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RESUMO

Marchioni, C. Determinacdo de endocanabindides e canabindides em
amostras biolégicas de pacientes com a doenca de Parkinson por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em tandem. 2018. 148f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Os endocanabindides sdo neurotransmissores derivados do &cido araquiddnico
que se ligam aos receptores canabindides participando de diversas funcdes
cerebrais, tais como memoria, aprendizado e controle motor. Os principais
endocanabindides sdo a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG). A
Doenca de Parkinson (DP) ¢€é considerada a segunda patologia
neurodegenerativa mais comum na populacdo, sendo caracterizada pela
reducdo da influéncia dopaminérgica. Indicios mostram um aumento de AEA e
uma diminuicdo nos niveis de 2-AG em pacientes portadores da DP e em
modelos animais induzidos ao parkinsonismo. O canabidiol (CBD) & um
promissor farmaco para o tratamento da DP, pois acredita-se que apresenta um
efeito neuroprotetor na degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos. Entretanto,
0 uso do A9-Tetraidrocanabinol (A9-THC) néo é indicado, pois pode apresentar
efeitos psicotropicos e dependéncia. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS) tem sido
considerada a técnica analitica de referéncia para a determinacdo de
endocanabindides e canabindides em amostras biologicas. A cromatografia
liguida no modo column switching permite a automacado das analises através da
hifenacao da etapa de preparo de amostras bioldgicas (pré-concentracdo dos
analitos e remocdo de grande parte dos componentes endégenos) com o
sistema cromatogréafico (separacdo cromatografica e deteccdo). Neste contexto,
dois métodos analiticos online utilizando o UHPLC-MS/MS no modo column
switching foram desenvolvidos para determinacao de (a) AEA e 2-AG; (b) CBD
e A9-THC em amostras biol6gicas de pacientes com DP. Os endocanabindides
foram determinados em amostras de plasma e de liquido cefalorraquidiano
(LCR). O método UHPLC-MS/MS no modo column switching para determinacéo
dos endocanabindides com uma coluna de material de acesso restrito na
primeira dimenséo apresentou linearidade entre 0,100 (LIQ) a 6,00 ng mL™ para
AEA e 0,04 (LIQ) a 10,00 ng mL™* para 2-AG nas amostras de plasma. Para as
amostras de LCR a faixa linear foi de 0,45 (LIQ) a 9,00 ng mL! para AEA e 1,40
(LIQ) a 180 ng mL?! para o 2-AG. Os valores de exatiddo ficaram abaixo de
14,2% e de precisédo abaixo de 11,1% (excluindo LIQ) para os dois analitos. Os
métodos ndo apresentaram efeito residual e nem efeito matriz. Os analitos
mostraram ser estaveis apo6s ciclos de congelamento/descongelamento e no
teste a curto e longo prazo. Estes métodos foram empregados para analise 70
amostras de plasma e 66 de LCR. Para a determinacao (UHPLC-MS/MS no
modo column switching) de CBD e A9-THC em amostras de plasma foi
sintetizada a fase molecularmente impressa (MIP) monolitica em capilar de silica
fundida (in situ). A sintese apresentou boa rentabilidade utilizando pequena
massa da molécula molde (CBD reduzido). O método online, utilizando o capilar
MIP na primeira dimenséo, apresentou linearidade entre 10 e 300 ng mL* (CBD
e A9-THC). A precisao variou entre 0,2 e 10,3% para os dois analitos e a exatidao



foi inferior a 4,4% (excluindo o LIQ). O efeito residual e o efeito matriz ficaram
dentro dos parametros estabelecidos pela ANVISA. Por fim, o método foi
aplicado satisfatoriamente na determinagéo de CBD e A9-THC em amostras de
plasma de pacientes em terapia com CBD.

Palavra-chave: = Anandamida.  2-araquidonilglicerol. =~ Canabidiol. = A9-
tetraidrocanabinol. Doenca de Parkinson. UHPLC-MS/MS no modo column
switching. In-tube SPME. Polimero Molecularmente Impresso.
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I.1 Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP), descrita por James Parkinson, em 1817, tem
sido considerada a segunda patologia neurodegenerativa mais frequente na
populacao, afetando cerca de um por cento dos adultos com mais de 65 anos de
idade, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (CHRISTIAN
R. BAUMANN, 2012). No Brasil, os dados epidemiologicos sdo escassos, mas
acredita-se que 200 mil pessoas sejam acometidas pela doenca
(VALCARENGHI et al., 2018).

A DP é caracterizada pela reducdo da influéncia dopaminérgica
nigroestriatal e cortical. As caracteristicas histopatologicas da doenca incluem a
perda neuronal, despigmentacéo da substancia nigra compacta e a presenca de
corpusculos de Lewy, que sdo inclusdes citoplasméticas eosinofilicas nos
neurdnios remanescentes (SCHRAG, 2004).

A DP é caracterizada por quatro sintomas classicos: (1) tremor em repouso;
(2) bradicinesia; (3) rigidez e (4) instabilidade postural. Além dessas alteracées
motoras, 0s pacientes apresentam inumeros sinais e sintomas ndo motores
como: distarbios do sono, perda do olfato, alteracdes neuropsiquiatricas, entre
outros. As anormalidades neuropsiquiatricas mais comumente observadas sao
transtornos de humor e de ansiedade, alteracbes de personalidade, perda
cognitiva, delirios e alucinacdes (SCHRAG, 2004).

A prevencao primaria da DP néo tem sido realizada devido a auséncia de
marcadores biologicos (SAUDE, 2017), por isso estudos de biomarcadores da
DP tém sido realizados para o diagndstico precoce desta patologia. Neste
contexto, os endocanabindides, neurotransmissores que se ligam aos receptores
canabindides, principalmente a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-
AG), tém sido avaliados em amostras biologicas. Inovadores métodos analiticos
de alta sensibilidade tém sido desenvolvidos para a determinagcdo destes
enddgenos presentes amostras bioldgicas em niveis de sub-tracos.

A influéncia dos endocanabindides na fisiopatologia da DP ainda é pouco
compreendida. O que se tem conhecimento € que os receptores canabindides e

dopaminérgicos estdo localizados nos neurdnios estriatais. A deficiéncia de



dopamina na DP causaria uma hiperatividade dos receptores dopaminérgicos do
tipo 2 (D2), gerando um aumento na producdo de AEA. A0 mesmo tempo, 0s
endocanabindides, que sdo sintetizados em neurbnios poés-sinapticos apdés
ativacdo dos receptores dopaminérgicos (D2), agiriam nos neurdnios pré-
sinapticos como moduladores da liberacdo de dopamina. A deficiéncia de
dopamina, por outro lado, provoca uma hipoatividade dos receptores
dopaminérgicos do tipo 1 (D1), inibindo excessivamente areas do cérebro que
controlam o sistema motor, sendo responsavel pelo inicio do Parkinson (Figura
1). (GIUFFRIDA; MARTINEZ, 2017; GIUFFRIDA; MCMAHON, 2010).

Figura 1. Esquema da interacdo do sistema dopaminérgico e endocanabindide

na DP
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Fonte: préprio autor

Alguns estudos realizados em modelos de animais (roedores) induzidos ao
parkinsonismo mostraram que ha um aumento dos niveis de endocanabindides,
principalmente AEA (DI MARZO, 2000; KLUGER et al., 2015). Segundo Obeso
et al. (2004), a estimulacéo do sistema dopaminérgico resulta na diminuicdo dos
niveis dos endocanabindides, contribuindo para o desenvolvimento de
discinesias associadas ao tratamento da DP (OBESO et al., 2004).

Pisani et al. (2010) comprovaram que pacientes portadores de DP sem

tratamento apresentaram um aumento de AEA (6 a 17 pmol mL~" no grupo PD,



enguanto no grupo controle variou de 2 a 9 pmol mL™"). Contudo, quando em
tratamento crénico com reposicédo de dopamina, os niveis de AEA voltaram ao
normal (PISANI et al., 2010).

Quanto a influéncia do 2-AG na PD, um estudo mais recente em modelo de
camundongo induzidos com a doenca, mostrou que o 2-AG tem um potencial
efeito neuroprotetor. Inicialmente, os autores observaram uma diminuicdo do
nivel de 2-AG quando a PD foi induzida em camundongos. Apds a adicédo
exdgena de 2-AG ou a adicdo de um inibidor especifico da enzima
monoacilglicerol lipase, que controla o metabolismo dos endocanabindides, o
efeito protetor do 2-AG foi pronunciado (MOUNSEY et al., 2015).

