZHOHAN, 2016; FERNANDEZ
et al., 2016).

Na figura 3.4 € possivel observar que a ACN foi o solvente organico que
proporcionou os melhores valores de recuperacdo do OME e metabdlitos com

p<0,05 de significancia em relacdo ao MEOH, assim a ACN foi o solvente utilizado
Nos ensaios posteriores.
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Figura 3.4. Avaliacdo do solvente organico para precipitacdo das proteinas
plasmaticas e solventes dispersores para extracdo do OME e metabdlitos por IL-
DLLME, (p<0,05). Condi¢cdes da IL-DLLME: 500 pL solvente dispersor, 2,5 mL de
tampéao tetraborato de sodio 0,1 mM pH 9,5, 100 uL de cada IL.

8-
*
-
< 6 T
8 |
g 4- -
(&)
o
>
o 2-
o
O T L] L] L]
N S O 2
v © © v

Solventes organicos

Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5. Propria autoria.

4.2.2 Selegéo do IL comercial

A utilizacdo de ILs como solventes extratores é interessante devido a
possibilidade de alterar suas propriedades (viscosidade e tensdo superficial) para
selecionar o sistema mais apropriado (SPIETELUN et al., 2014; NIAZI,
KHORSHIDI, GHAEMMAGHAMI, 2015).Seguindo estas caracteristicas foram
avaliados os ILs comercias: 1-butil-3-metilimidazdlio hexafluorofosfato (BMImPFe),
1-hexil-3-metilimidazéliohexafluorofosfato (HMImPFe) e 1-metil-3-octil-
hexafluorofosfato (OMImPFe). Entre os ILs avaliados, todos extrairam o OME,
metabdlitos e o PI, porém o OMImPFs proporcionou melhores valores de
recuperacéo frente aos demais ILs testados, sendo assim este foi selecionado
como IL extrator (figura 3.5). As figuras 3.6A e 3.6B mostram os cromatogramas
referentes a analise cromatogréafica do IL OMImPFs puro (figura 3.6 A) e do OME e
metabolitos apds extracdo com o IL em plasma (figura 3.6B). As condi¢cbes da
extracdo por IL-DLLME foram as mesmas descritas anteriormente com uso da ACN
como solvente dispersor.



113

Figura 3.5: Influéncia do tipo de IL comercial na extracdo do OME e metabdlitos
por IL-DLLME, (p< 0,001). Condi¢cdes cromatograficas: vide tabela 3.2.
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Fonte: Andlise de dados por software GraphPad Prism 5. Autoria propria.

Figura 3.6: Cromatograma referente a andlise do IL OMImPFe puro (A) e extracao
do OME e metabdlitos em plasma (B) em solucdo padrdo (10ug/mL). CondicGes
cromatograficas: vide tabela 3.2. Em B os picos com o tempo de 18,7; 20,0; 20,8;
21,1 min correspondem a OME, OMES, PI e OS respectivamente.
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Fonte: Analise de dados por Software Labsolutions.

4.2.3 Avaliagéo os ILs comerciais por RMN

A RMN é um método espectroscépico que fornece informacdes sobre o
namero de atomos magneticamente distintos do iso6topo estudado. O estudo dos
ndcleos de carbono e hidrogénio por meio da RMN € importante para determinar
as estruturas de moléculas orgéanicas. Assim, é possivel determinar a estrutura
completa de composto desconhecido. Os espectros de carbono e hidrogénio
determinam o numero de atomos de cada elemento e identificam os tipos de
atomos presentes no composto. Portanto, a RMN oferece informacfes diretas
sobre o esqueleto de carbono e hidrogénio da molécula o que permite identifica-la.
Para identificar o anion de ligagédo do IL foi realizado o monitoramento do ion de
fldor. Assim, foi realizada a andlise por RMN dos ILs comerciais adquiridos para
verificar a pureza dos mesmos e se correspondiam aos ILs descritos nos roétulos,
figuras 3.7 a 3.15.