O tratamento medicamentoso da DP tem como principal objetivo a redugéo
da progressao da doenca e controle dos sintomas. Segundo Protocolo Clinico,
os medicamentos que vém sendo utilizados s&o: levodopa, agonistas
dopaminérgicos, inibidores da monoamino-oxidase B, inibidores da catecol-O-
metiltransferase, anticolinérgicos e antiglutamatérgicos (SAUDE, 2017).

O medicamento de primeira escolha, e o mais utilizado, € a levodopa. Este
farmaco promove melhora acentuada dos sintomas motores, porém o tratamento
prolongado ndo interrompe a progressdo da doenca e o0 aparecimento de
complicagbes motoras, que incluem as discinesias e as falhas no efeito
sintomatico motor (FERRAZ, H.B., BORGES, 2002). Devido a estes efeitos
adversos, sobretudo aos causados em longo prazo, terapias alternativas vém
sendo avaliadas. As possibilidades medicamentosas incluem utilizacdo de
pramipexol, tolcapona, entacapona ou associacdes de farmacos agonistas de
dopamina com doses reduzidas de levodopa (SAUDE, 2017).

Devido as crescentes evidéncias que confirmam a estreita relacéo entre o
sistema dopaminérgico e endocanabindide, os derivados da Cannabis tém sido
avaliados como alternativas nao-dopaminérgicas para o tratamento da DP.
Alguns estudos clinicos indicam que o canabidiol (CBD) € um promissor farmaco
para o tratamento da DP, pois melhora os sintomas psicoticos e a qualidade de
vida dos pacientes (CHAGAS et al., 2014a, 2014b; JOSE MARTINEZ-ORGADO
et al., 2007; MECHOULAM; PARKER; GALLILY, 2002; SAGREDO et al., 2007;
ZUARDI et al., 2009).

No entanto, existem pouco estudos sobre o mecanismo de acdo e a

farmacocinética do CBD. Assim, métodos analiticos de alta sensibilidade para



determinacdo deste farmaco alternativo em amostras bioldgicas tém sido

desenvolvidos.



CAPITULO 1

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
em tandem no modo column switching para a analise direta de

endocanabindides em amostras de plasma e liquido cefalorraquidiano



CAPITULO 1

1.1 Introducéao

1.1.1 Endocanabindides

Os endocanabinodides sdo substancias enddgenas derivadas do &cido
araquidénico que se ligam aos receptores canabindides do tipo 1 e 2 (CB1 e
CB2), agindo como agonistas. Os receptores CB1 sao altamente abundantes no
sistema nervoso central nas terminacdes dos neurdnios, participando da
regulagdo da neurotransmissao. Os CB2 aparecem associados ao sistema
imune periférico, aos neurdnios do tronco cerebral e a microglia (FAGAN;
CAMPBLLE, 2014).

Os principais endocanabindides sao N-araquidonoil etanolamina ou como
também é conhecida, anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Figura
2). Esses neurotransmissores participam de diversas fungbes cerebrais, tais
como memoria, aprendizado e controle motor (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2000).

Figura 2. Estrutura quimica dos endocanabindides

AEA 2-AG

Fonte: préprio autor

Os endocanabinoides tém sido determinados em diversas matrizes
bioldgicas, como: plasma, liquido (LCR), sémen, tecidos neurais, soro, placenta
e cabelo (AMOAKO et al., 2010; BALVERS; VERHOECKX; WITKAMP, 2009;
BALVERS et al., 2013; IVANOV; BORCHERT; HINZ, 2015; JUNG et al., 2012;
LAM; MARCZYLO; KONJE, 2010; LAM et al., 2008; LEHTONEN et al., 2011;
LEWEKE et al., 2007; LIPUT et al., 2014; MARCZYLO et al., 2009; OBATA et



al., 2003; OTTRIA et al., 2014; SCHREIBER et al., 2007; SERGI et al., 2013b;
ZOERNER et al.,, 2012). Entretanto, as concentracfes encontradas nessas
amostras sao muito distintas. No LCR, por exemplo, em pacientes saudaveis, as
concentracdes determinadas tém sido de aproximadamente 0,83 ng mL™* para
AEA e 26 ng mL* para 2-AG (CENTONZE et al., 2007). JA para amostras de
plasma (pacientes saudaveis) as concentracées tém sido de 0,14 ng mL* para
AEA e 0,23 ng mL* para 2-AG (BALVERS et al., 2013).

Em determinagfes quantitativas, o material biolégico a ser utilizado
depende, principalmente, de dois fatores: a finalidade da analise e a natureza do
analito (MOREAU; SIQUEIRA, 2008). Dessa forma, ao se tratar de
endocanabindides relacionado a doenca neurologica é de praxe optar pela
utilizacdo do LCR, uma vez que este material faz parte do sistema nervoso
central. No entanto, a coleta desta amostra é invasiva, dolorosa, necessita de
profissionais especializados para coleta e ambiente hospitalar. Até o presente
momento ndo ha estudos que correlacionem as concentracdes plasméticas de
AEA e 2-AG com as obtidas em LCR.

1.1.2 Métodos analiticos para a determinacéo de endocanabindides em amostras

biolégicas

A determinacdo de endocanabindides tem sido realizada, nos ultimos anos,
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccdo de
ultravioleta (UV), fluorescéncia (FL) e espectrometria de massas (MS); ou
cromatografia liquida de ultra performance acoplada com espectrometria de
massas em tandem (UHPLC-MS/MS). A deteccdo MS/MS fornece identificacédo
inequivoca dos analitos (Tabela 1).

Os trabalhos mais recentes descritos na literatura empregam a técnica LC-
MS/MS, em razdo da alta sensibilidade, seletividade, frequéncia analitica e n&o
requer a etapa de derivatizacdo (BALVERS et al., 2013; GACHET et al., 2015;
HAN et al., 2013; OTTRIA et al., 2014; Ql et al., 2015).

A cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UHPLC) surgiu com o advento
da coluna com particulas porosas sub-2 ym. Essa inovacao resulta em altas
velocidades lineares da fase movel que favorecem a resolucao e sensibilidade

do método, além de reduzir o tempo de andlise e o consumo de solventes, em



comparacdo com a HPLC convencional (KUCEROVA, B., KRCMOVA, L.,
SOLICHOVA, D., PLISEK, J., SOLICH, P., 2013).

Em razdo da complexidade dos fluidos biol6gicos, eles ndo sao
introduzidos em seu estado in natura em sistemas LC-MS/MS, pois apresentam
interferentes, principalmente as proteinas que podem (i) adsorver de forma
irreversivel junto a coluna analitica, modificando a retencdo dos analitos, (ii)
coeluir com os analitos durante a separacédo cromatogréfica ou (iii) suprimir a
ionizagdo dos analitos. Portanto, a etapa de preparo de amostras tem sido
requerida no desenvolvimento de métodos analiticos, para eliminar os
interferentes e pré-concentrar os analitos, quase sempre presentes em niveis de
tracos em amostras bioldgicas (QUEIROZ, 2011).

As técnicas de preparo de amostras: precipitacdo de proteinas, extracdo
liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase sélida (SPE) tém sido as técnicas mais
utilizadas no desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacédo dos
endocanabindides e canabinodides naturais em diferentes amostras, como
plasma, soro, cérebro, células tronco, LCR, urina, cabelo, dentre outras (Tabela
1).

A precipitacdo de proteinas com solvente organico (principalmente
acetonitrila) € a abordagem de preparo de amostras mais simples para a
exclusdo de proteinas. A precipitacdo de proteinas geralmente é realizada a
baixa temperatura (NIESSEN, 2006).

Com base na lipofilicidade dos endocanabindides, a LLE tem sido
conduzida com solventes imisciveis em agua, incluindo cloroférmio, tolueno e
misturas de cloroformio / metanol e de acetato de etila / hexano (ZOERNER et
al., 2011).

A SPE para a determinacéo de endocanabinodides em amostras biolégicas
tem sido realizada com a utilizagédo de fases estacionarias octadecil silica (C18)
(ZOERNER et al., 2011).

Além das técnicas de preparo de amostra convencional, alguns autores tém
trabalhado no desenvolvimento de técnicas analiticas que requerem menor
tempo de analise, permitem a automacdo do processo e demandam menor
volume de solvente organico e de amostra bioldgica. Essas metodologias

incluem: microextracdo em fase sdlida e column switching (Tabela 1).
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Tabela 1. Técnicas analiticas para a determinacao de endocanabinéides em
amostras biolégicas

Descrigdo do Método

Analitos Amostra REEICHEES

FE:ODS
LCR FM: metanol:agua. ) LOD:0,025 pmol  (SCHREIBER
AEA (L mL) SPE (Eluicao por LC-MS mL-L etal.,, 2007)
radiente

FE=C18
FM =2 mM de
acetato de amobnio +

L LAM et al.
0,1% de acido ( !
Placenta R . UHPLC — 2008;
AEA (100 mg) SPE formlco.acet(’)n.ltnla + MS/MS 0,22 fmol MARCZYLO et
0,1% de acido |
férmico. al., 2010)
(Eluicéo por

radiente

o FE: C18
' Cérebro FM: agua:
IF‘,E': humano LLE acetonitrila: acido LC-MS/MS 0,5nM - 189 nM (LE; ngllEl')\l et
OEA e’2- (1-3 mg) férmico (33:67:0,1) "
AG (Isocrético)

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE: C18
FM: acetato de
Plasma amonio
2-AGe humano LLE 2mmol:metanol com LC-MS/MS 0,5nM (ZOERNER et
AEA 2mmol de acetato de al., 2012)
(250 L) P
amonio.
(Eluicéo por
radiente

FE =C8
FM =
AEA, 2- agua/metanol/acetonitrila
AG, DHEA, Plasma L (40/40/20) com 0,1%
DLE, OEA, humano Eée::gzzﬁzg acido férmico: LC-MS/MS 0,019 - 0,771 ng mL? étBQvalf)T:?)
PEA e (100 pL) metanol/acetonitrila "
SEA (70/30) com 0,1% &acido

férmico.
Eluicao por gradiente

2-AG, Cérebro FE =C18

AEA, LEA pos- FM = agua/ acetonitrila/ UHPLC- (MUGURUZ
DHEA, mortem SLE acido férmico (33:67:0,1, MS/MS 0,4 - 40 ng mL? Aetal.,
PEA e 05-1,0 vIVIv) 2013)

OEA Eluicdo isocratica

FE = Zorbax C18
Plasma FM = 4gua com 5mM de
humano LLE formiato de aménio/ LC-MS/MS 0,1-0,5ng mL?
(0,5 mL) metanol
Eluicdo por gradiente

AEA e
2-AG

(THIEME et
al., 2014)

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE =C18
AEA . FM = acido férmico (BYSTROW
2-AG, Ceérebro (0,02M) em acetonitrila / SKA;
OEA, de rato SLE éci’do férmico (0,02M) em LC-MS/MS 0,2-0,8ngg* SMAGA,
PEA, and (10 mg) A ’ 2014)
LEA agua

Eluicao por gradiente

FE: C18
FM: 1 mM de acetato de
amonio + 0,1% de &cido

Cérebro acético em metanol:1
A O otres  oreciplacio mM de acetato de LC-MS 05-1angmer  (HPZR el
(50 mg) amonio, 0,1% de acido

acético e 5% de metanol
em agua.
Eluicao por gradiente

FE = 10 mM amoénio (Ql et al
AEAe2-  Cérebro SLE FM = acetate / LC-MS/MS 25 - 50 fmol 2015)
AG de rato acetonitrila

Eluicéo isocratica

FE: C18
FM: metanol com 2mM
AEA,LEA, de acetato de amonio
2-AG e Plasma SPE +dguacom 2mMde  LC-MSIMS ~ 01-190ngmLt  (GACHETet
humano P al., 2015)
outros acetato de aménio e

0,1% &cido férmico.
Eluicdo por gradiente

FE: C18
AEA, 2- Células féﬁm;c%,'i(?e?oenﬁﬁ:gfz- (IVANOV;
AG, OEA tronco LLE opanol (60:40) com LC-MS 0,3-5ng mL? BORCHERT;
e PEA 1 mL) prop : HINZ, 2015)

0,2% de &cido férmico.
(Eluicdo por gradiente)

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

AEA,2-  Plasma FE = C18 (GOUVEIA-
AG, OEA, humano FM = agua/ UHPLC- FIGUEIRA;
DEAand (300 - SPE  CHsCOONHsem metanol  MS/MS 0,0005-2.1pg NORDING,

SEA 500 pL Eluicdo por gradiente 2015

Plasma FE = Kinetex C18
humano FM = 0,2% acido acético
AEA e 2- A LLE, SPE ! L 1 (GARST et al.,
AG Tecido de and SLE em ggua/ 0,1% ac_|d_0 LC-MS 0,5-1,0mg mL 2016)
aorta férmico em acetonitrila
500 mL Eluicao por gradiente

Plasma FM = Zg:aefnigr%gl com
AEA, 2-AG  humano SPE 10 MM de acetate de  LC-MS/MS 7.3 pg - 18 pg (CLAESON et
e outros (650 — , al., 2017)
amonio
750 pL)

Eluicdo por gradiente

NADA,
AEA, DEA,
DHEA, FE = Agilent Polaris-
DGLEA, HR-Chip C18
2-AGE, LCR FM = 10 mM é&cido nano LC- (KANTAE et
LEA, (1,5 mL) LLE férmicol dgua: MS/MS 0.9 -61,2pM al., 2017)
O-AEA, acetonitrila
2-AG, (Eluicéo por gradiente)
SEA, OEA,
and PEA

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descricdo do Método

Analitos Amostra . . Referéncias
Condicdes Sistema de

cromatograficas Deteccao
Coluna 1D
FE = capilar de liquido
ibnico polimérico

Extracao

| FM = agua (SOUZA:
Plasma 1 .
AEﬁé 2- humano In-tube SPME Coluna 2D ll</||_|SF/)I\I7ICS: 0,05-0,1ng mL gSENIL%%

(400 pL) FE = Kinetex C18 2018) '

FM = agua com 0,5%
de &cido formico/
acetonitrila (30:70, v/v)
(Eluicdo isocratica)
Sendo: LIQ = limite de quantificacdo; AEA = anandamida/ N-araquidonoiletanolamina; LCR= liquido
cefalorraquidiano; SPE = extracdo em fase sdlida; FE = fase estacionéaria; FM = fase mével; LC-MS =
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; LOD = limite de determinacdo; UHPLC-MS/MS
= cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem; NAEs = N-
aciletanolaminas; LLE = extracdo liquido-liquido; DHEA = docosahexaenoil etanolamida; LEA = N-
linoleoiletanolamida; PEA = palmitoil etanolamida; OEA = oleoil etanolamida; 2-AG = 2-araquidonilglicerol;
LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; LNEA = N- a —
linoleoiletanolamida; DLE = dihomo-linolenoil etanolamida; SEA = etanolamida stearoil; u-SPE = micro
extracdo em fase sdlida; SLE = extracdo sdlido-liquido; EC = endocanabindides; DEA = docosatetraenoil
etanolamida; SALLE = extracao liquido-liquido auxiliada por salting-out; NADA = N-araquidonoilopopamina;
DGLEA = N-dihomo-y-linolenoil etanolamida; 2-AGE = 2-araquidonilglicerol ether; O-AEA = O-araquidonoil
etanolamida ; NaGLy = N-araquidonil-glicina ; in-tube SPME = microextracdo em fase sélida no capilar.

1.1.3 Cromatografia liquida no modo column switching

Visando minimizar o consumo de solvente organico, do volume da
amostra, a miniaturizacéo dos sistemas analiticos, a hifenacé@o de técnicas e a
automacao (high-throughput performance), a quimica analitica moderna tem sido
direcionada para o desenvolvimento de novas técnicas analiticas. Nesse
contexto, podemos destacar a cromatografia liquida no modo column switching
(KATAOKA; SAITO, 2012; MOLINER-MARTINEZ et al., 2015).

A cromatografia liquida no modo column switching permite a automacgéao
das andlises através da hifenacdo da etapa de preparo de amostras bioldgicas
(pré-concentracdo dos analitos e remocdo de grande parte dos interferentes)
com o sistema cromatografico (separacao cromatografica e deteccéo), reduzindo
o tempo da analise, o volume das amostras biologicas e de solventes organicos.
Os sistemas automatizados favorecem a precisao e exatiddo dos métodos.