Figura 3.7: Espectro de RMN de 3C (400 MHz, CDCI3) de BMImPFe.
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Figura 3.8: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de BMImPFe.
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Figura 3.9: Espectro de RMN de °F (500 MHz, CDCls) de BMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-500.
Figura 3.10: Espectro de RMN de 13C (400 MHz, CDCI3) de HMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.
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Figura 3.11: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de HMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.

Figura 3.12: Espectro de RMN de *°F (500 MHz, CDCIlz) de HMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-500.



Figura 3.13: Espectro de RMN de *3C (400 MHz, CDCIlz) de OMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.

Figura 3.14: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de OMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.
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Figura 3.15: Espectro de RMN de '°F (500 MHz, CDCI3) de OMImPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.

A analise por RMN foi realizada com o intuito de verificar a pureza e
autenticidade dos ILs adquiridos comercialmente. Assim, ao final das analises estes
quesitos foram comprovados. A RMN da cadeia carbénica demonstrou o niamero
de carbonos equivalente a cada IL, BMIm, HMIm e OMIm com 4, 6 e 8 carbonos
respectivamente. Além disso, foi verificado o teor de pureza dos ILs adquiridos e
comprovada sua autenticidade. Devido a pequena quantidade disponivel do IL
comercial selecionado, OMImPFs, além do alto custo para adquirir nova unidade,
bem como, demora no processo de importagdo, nao foi possivel o desenvolvimento
e validacdo completa do método proposto. Por isso foi considerada a obtencao de

IL sintetizados para avaliar a IL-DLLME do OME e seus metabdlitos.

4.3 Avaliagéo dos ILs sintetizados
4.3.1 Selecao do solvente dispersor

Como solventes dispersores e agentes para precipitagdo de proteinas foram
avaliados os seguintes solventes organicos: ACN, ACE, ISO, MEOH. Na figura 3.16
€ possivel observar que os solventes ISO e MEOH apresentaram recuperacdes
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proximas, porém o ISO foi o solvente de escolha por apresentar precipitacdo de
proteinas mais limpido quando comparado ao MEOH. Assim o ISO foi o solvente
organico utilizado nos ensaios posteriores. E possivel que, devido ao IL ser

sintetizado, este tenha interagido de modo distinto com o solvente dispersor se
comparado ao IL comercial.

Figura 3.16: Avaliacdo do solvente organico para precipitagdo das proteinas
plasmaticas e solventes dispersores para extracdo do OME e metabdlitos por IL-
DLLME. Condig0es da IL-DLLME: 500 pL solvente dispersor, 2,5 mL de tampao
tetraborato de sodio 0,1 mM pH 9,5, 100 uL de cada IL.
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Fonte: Andlise de dados por software GraphPad Prism 5. Autoria propria.

4.3.2 Selecao do IL sintetizado

Foram avaliados os ILs sintetizados:  1-octil-3-metilimidazdlio
hexafluorofosfato (CsPFe), 1-octil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato (CsBF4),
cloreto de 1-octil-3-metilimidazdlio (CsCl), 1-decil-3-metilimidazol hexafluorofosfato
(C10PFs), 1-decil-3-metilimidazol tetrafluoroborato (Ci0BFa4), cloreto de 1-decil-3-
metilimidazol (C10Cl), 1-dodecil-3-metilimidazol hexafluorofosfato (Ci2PFs), cloreto
de 1-dodecil-3-metilimidazol (C12Cl).

Entre os ILs avaliados, a maioria ndo apresentou boa extracdo do OME,
metabolitos e Pl. Os ILs CsPFes e Ci2PFs proporcionaram melhores valores de
recuperacédo frente aos demais ILs testados e conseguiram extrair os analitos a

partir da amostra plasmatica, sendo assim, estes foram selecionados como ILs
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extratores para testes posteriores (figura 3.17). As condi¢bes da IL-DLLME foram
as mesmas descritas anteriormente com uso de ISO como solvente dispersor.