O sistema multidimensional de cromatografia liqguida no modo column
switching, geralmente, € constituido por duas colunas com diferentes dimensdes

e fases estacionarias com distintos mecanismos de sorcdo; uma véalvula com
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multiplos porticos e uma ou mais bombas HPLC de alta pressdo (CAMPINS-
FALCO; HERRAEZ-HERNANDEZ; SEVILLANO-CABEZA, 1993; KATAOKA;
SAITO, 2012). O preparo da amostra é realizado na primeira dimensao do
sistema (coluna 1D) e na segunda dimensdo (coluna 2D), a separacgéo
cromatografica.

Diferentes sorventes seletivos tém sido utilizados na primeira dimensao,
como, por exemplo, os materiais de acesso restrito (RAM), imunosorventes,
polimero molecularmente impresso (MIP), fases monoliticas, liquidos i6nicos,
dentre outros (KATAOKA; SAITO, 2012).

As técnicas column switching tém sido utilizadas em diversas areas, tais

como: ambiental, alimentos, farmacéutica, forense e analises bioldgicas. Na

Tabela 2, estdo exemplificadas algumas dessas aplicagdes.

Tabela 2. AEIicaiGes do column switchini na analise de diferentes substancias

Sistema de

Analito Amostra Coluna 1D Coluna 2D deteccio Referéncia
DL- Erva MIP monolitico
tetrahidropalmatine Chinesa (50 mm x 4 mm i.d.) oDS HPLC-UV (OU et al., 2006)
. . . RAM-MIP-SG
Sulfonamidas Leite bovino (40 mm x 4,6 mm i.d.) C18 LC-UV (XU et al., 2010)
Inibidor da Plasma Cc18
topoisomerase humano (10cm x 2,1 mmi.d.) c18 LC-MS/MS (KAMEI et al., 2011)
(DE OLIVEIRA ISAC
MORAES, G., DA
. Plasma RAM-MIP-BSA SILVA, L.M., DOS
I e (10 cm x 4,6 mm i.d.) e =Lty SANTOS-NETO, A.J.,
FLORENZANO, F.H.,
FIGUEIREDO, 2013)
- - Plasma C18 (WICKREMSINHE et
Quimioterapico humano (3 mm x 20 mm i.d.) c18 LC-MS/MS al., 2013)
Xantina . . RAM-C18
oxidadase Leite bovino (20 mm x 2 mm i.d.) C18 LC-DAD (Ll etal., 2014)
L1-nor-9- Cabelo

carboxi-tetra- h C18 (50 mm x 3 mm i.d.) C18 LC-MS3 (PARK et al., 2014)

. . umano
hidrocanabinol

. Plasma RAM-BSA (FAGUNDES et al.,
SEEHIES humano (30 mm x 4,6 mm) S i 2014)

Acidos alquil Urina RAM-ADS-C18 (ECKERT; GOEN,
mercaptaricos Humana (4mm x 25 mm i.d.) c18 LC-MS/MS 2014)
Antidepressivos,
anticonvulsivante, Plasma Coluna monolitica (DOMINGUES et al.,

ansioliticos e humano (4,5 cm x 530 pm i.d.) St e 2015)

antipsicoticos .

. < Nanofibra de poliamida (PARMOVA et al.,
Bisfenol A Agua (5mm x 4,6 mm) Cc18 HPLC-FD 2017)
. : Plasma Oasis HLB . UHPLC-
Benzodiazepinos humano (20 mm x 2.1 mm i.d.) Sumipax ODS MS/MS (LEE et al., 2017)
Tetraciclinas ~ Leite bovino ~ "\anotubo de carbono c18 LC-UV (DE FARIA et al., 2017)

(10 mm x4 mm i.d.)
Sendo: MIP = polimero molecularmente impresso; HPLC-UV = cromatografia liquida de alta
performance acoplada com detector de ultravioleta; LC-UV = cromatografia liquida acoplada com
detector de ultravioleta; RAM-MIP-SG = material de acesso restrito- polimero molecularmente
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impresso- silica gel; LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem; RAM-MIP-BSA = material de acesso restrito- polimero molecularmente impresso-
albumina sérica bovina; LC-DAD = cromatografia liquida acoplada ao detector de arranjo de
diodo; HPLC = cromatografia liquida de alta performance; UHPLC-MS/MS = cromatografia
liguida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas em tandem; LC-FD =
cromatografia liquisa acoplada ao detector de fluorescéncia.

1.1.4 Sorvente para a cromatografia liquida no modo column switching: Material

de Acesso Restrito

A cromatografia liquida no modo column switching tem utilizado como
sorvente da primeira dimenséao diferentes materiais, entre eles os RAM.

O desenvolvimento dessas fases estacionarias permite, na maioria das
vezes, a introducdo (injecdo) direta das amostras bioldégicas em sistemas
cromatograficos. A automacédo das analises permite o aumento da frequéncia
analitica e minimiza tanto a exposicdo dos analistas aos fluidos bioldgicos,
quanto os erros humanos decorrentes da andlise manual.

As fases estacionarias combinam os principios da cromatografia de
exclusdo e da cromatografia em fase reversa. A superficie hidrofilica
biocompativel das particulas hidrofébicas impede a adsorcdo de
macromoléculas da matriz biolégica na fase estacionaria, e as particulas
hidrofébicas (suportes de silica, C8 ou C18) sao responsaveis pela pré-
concentracdo (particdo) das micromoléculas (neurotransmissores).

As macromoléculas podem ser excluidas por barreira de difuséo fisica,
considerando o didametro do poro, ou por barreira de difusdo quimica criada por
uma cadeia proteica (ou polimérica), na superficie externa da particula
(SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004b).

Algumas colunas (1D) com fases estacionéarias a base de RAM encontram-
se disponiveis comercialmente, como € o caso da RAM-C8 RP-8 ADS (25 mm x
4 mm x 25 um) (Merck®, EUA). Essa fase apresenta particulas de silica gel
esféricas (25 pm) com modificagdo alquil (C8) na superficie interna e modificacédo
diol na superficie externa dos poros (Figura 3). A coluna RAM-C18 (1D), junto ao
sistema column switching, permite a exclusdo (barreira de difusdo fisica) das
proteinas da amostra de plasma/ LCR e pré-concentracédo dos analitos em fase
reversa atraves da particdo (MERCK MILLIPORE, [s.d.]).



Figura 3. Coluna 1D RAM-C8 RP-8 ADS
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1.V Concluséao

O método multidimensional UHPLC-MS/MS no modo column switching com
a coluna RAM-C8 RP8-ADS, na primeira dimensao, permitiu a hifenacdo da
etapa do preparo da amostra bioldgica (pré-concentracédo dos endocanabindides
e exclusdo da maioria das macromoléculas) com o sistema cromatografico,
minimizando o volume de amostra bioldgica, 0 consumo de solvente organico, o
tempo da analise e as fontes de erros, como a conversao de 2-AG / 1AG.

A seletividade tanto da coluna RAM-C8 RP8-ADS, quanto do sistema
MS/MS favoreceu a detectabilidade, gerando baixos limites de quantificacéo.
Segundo os parametros de validacdo analitica avaliados, o método, tanto para
amostras de plasma, quanto para amostras de LCR, € adequado para a
determinacao de AEA e 2-AG.

O método inovador desenvolvido UHPLC-MS/MS no modo column
switching, comparado ao consolidado LLE-UHPLC-MS/MS, ndo apresentou
variagdes quantitativas estaticamente diferentes nas determina¢des de amostras
de LCR enriqguecidas com AEA e 2-AG em diferentes concentracoes,
demonstrando assim a equivaléncia entre os diferentes métodos.

Os métodos desenvolvidos, para amostras de plasma e LCR, foram
adequadamente aplicados para andlise de 70 amostras de plasma e 66 amostras
de LCR, mostrando a aplicabilidade do método.

A comparacado das concentracdes plasmaticas e em LCR de AEA e 2-AG
de pacientes com a DP com as determinadas para o grupo controle mostrou um
aumento nas concentracdes de AEA nas amostras dos portadores da DP, ja para
0 2-AG apresentou uma queda das concentragdes. Foi possivel concluir também
gue as amostras de plasmas podem ser utilizadas em substituicdo as amostras

de LCR para avaliacdo do sistema endocanabindide.
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CAPITULO 2

Polimero molecularmente impresso como sorvente para in-tube SPME
acoplada a UHPLC-MS/MS para a determina¢éo de canabindides em amostras

de plasma de pacientes parkinsonianos
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CAPITULO 2

2.1 Introducéao

2.1.1 Canabindides

Os derivados da Cannabis vém sendo utilizados na medicina desde 2700
a.C. pelos chineses. Acreditava-se que essas substancias eram capazes de
curar diversas enfermidades, tais como gota, reumatismo, maldria, constipacao
e até disturbios menstruais. No inicio do século XX, esses derivados passaram
a serem utlizados no tratamento de transtornos mentais, como sedativo e
hipnético. No entanto, em razdo do advento de novos farmacos e dos efeitos
adversos dos derivados da Cannabis, eles cairam em desuso (CRIPPA;
ZUARDI; HALLAK, 2010).

Em 1960, os principais componentes da Cannabis sativa foram elucidados.
Dentre eles, o A9-Tetraidrocanabinol (A9-THC), que é uma substancia
psicoativa e o canabidiol (CBD), que apresenta efeito ansiolitico, ndo psicoativo
(DEVINSKY et al., 2014) (Figura 12). A partir da elucidacdo da estrutura dessas
substancias, elas passaram a ser utilizadas em diversas patologias, inclusive na
DP.

Figura 12. Estrutura quimica CBD e A9-THC
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Canabidiol (CBD) Delta 9 -tetrahidrocanabidiol (THC)

~

Fonte: préprio autor

Os canabindides tém sido avaliados em modelos in vitro e in vivo induzidos
ao parkinsionismo. Estudos mostraram indicios que a utilizacdo do CBD em
modelos de rato induzidos a DP gera efeito neuroprotetor na degeneracao de
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neurdnios dopaminérgicos nigrostriatais. Provavelmente, esse efeito irreversivel
é gerado pelas propriedades antioxidantes do CBD (GARCIA-ARENCIBIA et al.,
2007; LASTRES-BECKER et al., 2005).

Com base nos efeitos promissores observados nos modelos in vivo e in
vitro, os canabindides tém sido avaliados em pacientes portadores da DP que
apresentam sintomas psicoéticos. Eles representam um terco dos pacientes
parkinsonianos. O tratamento destes sintomas psicéticos com antipsicéticos
atipicos pode levar a piora do quadro motor e causar efeitos adversos
inaceitaveis (ZUARDI et al., 2009).

Zuardi et al. (2009) foram um dos pioneiros que avaliaram o efeito do CBD
em seis pacientes portadores da DP com sintomas psicoticos. Esses pacientes
receberam diferentes doses de CBD, sendo a dose inicial de 150 mg/dia,
concomitantemente com os tratamentos usuais. Apdés um més, 0s pacientes
apresentaram melhora significativa nos sintomas psicéticos e nao foram
observados efeitos adversos (ZUARDI et al., 2009).

Em 2014, Chagas et al. demonstraram que o uso do CBD controlou
sintomas associados ao transtorno do sono em quatro pacientes com DP
(CHAGAS et al., 2014a).

No referido ano, os mesmos autores avaliaram o uso do CBD em vinte e
um pacientes com DP, que n&do apresentavam deméncias ou sintomas
psicoticos. Nao foram observadas diferencas significativas entre os pacientes
gue receberam placebo e CBD, mas melhorias significativas foram observadas
no bem-estar dos pacientes. Esse estudo concluiu que uma amostragem maior
€ necessaria para inferéncias mais exatas sobre a utilizagdo do CBD na DP
(CHAGAS et al., 2014b).

Quanto ao mecanismo de acdo do CBD, alguns estudos em roedores
mostraram que o CBD apresenta efeito antioxidante. A substancia levou a um
aumento da regulagédo dos niveis da enzima Cu / Zn superoxido dismutase,
enzima chave na defesa endogena contra estresse oxidativo. Essa propriedade
antioxidante do CBD pode proporcionar a neuroprote¢cao contra a progressiva
degeneracgdo dos neurdnios dopaminérgicos, que ocorre na DP (MECHOULAM,;
PARKER; GALLILY, 2002; PERES et al., 2018; SAGREDO et al., 2007;
SCHRODER et al., 2017).
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Estudos de farmacocinética descrevem que o CBD administrado por via
oral apresenta pico plasmatico 3 h apdés a administracdo (JUNIOR, 2013). A
distribuicdo se d& através da ligagdo com as proteinas plasméticas, sendo
carregado para tecidos adiposos e para cérebro. O CBD é metabolizado no
figado pelas enzimas do citrocromo P450 e é excretado em maior quantidade
nas fezes (DEVINSKY et al., 2014).

O A9-THC, para o tratamento de efeitos psicoticos, deve ser utilizado com
atencao, pois alguns autores acreditam que esta substancia apresenta efeito
contrario ao CBD. Assim, a utilizacdo isolada desse composto ndo € indicada,
pois apresenta inumeros fatores negativos, como: efeitos psicotrépicos;
possibilidade de exacerbar os sintomas; desenvolvimento de dependéncia; e
efeitos desiguais em diferentes individuos (CRIPPA; ZUARDI; HALLAK, 2010).

Em estudo realizado em amostras de cabelo de usuarios da Cannabis, foi
observado que, em amostras de cabelo contendo CBD e A9-THC, os usuarios
apresentaram menor propensao para o desenvolvimento de efeitos psicoticos do
que quando detectado apenas A9-THC nas amostras (MORGAN; CURRAN,
2008). Relatos da literatura descrevem que alta razdo entre CBD: A9-THC
apresenta menor propensdo ao aparecimento de efeitos psicoéticos, assim, a
raz&o entre as essas substancias deve ser monitorada (DEVINSKY et al., 2014).

Nesse contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinagdo das concentragdes plasmaticas de CBD e A9-
THC em pacientes com DP em terapia com CBD para fins de monitorizacéo

terapéutica.

2.1.2 Métodos analiticos para a determinacdo de canabindides em amostras

biolégicas

Os canabindides tém sido determinados em diversas matrizes biologicas,
tais como sangue, plasma, meconio, cabelo, urina e saliva (Tabela 10). A maioria
dos métodos desenvolvidos tem como objetivo a detec¢cdo do uso de drogas
ilicitas.

A etapa de preparo de amostra é bastante critica, pois precisa ser
reprodutivel, eficiente, seletiva e eliminar a maior parte dos interferentes.

Normalmente, as metodologias descritas inicialmente promovem a remocéo das
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proteinas através da precipitacdo com acetonitrila gelada, acido férmico em
metanol ou de forma enzimatica (CITTI et al., 2018a).

Apds essa etapa, € realizado o processo de extragdo, usualmente com a
LLE e SPE. Os solventes mais utilizados incluem metanol, hexano, acetato de
etila e etanol. Ja as fases estacionarias utilizadas no processo SPE incluem C18
e polimeros disponiveis comercialmente.

Visando diminuir o tempo de anélise, o consumo de solvente organico e o
volume de amostra bioldgica, algumas técnicas alternativas tém sido propostas,
como a microextracao em solvente empacotado (MEPS) e extracdo dinamica em
fase sélida utilizando headspace (HS-SPDE) (Tabela 10).

Quanto ao sistema de deteccdo, os dois métodos mais empregados sao a
GC e LC acoplados a MS ou MS/MS. A GC apresenta como desvantagem o fato
da amostra necessitar de prévio aguecimento antes da separacdo
cromatograficas, o que ocasiona a descarboxilacdo dos canabinoides. Uma
alternativa seria o processo de derivatizacdo, que € demorado e a rea¢do nao
apresenta 100% de rendimento. Alguns autores tém ainda sugerido a
cromatografia em fase gasosa acoplada em duas dimensdes (2D-GC), que
promove uma melhor separacdo cromatografica dos analitos (CITTI et al.,
2018a).

A LC tem sido a técnica de separacdo cromatogréafica mais utilizada nos
altimos anos para determinacdo dos canabindides (Tabela 10). Essa
metodologia permite a introducdo das amostras apds processo de extracao, sem
necessitar, na maioria das vezes, de derivatizacao ou volatilizagcdo da amostra.
As colunas analiticas de escolha tém sido a C18 e fases com interacao
hidrofobica (HILIC) (CITTI et al., 2018a).