Figura 3.17: Influéncia do tipo de IL sintetizado na extracdo do OME e metabdlitos
por IL-DLLME, Solvente dispersor: ISO. C12PFs foi significativo em relagéo ao CsCl,
C10Cl e C12Cl, (p< 0,001). Condi¢des cromatograficas: vide tabela 3.2.

601 %
**
k%%
S
(@) 40'
@
&3
s
[}
Q
S 20+
o
[}
nd
O = * I II I ** **kk
o &> O «o &« O o O
Og ch) ® Q'§ Q':Qb % Q'§ o

ILs sintetizados

Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5.

Posteriormente foram reavaliados os dois ILs, CsPFs e Ci2PFe, que
demonstraram melhor porcentagem de recuperacdo. Novos testes de extracao
foram realizados com ambos os ILs e também foram avaliados novamente o0s
solventes dispersores: ACN, ACE, ISO, MEOH (figura 3.18). Este teste foi
necessario para selecionar apenas um IL e verificar a pureza de pico e se ndo havia

coeluicdo de componentes com os analitos avaliados.
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Figura 3.18: Influéncia do IL sintetizado na extracdo do OME e metabdlitos por IL-
DLLME (p< 0,05). Condi¢cdes cromatogréficas: vide tabela 3.2.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5.

Entretanto, foi observado que houve coeluicdo de interferentes do IL C12PFe,
nos mesmos tempos de retencdo dos analitos de interesse (figura 3.19), além de
apresentar baixa pureza dos picos dos analitos. Assim, apos inumeros testes, foi
descartado o C12PFs como IL extrator. Portanto, o IL sintetizado CsPFs foi escolhido

como IL extrator e novo lote foi sintetizado para execucdo dos novos testes.

Figura 3.19: Cromatograma referente a extracdo do OME e metabdlitos em
plasma. Solvente extrator: IL C12PFs Condicbes cromatograficas: vide tabela 3.2.0s

picos com o tempo de 19,7; 23,9; 24,8 e 28,9 min correspondem a OME, OMES, PI
e OS respectivamente.
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Fonte: Analise de dados por Software Labsolutions.

4.3.3 Avaliacao da influéncia do pH e composicao da solugcao tampao
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A eficiéncia da extracdo dos analitos pode ser afetada pelo pH da fase
aguosa, o que influencia diretamente os valores de recuperacédo. Assim, o pH da
amostra deve considerar as propriedades fisico-quimicas do analito, como seu
pKa estar ajustado para que o analito permaneca em sua forma molecular,
concentrando-se na fase extratora (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010;
ESCUDERO et al., 2013).

O OME, uma base fraca, permanece na sua forma nao ionizada em meio
alcalino, assim é melhor extraido pelo solvente organico. Portanto, esta influéncia
dos valores de pH, bem como o tipo de solucdo tampao foi avaliada pela adicéo
de diferentes solu¢des tampédo na faixa de pH de 7 a 11 (tabela 3.2). Assim a

extracao foi realizada com ISO como solvente dispersor e CsPFs como IL extrator.

Tabela 3.2: Solu¢fes tampdao avaliadas na faixa de pH 7-11.

pH Solucéo tampéo
7 Fosfato de potassio monobésico
8,5 Formiato de amonio
8,5 Fosfato de potassio dibasico
9 Tetraborato de sédio
11 Acetato de amonio

Fonte: Propria autoria.

ApoOs a execucdo da IL-DLLME para avaliagdo do pH da fase aquosa com
solucbes tamponadas na faixa de pH 7 a 11 os testes se apresentaram
inconclusivos, pois foram observados muitos picos interferentes do IL coeluindo
com os picos dos padrdes analisado sapés extracdo em plasma sendo impossivel

identificar os picos dos analitos alvo (figura 3.20).



124

Figura 3.20: Cromatograma referente a extracdo do OME e metabolitos em
plasma. Solvente extrator: IL CsPFs, pH 9. Condi¢cdes cromatogréficas: vide tabela
3.2.
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Fonte: Analise de dados por Software Labsolutions.