Tabela 10. Técnicas analiticas para a determinagdo de canabindides em
amostras bioldgicas

Descrigdo do Método

Analitos Amostra e TN Referéncias
= ondicbes istemade
ST cromatograficas Deteccéo
CBD Cabelo -
' FE: silica 0,09 -0,14 ng (MUSSHOFF
A9-THC humano HS-SPDE FM: hélio GC-MS mL-1 etal., 2003)

e CBN (10 mg)

Tabela 10 continua...
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Continuacao da Tabela 10...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

A9-THC, Plasma EE: HP-5MS 0,50-1,0 (GLI\JIS-[A'I:SO
11-OH-THC tHP- . ,50 - 1,0 ng etal,

o humano SPE FM: hélio GC-MS mL1 2003)
THccooH  (1,0mL)

FE: C12
FM: 10 mM formato (GRAUWILE
'IE:HBCD'CAB?\I Plasma (1,0 de amo6nio + 90% 0,2 ng mL? R;

: . mL)eurina acetonitrila com 10% (urina) SCHOLER;
WOHTHC  pumana (2,5 SN EeLLE 10 mM formato de LC-MS/MS 1-3ngmLt DREWE,
THCCOOH mL) amonio (plasma) 2007)

(Eluicdo em

radiente

CBD, A9-
THC, CBN 11 .
: . Fluido oral FE: ZB-50 e DB-1 a1 (MILMAN et
LOHTHE 9 25 mL) SPE FM: micro fluido 2D-GEMS — 05-75pgmL™ T "5010)
THCCOOH

Plasma . (P.S.
CBDe  pymano LLE FE: HP-SMS GCIMS 25ngmLt  CAMARGO
A9-THC FM: hélio

0,5 mL etal, 2011

FE =C18
A9-THC, Sangue, L s FM: agua: acetonitrila .
11-OH- Pecipitagdo de o _ (LACROIX;
THC, p'azg;z ou proteina e am%"; dﬁ,"?grﬁ;i{," e cmsms 0% mg_’fo "9 SAUSSEREA
THCCOOH, ivatizacs
CBN e CBD (50 pL) derivatizacdo (Eluic&o por U, 2012)
gradiente)

Tabela 10 continua...
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Continuacao da Tabela 10...

Descricdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE = Ultra Biphenil
FM = acetato de

A9-THC, ) aménio 10 mM (pH (SCHEID_WEI

11-OH- Urina LER;

6,15) / 15% de 1
THC, humana LLE metanol em LC-MS/MS 0,5-5ngmL DESROSIER
THCCCOOH, .

CBD, CBN 0.5mL) acetonitrila Si HUESTIS,

. 2012)

(Eluicéo por
radiente

FE: Hypersil Gold
FM: 10 mM acetato

A9-THC, A o
THCCOOH, Fluido oral de amonio + 15% Microflow- 0,015-0,5ng (CONCHEIR
cBDe  (0,25mL) SPE metanol em HPLC-MS L Oetal,
CBN ! ace_topltrlla 2013)
(Eluigdo em
radiente

FE: Kinetex C18-XB
FM: metanol com

T%?ég“ Urina 1(,12e5ann1|\<‘;ln(ij§ f %Zt:;() 6,0 - 10,0 ng (MONTESAN
11-OH-THC humana u-SPE d LC-MS/MS ' L'yl Oetal,
e (90 L) com 1,25 mMA e m 2014)
THCCOOH acetato de ambnio
(Eluigdo em
gradiente)

FE = Kinetex
pentafluorofenil
coreshell (REYES-
FM = agua / GARCES;
T;gﬁ?g: hP lasma SPME em filme acetonitrila / metanol LC-MS/MS 1ng mL? BOJKO;
umano
todos com 0,1% de PAWLISZYN,
acido férmico 2014)
(Eluigéo por

g_]radiente)

Tabela 10 continua...
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Continuacao da Tabela 10...

Descricdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE = Atlantis T3

A9-THC, f':,M =0,1% é‘:id:j (DULAUREN
CBD. CBN Cabelo Hidrélise e LLE °rm'r‘r’]‘;gr'1‘o?g“ LC-MS/MS 50 pg mg Tetal,
11-OH-THC (Eluicdo por 2014)

radeinte

FE = Kinetex
pentafluorofenil
coreshell
CBD, CBN, . FM = agua/ (BESSONNE
11-0HTHC 582~ spvEemfime  acetonitria ambos LC-MS 000409810 “ayetal,
e outros com 0,1% de &cido 2015)
férmico
(Eluigéo por
radiente

A9-THC, FE =C18
CBD, Plasma L FM = agua com 0,1%
11-OH-THC  humano Precrlgl[gﬁgg de de acido féormico / L:/I'-'SI?'I\'A% 1,56 ng mL? (‘]:IM%T;)H
e (200 pL) P metanol com 0,1% de "
THCCOOH acido férmico

CBD Sangue de FE: C18
ASTHC rato SPE FM: acetato d‘? LC-MS/MS ~ 0,5-5 ng mL-L
metabdlitos (200 L) amonio 2 mM
acetonitrila

(PALAZZOLI
et al., 2018)

A9-THC,
CBD, CBN _

J : Cabelo FE = DB5-MS 0,1-4,7 (ANGELI et
Tregoon (50 mg) SLE FM = hélio GC-MS/MS pg mg! al., 2018)
11-OH-THC

Tabela 10 continua...



S7

Continuacado da Tabela 10...

Descri¢do do Método

Analitos Amostra — . Referéncias
Extragéo Condicdes Sistema de
cromatograficas Deteccao
FE = Kinetex EVO
C18
A9-THC, Sangue de FM = acetate de
CBDe rato LLE amoénio 2mM/ LC-MS/MS 0,5-5ng mL? (F;AIIA§§108LI
metabdlitos (200 pL) acetonitrila etal, )
(Eluicao por
gradiente)
FE = Kinetex EVO
C18
A9-THC, FM = acetate de
gﬁ_%_llé; Cerfabt': L SLE amonio 2mm/ LC-MS/MS 0,5-1ngg? (Clggjl.gg)al.,
THCCOOH acetonitrila
(Eluig&o por
radiente

Sendo: LIQ = limite de quantificacdo; CBD = canabidiol; A9-THC = A9-Tetraidrocanabinol; CBN =
canabinol; HS-SPDE = extrac¢do dindmica em fase sélida utilizando headspace; FE = fase estacionaria;
FM = fase movel; GC-MS = cromatrografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas; 11-OH-
THC = 11-hidroxi- tetraidrocanabinol; THCCOOH = 11-nor-9-carboxi-THC metabolito; SPE = extracdo em
fase solida; SPMEM = micro extragdo em fase sélida com membrana; LC-MS = cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas; LLE = extracéo liquido-liquido; LC-MS/MS = cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas em tandem; 2D-GCMS = cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas em duas dimensdes; MEPS = micro extracdo por solvente empacotado; p-
SPE = micro extracdo em fase solida; SPME = micro extragdo em fase sélida; UHPLC-MS/MS =
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada & espectrometria de massas em tandem; HPLC-UV =
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao ultravioleta; SLE = extracdo sélido-liquido; GC-MS/MS
= cromatrografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem.

2.1.3 Microextracao em fase sélida no capilar (in-tube SPME)

A técnica microextracdo no capilar acoplada diretamente a LC (in-tube
SPME-LC) é uma das modalidades da LC no modo column switching. A in-tube
SPME utiliza uma coluna capilar, geralmente um capilar de silica fundida aberto
com fino filme de fase liquida, como dispositivo de extracao.

O processo de sor¢cdo da amostra na fase estacionaria do capilar pode
ser realizado de duas maneiras: (1) flow-through, no qual a amostra passa
através do capilar continuamente em uma Unica dire¢cdo; e (2) ciclos
aspirar/dispensar, no qual a amostra é repetidamente aspirada e dispensada do
capilar. Quando operado no modo flow-through, o sistema tem sido configurado
com uma ou duas valvulas com multiplos poérticos e uma ou mais bombas de alta
pressdo (FERNANDEZ-AMADO et al., 2016; KATAOKA; SAITO, 2012;
MOLINER-MARTINEZ et al., 2015).