Além da dificuldade em relacao a analise cromatogréafica com o IL, também
foi observado cristalizagdo do IL sintetizado. Assim, o IL foi submetido ao
aguecimento para diluicdo dos cristais formados. Entretanto, foi observada
mudanca na coloracédo do IL de amarelo translicido para amarelo escuro opaco.
Portanto, foram realizadas andlises por RMN para verificar a pureza dos ILs
sintetizados e utilizados nos testes.

4.3.4 Avaliacao os ILs sintetizados por RMN

Foram realizadas analises por RMN, método espectroscopico para obter
informagOes sobre a estrutura completa do composto analisado. Assim, foi
realizada a andlise dos espectros de carbono e hidrogénio para identificar o IL e
verificar sua pureza. Porém, ap0s a andlise do ultimo lote de IL sintetizado e
avaliado nos testes sobre a influéncia do pH e composi¢édo da solugdo tampéao, foi
verificada a presenca de impurezas.

As figuras 3.21 a 3.23 apresentam os espectros da amostra analisada de IL
do primeiro lote sintetizado e utilizado nos testes iniciais, para sele¢céo de solventes
dispersores e selecao do IL extrator, amostras que apresentaram boa eficiéncia de

extracdo. Enquanto as figuras 3.24 a 3.26 apresentam analise de C, H e F de uma
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amostra do ultimo lote de IL sintetizado e utilizado no teste para avaliagdo da
influéncia do pH e composicdo da solucdo tampéo, em destaque 0s picos de
impurezas apresentados nesta amostra de IL testada.

Figura 3.21: Espectro de RMN de 13C (400 MHz, CDCIs) de CsPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.



Figura 3.22: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de CgPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.

Figura 3.23: Espectro de RMN de °F (500 MHz, CDCIs) de CsPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-500.
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Figura 3.24: Espectro de RMN de 3C(1400 MHz, CDCIz) de CsPFe.
— Impurezas detectadas ap0s analise de amostra.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.

Figura 3.25: Espectro de RMN de!H (400 MHz, CDCIs) de CgPFe.
— Impurezas detectadas apds analise de amostra
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-400.
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Figura 3.26: Espectro de RMN de *°F (500 MHz, CDCIs) de CsPFe.
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Fonte: Analise de substancias por Avance DRX-500.

ApoOs a realizacdo da analise por RMN do ultimo lote de CsPFe sintetizado
foram observados varios espectros que ndo correspondem a estrutura molecular
do IL original, espectros que ndo foram observados nas demais anélises. Assim, 0
IL foi novamente submetido a etapa de lavagem com diclorometano e purificacédo
através da agitacdo com carvao ativado e posterior filtracdo com papel-filtro e silica
e 0 solvente removido por rotoevaporagao.

O processo de sintese de IL é complexo e se ndo realizado de modo
adequado pode levar a geracado de ILs de baixa qualidade com a presenca de
impurezas, bem como excesso de reagentes sobressalentes da reacao de sintese.
A utilizacdo do micro-ondas para sintese dos ILs propostos € um fator que acelera
0 processo de sintese em muitas horas, porém existe uma dificuldade de controlar
as condicOes da reacao, principalmente no que tange a geracao de focos de calor,
que pode favorecer a formac&o de ILs de baixa qualidade (LEVEQUE et al., 2007).
Durante a etapa de sintese houve troca do aparelho de micro-ondas utilizado para

sintese dos IL, devido a problemas técnicos no aparelho inicial das sinteses, tal
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troca pode ter afetado o processo de sintese o que pode ter alterado a qualidade
do IL sintetizado.

4.3.4 Avaliacao da influéncia da composic¢ao da solugcao tampao

Ap0s a repurificagdo do IL foi realizado novo teste nos valores de pH 8,5 e
9,0 (tabela 3.3), baseado nos resultados obtidos no capitulo 2 item 4.3.1, além das
propriedades fisico-quimicas do OME (BOSCH OJEDA; SANCHEZ ROJAS, 2009;
CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; ESCUDERO et al., 2013).