No modo ciclos aspirar e dispensar, o capilar € conectado entre a agulha
do injetor automatico e o loop do LC, ou no lugar do loop do LC junto a valvula
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de seis porticos. O volume da amostra, nimero de ciclos aspirar/dispensar,
vazao da amostra sdo controlados pelo programa do injetor automatico.

Em ambas os modos, a amostra bioldgica, apds simples pré-tratamento,
€ percolada no capilar 1D para a pré-concentracdo (sor¢ao) seletiva dos analitos
e remocdo de interferentes da amostra biolégica. Em seguida, acopla-se
(comutacédo) o capilar com a coluna analitica (2D), que estdo conectadas a
valvula de seis porticos, para que os analitos sejam eluidos para a coluna (2D).
Por fim, ocorre o desacoplamento do capilar da coluna, para que ocorra a
separacao cromatografica na segunda coluna (2D) e simultanea regeneracao do
(1D) (CAMPINS-FALCO; HERRAEZ-HERNANDEZ; SEVILLANO-
CABEZA, 1993; KATAOKA,; SAITO, 2012).

A técnica in-tube SPME tem sido aplicada para andlise de diversos

capilar

analitos em diferentes amostras, incluindo material biol6gico e ambiental (Tabela
11). Os materiais que tém sido utilizados como capilares na primeira dimensao

incluem imunosorventes, RAM-MIP, liquidos i6nicos, materiais monoliticos,

dentre outros.

Tabela 11. Aﬁlicaiées do in-tube SPME na analise de diferentes substancias

Analito Amostra Capilar 1D Coluna 2D S(;?;Taége Referéncia
Plasma Imunosorvente (CHAVES; QUEIROZ,
Interferon aza humano (60 cm x 0,25 mm i.d.) RP 18 LC-FD 2013)
Antidepressivos RAM-MIP-BSA In-tube SPME-
triciclicos Plasma humano (10 cm x 4,6 mm i.d.) - MS/MS (SANTOS et al., 2017)
Aerogel de silica
Estrogénio Esgoto organicamente C18 HPLC-DAD (BU et al., 2017)
modificado (25 cm)
Coluna capilar monolitica
. . . de liquido idnico com
Filtros Aguatdeirioie nanoparticulas c18 HPLC-DAD (MEI; HUANG, 2017)
ultravioleta lago magnéticas
(15 cm x 0,25 mm i.d.)
Hidrocarbonetos ; i ]
i Cinza de solo e Liquido iénico
;;?g%(;;?(?os carvio (30 cm x 0,50 mm i.d.) C18 HPLC-DAD (FENG et al., 2017)
Nano particulas de
Triazinas Agua TEOS-MTEOS-SiO2 c18 Nano LC-DAD (SERRA;S"EF;A el
(40 cm x 0,32 mm i.d.)
Estrogénio Urina (1§?pc”r§rx"g°3%°:l“nf‘i’ 8 c18 HPLC-UV (LUO; LI; HU, 2017)
Micotoxinas Gréos de arroz (zg imliromzznﬂmﬁo d) C18 HPLC-DAD (WU et al., 2018)
L Agua de rio, Capilar monolitico
Triazois lago e esgoto (20 cm x 320 pm i.d.) C18 HPLC-DAD (PANG et al., 2018)
o Liguido i6nio polimérico UHPLC- (SOUZA; HANTAO;
Endocanabinides  Plasma humano =1y ooy 530 pm i.d.) o MS/MS QUEIROZ, 2018)

Tabela 11 continua...
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Continuacdo da Tabela 11...
Sistema de

Analito Amostra Capilar 1D Coluna 2D d = Referéncia
eteccéo

Anti-

inflamatério  Plasma humano e Capilar monolitico (WANG,; LI; CHEN,

no agua (10 cm x 0,02 mm i.d.) ci8 HPLC-UV 2018)
esteroidais
Glicoproteinas  Plasma de rato Cap"?lromcog;’"t'co cs HPLC-UV (WANG; CHEN, 2018)
Nanocompdsitos de
Hidrocarbonetos A i idrdyi i Ali
policicicos Agua de torneira e hidroxido bimetalico c18 HPLC-DAD (WANG et al., 2018)
aromatico de chuva Co-Al

(20 cm x 750 um)
. ________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

Sendo: HPLC-UV = cromatografia liquida de alta performance acoplada com detector de
ultravioleta; RAM-MIP-BSA = material de acesso restrito- polimero molecularmente impresso-
albumina sérica bovina; DAD = detector de arranjo de diodo; HPLC = cromatografia liquida de
alta performance; UHPLC-MS/MS = cromatografia liquida de ultra performance acoplada a
espectrometria de massas em tandem; LC-FD = cromatografia liquisa acoplada ao detector de
fluorescéncia; in-tube SPME-MS/MS = micro extracdo em fase sdlida no capilar diretamente
acoplada ao espectrdbmetro de massas em tandem; HPLC-DAD = cromatografia liquida de alta
performance acoplada com detector de arranjo de diodo.

2.1.4 Polimeros Molecularmente Impressos (MIP)

O MIP é uma rede polimérica tridimensional com sitios de ligacao
especificos, que séo obtidos pela copolimerizacdo de monémeros funcionais e
reticulantes na presenca da molécula molde. Sdo materiais sintéticos com
propriedades de reconhecimento molecular, semelhante aos imunossorventes
(MAYES; WHITCOMBE, 2005; YAN; ROW, 2006).

A sintese do MIP consiste em trés etapas (Figura 13): (1) Formacao de um
complexo entre a molécula molde (analito ou molécula analoga) e o mondémero
funcional; (2) Polimerizagdo entrecruzada em torno do complexo molde-
mondmero (3) Remocao da molécula molde das cavidades do polimero. Apés a
etapa de remocé&o da molécula molde, cavidades seletivas complementares ao
molde em tamanho, forma e presenca de grupos funcionais sao estabelecidas
garantindo a seletividade do material (MAYES; WHITCOMBE, 2005; TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005; YAN; ROW, 2006).

O reconhecimento da molécula impressa ou da molécula alvo é baseado
em ligagBes covalentes ou ndo covalentes, como ligacdes ibnicas, de hidrogénio
ou de Van der Waals. A selecao cuidadosa de cada reagente de sintese pode
aumentar significativamente a seletividade do MIP (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016).
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Figura 13. Sintese do polimero molecularmente impresso (MIP)

/\. VvV
PR

Mondémeros funcionais Complexo molécula molde -
mondmero funcional

4

- =

Polimerizacado entrecruzada Remocgio da molécula molde

Fonte: préprio autor

A sintese do MIP requer uma adequada selecdo da molécula molde e do
mondmero funcional. A molécula molde deve conter em sua estrutura grupos
funcionais capazes de interagir fortemente com os monémeros funcionais, a fim
de formar um complexo estavel. Além disso, a molécula molde n&o pode sofrer
polimerizacdo e deve ser estavel nas condicbes de sintese (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O monémero funcional deve ser escolhido tendo como base a natureza da
molécula molde. Por exemplo, as moléculas molde que possuem grupos
funcionais basicos interagem mais facilmente com monémeros que contenham
grupos acidos, e vice-versa. Os monémeros funcionais mais utilizados sé@o acido
metacrilico (MMA) e 4-vinilpiridina. Normalmente os mondmeros sao utilizados
em excesso (normalmente na proporcao de 4:1) para favorecer a formacéao do
complexo molécula molde — mondémero funcional (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).
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O solvente de sintese também deve ser adequadamente escolhido, pois ira
interferir diretamente na estabilidade de formacdo do complexo molécula molde
— mondémero funcional. O solvente também influencia diretamente nas
caracteristicas morfologicas do MIP. A funcdo do solvente de sintese é solubilizar
0s reagentes de sintese, sem interferir nas ligagdes quimicas. Além disso, 0
solvente de sintese também é responsavel pela criacdo dos poros, por isso
também sdo conhecidos como solventes porogénicos (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005).