Tabela 3.3: Solug¢des tampao testadas para extragdo do OME por IL-DLLME.

pH Solucéo tampéo

8,5 Formiato de amonio

8,5 Fosfato de potassio dibasico
9 Tetraborato de sédio

Fonte: Propria autoria.

As trés solucbes tampao foram novamente avaliadas juntamente com os
quatro solventes testados anteriormente, ACE, ACN, ISO, MEOH, a fim de se
verificar se as variacdes da composicao das solucdes juntamente com a variagao
dos solventes dispersores teriam influéncia sobre a capacidade de extracédo do IL
CsPFs. A ACE ndo apresentou picos cromatograficos conclusivos assim foi excluida
para analise estatistica. Além disso, como foi sintetizado novo lote de IL, optou-se
por testar novamente o IL, pois foi observada diferenca entre os lotes de ILs
sintetizados e purificados quanto a impurezas e picos cromatograficos
interferentes.
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Figura 3.27: Influéncia do pH da fase aquosa na extracdo do OME e metabdlitos
por IL-DLLME em plasma. Condi¢des cromatograficas: vide tabela 3.2.
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Fonte: Analise de dados por software GraphPad Prism 5.

Apbs o teste com os quatro solventes dispersores, ACE, ACN, ISO, MEOH,
foram observados cromatogramas mais limpos em relacdo a picos de substancias
desconhecidas eluindo com os picos dos analitos determinados. Entretanto, a ACE,
apresentou baixa porcentagem de extracédo, sendo que em algumas replicatas nédo
foi visualizado a presenca dos analitos como todos os solventes dispersores.

Quanto a analise das solu¢cBes tampao estas se apresentaram, juntamente
com os solventes extrator e dispersor, com boa extracao e valores de recuperacao
superiores a 15%.

Foi observado que a solugdo tampdo composta por fosfato de potassio
dibasico pH 8,5 apresentou melhores valores de recuperacao frente a extracéo dos
analitos, quando comparada as solu¢des tampéao formiato de aménio e tetraborato
de sobdio. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre o0s solventes
dispersores, mas o ISO apresentou menor desvio padrao em relacdo aos demais
solventes dispersores. Portanto, foram selecionados para testes posteriores a

solucdo tampdo composta por fosfato de potassio dibasico pH 8,5 e o solvente
dispersor I1SO.
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4.3.4 Teste de linearidade

A linearidade é a capacidade do método de confirmar que os resultados
alcancados sao diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra
em uma determinada faixa de aplicacado (RIBANI et al., 2004).

A linearidade do método foi avaliada em amostras de plasma fortificadas com
uma mistura de OME, OMES, OS e PI nas concentracfes plasmaticas de 20-1000
ng/mL e 500 ng/mL, respectivamente, em quintuplicata.

O grafico de linearidade foi construido plotando-se no eixo das abcissas 0s
valores de concentragcdo do OME e no eixo das ordenadas, a razdo entre a area
dos picos obtidos para o0 OME e a area do Pl. A correlacdo linear entre as
concentracfes nominais e as respectivas razées de area do sinal cromatografico
do OME e PI foi avaliada por analise de regressdo pelo método dos minimos
guadrados para calcular a equacao da reta e o coeficiente de correlacao (r).

Entretanto, foi verificado por calculos estatisticos que o método foi nao linear,
com valor de coeficiente de correlacao inferior a 0,5. Também foi observado que o
método ndo apresenta exatiddo e precisao, pois foram obtidos valores superiores
a 25%, quando calculados os valores de CV (%) e EPR (%) para preciséo e
exatidao intraensaios e interensaios (ANVISA, 2012).

Portanto, apesar de ser possivel a extracdo dos analitos, o IL CsPFs em
associacado com o solvente dispersor ISO e a solucéo tampao, fosfato de potassio
dibasico pH 8,5, o método que ndo apresentou repetibilidade dos resultados, nem
exatidao.

Assim, embora o0s ILs sejam solventes verdes e seu emprego seja
interessante por reduzir a quantidade de solventes orgéanicos utilizados e
consequentemente diminuir a geracdo de residuos, eles ndo demonstraram boa
exatidao e precisdo ao serem empregados como solventes extratores (CASSOL,
2007) Assim, o método desenvolvido com o IL selecionado apresentou valor de
recuperacdo adequado para analises quantitativas mas, ndo pode ser validado para

aplicacoes posteriores.

4.4 Comparacao entre IL comercial e IL sintetizado
Foram avaliados trés ILs comerciais, BMImPFs, HMImMPFs e OMImPFes,

sendo que todos apresentaram recuperacdo do OME e metabalitos, 6%, 5,5% e
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50%, respectivamente, porém o OMImPFe proporcionou melhores valores de
recuperagdo dentre os ILs comerciais testados, 50%. Entre os ILs sintetizados,
CsPFs, CsBF4, CsCl, C10PFs, C10BF4, C10Cl, C12PFs, C12Cl 0 CsPFe foi o IL que
apresentou melhor valor de recuperacéao.

Entretanto, tanto com o IL comercial quanto com o IL sintetizado n&o foi
possivel desenvolver um método de extracdo. No IL comercial o desenvolvimento
do teste de linearidade néo foi possivel devido a quantidade escassa de IL para
efetuarmos este teste. Em ambas as selecdes de IL extratores, tanto comerciais
quanto sintetizados, o IL que demonstrou melhor poder de extracéo foi de cadeia
cationica composta por oito carbonos. Houve distincdo da homenclatura dada aos
ILs, apesar de possuirem mesma estrutura molecular. Assim, os ILs OMImPFs, e
CsPFe apresentam a mesma estrutura molecular, portanto sdo 0s mesmos
compostos, apenas diferenciando entre eles sua obtengdo, um foi obtido

comercialmente e ou outro sintetizado no laboratério, respectivamente.

5.0 Concluséo

No presente estudo foram avaliados ILs comerciais e sintetizados para a
extragdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma empregando a IL-DLLME.
Entretanto, devido a pequena quantidade de IL comercial disponivel e seu alto
custo ndo foi possivel a execucdo de todos os testes necessarios para o
desenvolvimento e validacdo do método. Assim, foram avaliados ILs sintetizados
no NPPNS para avaliar a IL-DLLME do OME e seus metabalitos.

Vérios ILs foram sintetizados e aplicados para extracdo, porém dificuldades
na sintese e na obtencdo de produtos puros para aplicacdo analitica
impossibilitaram o desenvolvimento de um método com linearidade, precisdo e
exatiddo satisfatorios para aplicacdo em andlises quantitativas dos pacientes.
Apesar de a literatura demonstrar trabalhos como de (PADRO et al., 2013) que
realizaram a aplicagdo do método com extragdo de analitos por IL-DLLME a partir
de amostras de plasma, no presente estudo ndo foi possivel obter resultados
semelhantes, porém a proposta de aplicar IL como solventes extratores é valida e
deve ser estudada com maior profundidade. Ainda que o objetivo deste trabalho

nao tenha sido alcangado com sucesso pode-se prever que, com adequacdes na
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rota sintética e purificacdo dos ILs, seja possivel desenvolver métodos analiticos
utilizando o IL como solvente alternativo aos clorados na execugéo da DLLME.
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No presente estudo foram desenvolvidos e validados dois métodos para
quantificacdo do OME e metabdlitos em amostras de plasma de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica empregando a LLE por HPLC-UV e a OS-DLLME
por LC-MS/MS. Ambos foram lineares, precisos e exatos com limite de
quantificacdo 20 ng/mL.