Solventes apolares normalmente sao os escolhidos por apresentar baixa
constante dielétrica, como cloroférmio, diclorometano e tolueno. Alguns
solventes com constantes dielétricas mais altas também podem ser utilizados
com cautela, como € o caso da acetonitrila. J& os solventes proéticos ndo séao
recomendados, pois competem no meio reacional na formacgéao de interacfes
eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio (SHAHAR; TAL; MANDLER, 2016;
TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Por fim, o agente de ligag&o cruzada e o iniciador radicalar (IR) devem ser
selecionados. A escolha do agente de ligagéo cruzada ou agente reticulante (AR)
influencia na morfologia da matriz polimérica e favorece a estabilidade mecanica.
O agente de ligacao cruzada é responsavel por formar a estrutura tridimensional
ao redor da molécula molde. O etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) tem sido o
agente de ligacao cruzada mais utilizado, pois favorece a formacao de polimeros
estaveis, do ponto de vista térmico e mecanico (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O EGDMA atua como um mondmero estrutural, uma vez que ele cria uma
estrutura polimérica tridimensional que preserva os grupos do mondémero
funcional em uma posigéo fixa e complementar & molécula molde, garantindo
rigidez e estabilidade aos sitios de ligacéo. Por isso, 0 EGDMA deve ser utilizado
em excesso em relacdo a quantidade de mondmero funcional, a fim de que a
estabilidade mecanica do material seja garantida (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O IR tem como funcéo iniciar o processo de polimerizagao, por isso deve
gerar radicais livres. O uso destes iniciadores deve ser associado com
temperatura ou radiacdo UV. O 2,2 -azo-bis-isobutironitrila (AIBN) é o iniciador

mais utilizado e a sua escolha se deve devido a natureza de interacdo do
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mondémero funcional — molécula molde (SHAHAR; TAL; MANDLER, 2016;
TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O controle da polimerizacdo é basicamente ditado pela velocidade de
formacao dos radicais livres provenientes do IR, pelo ajuste de temperatura ou
radiacdo UV e pela composicdo quimica dos compostos envolvidos. A
estabilidade da temperatura € muito importante para se obter um polimero bem
estruturado. Variagbes bruscas na temperatura podem acarretar a formacao
descontrolada de radicais, bem como interferir na quantidade de cavidades
impressas, comprometendo o desempenho dos MIPs (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005).

Cabe ressaltar, também, a necessidade de conduzir a rea¢do da formacéo
do MIP na auséncia de oxigénio por meio de purga de nitrogénio, argonio ou
ainda empregando banho ultrassom. Pois, se presente, o oxigénio pode levar a
uma diminuicdo de radicais que prejudicam a polimerizacdo (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Para a sintese do MIP, podem ser utilizadas diferentes estratégias, como:
in bulk, por precipitacdo, sol-gel, polimerizacao in situ, dentre outras. A escolha
da técnica de polimerizacdo dependera do tipo de aplicacdo pretendida do MIP
nas diferentes areas quimicas. Cada um dos procedimentos de sintese envolve
o controle de diferentes parametros durante a sintese e produz polimeros com
propriedades diferentes.

A técnica de polimerizacao in situ é empregada para preparacao dos MIPs
monoliticos. Quando sintetizado desta maneira, 0 material apresentara boas
propriedades hidrodinamicas, podera ser sintetizado diretamente no interior de
coluna de acgo inoxidavel ou colunas capilares, sem a necessidade dos
procedimentos de maceracdo, peneiracdo e empacotamento, além de menor
guantidade de molécula molde no procedimento de sintese, devido a
rentabilidade da técnica (LIU; ROW; YANG, 2005).

No processo de sintese do MIP monolitico, pode ser utilizada uma ampla
gama de mondmeros funcionais que geram uma estrutura integrada com
porosidade maior do que particulas densamente compactadas em colunas. A
alta porosidade leva a alta permeabilidade, e por consequéncia, baixa presséo
(LIU; ROW; YANG, 2005).
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O MIP monolitico é caracterizado por ser um unico bloco que nédo contem
espacos vazios entre as particulas. O material sintetizado apresenta grandes
poros que permitem que a fase movel flua adequadamente através do
adsorvente. O mecanismo de transporte de massa predominante é a conveccgao,
gue € muito mais rapido que a difuséo (LIU; ROW; YANG, 2005).

Devido as suas caracteristicas, os MIPs vém sendo utilizados como fase
estacionaria para o preparo tanto de cartuchos para a SPE quanto para micro
colunas para HPLC no modo column switching. As vantagens desses materiais
incluem: facil preparo, baixo custo de sintese, seletividade, possibilidade de
reutilizacdo e resisténcia ao stress mecanico, a altas pressdes, elevada

temperatura, acidos, bases e solventes organicos (LIU; ROW; YANG, 2005).
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2.V Conclusdes

O método UHPLC-MS/MS, inicialmente desenvolvido para analise de CBD
e A9-THC, apresentou adequada separacdo dos analitos apés avaliagdo das
diferentes fases moveis e otimizacédo das condicdes MS/MS.

A fase MIP monolitica sintetizada com a utilizacdo do CBDr apresentou
adequada resisténcia ao stress mecanico e aos solventes organicos utilizados
no processo de extracdo. A sintese do MIP apresentou boa rentabilidade e
utilizacdo de pequena massa da molécula molde.

A fase MIP monolitica sintetizada apresentou bandas caracteristicas dos
grupos funcionais dos reagentes de sintese nos espectros FTIR, mostrando que
foram incorporados na cadeia polimérica. A caracterizacao obtida pelas imagens
do MEV e do MET, mostraram que o MIP apresenta uma maior estrutura porosa
do que o NIP. Também foi avaliando a capacidade de sorcéo, sendo observado
que uma maior quantidade de CBD é adsorvida do que de A9-THC. Além disso,
a fase mostrou ser seletiva quando avaliada a extracdo de canabindides
concomitante com demais farmacos.

O método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS com o capilar MIP monolitico, na
primeira dimenséao, possibilitou o acoplamento da etapa de preparo da amostra
com a analise cromatografica, diminuindo as fontes de erro e o tempo de analise.
Em razdo das dimensdes da coluna RAM da primeira dimensao, foi possivel a
utilizacao de pequenos volumes de amostra bioldgica e de solvente organico.

A validagdo do método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS para determinacéo
de CBD e A9-THC mostrou ser adequada na faixa linear para determinacéao dos
analitos em amostras biolégicas, com satisfatéria precisdo e exatidao. A
determinacao de CBD e A9-THC, em amostras de plasma de 4 pacientes,
comprovou que o método desenvolvido pode ser adequadamente utilizado para
fins de farmacocinética, monitorizacdo terapéutica ou para auxiliar na

determinacdo do mecanismo de a¢ao do farmaco.
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CONCLUSAO FINAL

O desenvolvimento e validagédo dos dois métodos UHPLC-MS/MS no modo
column switching para determinagédo de AEA e 2-AG e de CBD e A9-THC em
amostras biolégicas confirmaram as vantagens dos métodos online, ou seja, a
diminuicdo do consumo de solvente orgéanico, do tempo de analise, das fontes
de erro e da exposi¢ao do analista as amostras biolégicas.

Em razéo das dimensdes das colunas 1D do sistema column switching, foi
possivel utilizar pequenos volumes de amostras biolégicas e solvente organico.

As fases avaliadas na primeira dimensdo (RAM e MIP) apresentaram
seletividade, capacidade sortiva, estabilidade mecénica e quimica adequadas
para diferentes aplicacbes na area de neurociéncias. A caracterizacdo quimica
e fisica da fase MIP monolitica comprovou distinta superficie porosa entre o MIP
e NIP e incorporacédo dos grupos funcionais dos reagentes de sintese.

Os métodos desenvolvidos foram aplicados com sucesso para as analises
de amostras biolégicas de pacientes com a DP.

Os resultados obtidos em amostras de plasma e LCR sdo semelhantes aos
da literatura, os quais indicavam alteracfes do sistema endocanabindide na DP.
Portanto, os endocanabin6des podem ser potenciais biomarcadores para o
diagndstico precoce da DP.

Ademais, as alteracBes confirmadas do sistema endocanabindide na DP
reforcam a necessidade de estudos que utilizem como tratamento alternativo
nao-dopaminérgico os derivados da Cannabis.

Assim, o método desenvolvido para a determinacédo de CBD em amostras
de plasma poderd ser utilizado para fins de monitorizacdo terapéutica,
elucidacdo do mecanismo de acdo, ou estudos de farmacocinética nas

avaliac6es do CBD como farmaco alternativo no tratamento da DP.
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