Apesar da OS-DLLME ser uma técnica nova e ainda ter pouca aplicagdo em
amostras complexas, como o plasma, e que necessita de um pré-tratamento, foi
possivel obter resultados com perfil semelhante aos valores atingidos no método
desenvolvido por LLE, a técnica standard gold, mais aplicada para extracdo do
OME e metabdlitos em amostras complexas. Portanto, o método desenvolvido por
OS-DLLME pode substituir a LLE, como técnica de preparo de amostra, pois
apresenta semelhante eficiéncia de extracdo e boa recuperacao dos analitos para
quantificacdo, além de vantagens como o menor consumo de amostra biolégica
(400 pL), menor volume de solvente extrator (120 uL) e dispersor (500 pL), além de
menor tempo de execucao.

Neste trabalho também foi proposto o desenvolvimento de um método
vanguardista utilizando ILs como, solventes alternativos com propriedades
singulares que foram empregados como solventes extratores do OME e seus
metabdlitos em amostras de plasma humano por DLLME. Foram avaliados ILs
comerciais e ILs sintetizados, a partir de uma colaboracdo com o NPPNS. Apoés
testes foi determinado que o IL com maior cadeia catibnica, composta por oito
carbonos, foi a que apresentou melhor valor de recuperacéo. Diversos empecilhos
como quantidade limitada de amostra de IL comercial, assim como dificuldades no
processo de sintese e presenca de impurezas e problemas reacionais,
impossibilitaram o desenvolvimento do método proposto inicialmente. Entretanto,
com os resultados obtidos conclui-se que € possivel o desenvolvimento do método,
posterior validacéo e aplicacdo em amostras reais de pacientes com ajustes tanto
na sintese do IL selecionado, tal como ajustes para alcancar valores de precisdo e

exatidao dentro do limite preconizado pela agéncia regulatéria ANVISA.
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Observe: quem pensa pouco erré muro.
Leonardo da Vinci
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Conforme solicitagdo realizada pela Prof . Dr. Wilson Salgado Junior e pela aluna de
doutorado Larissa Alves do Reis Dias declaramos que 0 HEMAC - Servigo de Hemoterapia,
reconhecendo a importancia desempenhada pelas pesquisas no entendimento das patologias,
seu diagnostico e tratamento, estd de acordo em ceder quatro unidades de Plasma Fresco
Congelado de seus estoques para a realizacdo do projeto de pesquisa intitulado “Influencia da
cirurgia baridtrica na absor¢do de medicamentos: hidroclorotiazida, captopril, propranolol,
omeprazol e sinvastatina”, desde que sejam cumpridas as determinacdes da Resolugdo
466/2012 do Conselho Nacional de Satude que regulamenta a pesquisa com seres humanos e
que o referido projeto de pesquisa seja previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa.

Todas as unidades cedidas foram testadas e apresentam todas as provas sorologicas
negativas, estando liberadas para utilizacdo conforme RDC vigente. Além disso, todas as bolsas
contam com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos seus respectivos
doadores. Esclarecemos que se tratam de unidades de plasma excedentes do uso clinico e,
portanto, ndo haverd prejuizo aos estoques do Hospital S3o Francisco e ao atendimento
hemoterdpico dos pacientes assistidos por esta instituicdo.

Estd doacdo se realiza EXCLUSIVAMENTE para fins académicos, ficando expressamente
proibido o uso total ou parcial deste material em seres humanos ou a sua comercializagio. Além
disso, fica acordado que o transporte, acondicionamento, o armazenamento e correto manuseio
deste material é de responsabilidade EXCLUSIVA da beneficiada.

Finalmente, é de pleno conhecimento de ambas as partes que, por questdes de
limitagGes metodolégicas, ndo é possivel excluir a janela imunoldgica para as doengas testadas.

Fica acordado que no caso de NOTIFICACAO da Vigilancia Sanitaria devido a SOROCONVERSAD
a ENTIDADE RECEPTORA serd comunicada.

Atenciosamente.

\ [ \

Dr. Geraldo Sant:;tf dS\,Cunha Janior
/

o

Coordenador Médico do He : = Servico de Hemoterapia



