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RESUMO

SIMOES, R. A. Avaliacio de técnicas miniaturizadas de preparacio de amostras na
analise enantiosseletiva de farmacos quirais com diferentes caracteristicas acido-base
em meio microssomal e aplicacio em estudos de metabolismo in vitro. 2012. 160 f. Tese
de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirido Preto, 2012.

Neste trabalho, a microextracdo em fase liquida com membrana cilindrica oca (HF-LPME), a
microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e a microextracdo em fase solida na
configuragdo de um filme delgado (SPME/TFME) foram empregadas como técnicas de
microextragdo para a preparacdo de amostras microssomais no estudo de metabolismo in vitro
de farmacos quirais com diferentes caracteristicas dcido-base. Para andlise empregou-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector por absor¢do no UV e a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS-MS). O farmaco neutro
isradipina (ISR) foi o primeiro a ser abordado. Um método estereosseletivo empregando HF-
LPME-HPLC foi desenvolvido para a determinagdo dos enantiomeros da ISR e seu principal
metabodlito (um derivado piridinico da isradipina - PDI) em fra¢do microssomal isolada de
figado de ratos. Os analitos foram extraidos de 1 mL de meio microssomal utilizando o
procedimento HF-LPME na configuragdo duas fases, tendo o solvente acetato de hexila como
fase aceptora. Pela primeira vez, o PDI e os enantidmeros da ISR foram resolvidos numa
mesma corrida cromatogréfica. Para esta separacao foi utilizada uma coluna Chiralpak AD® e
hexano:2-propanol:etanol (94/04/02, v/v/v) como fase mével, na vazdo de 1,5 mL min!. A
ISR e o PDI foram detectados em 325 nm e o padrdo interno, oxibutinina, foi detectado em
225 nm. A validagdo do método mostrou valores de recuperacdo de 23% para o PDI e 19%
para cada enantidmero da ISR, 50 ng mL™' como limite de quantificacdo (LOQ) para todos os
analitos e linearidade entre 50-5000 ng mL™' e 50-2500 ng mL"' para o PDI e cada
enantiomero da ISR, respectivamente. O método desenvolvido e validado foi aplicado em um
estudo de metabolismo in vitro, utilizando microssomas hepaticos de ratos, mostrando que o
(+)-(S)-ISR foi preferencialmente metabolizado. Do mesmo modo que para a ISR, um método
analitico empregando HF-LPME-HPLC no modo trés-fases foi desenvolvido para a andlise
estereosseletiva concomitante do bufuralol (BF) e dos seus principais metabdlitos 1’-
oxobufuralol (1’-Oxo-BF) e 1’-hidroxibufuralol (1°’-OH-BF) em preparagdes microssomais.
As andlises por HPLC foram conduzidas empregando uma coluna Chiralcel OD-H® com fase
moével composta por hexano:2-propanol:metanol:dietilamina (97,5/2,0/0,5/0,5, v/v/v/v), na
vazao de 1,5 mL min! e deteccdo em 248 nm e 273 nm. As condicdes otimizadas da HF-
LPME foram: n-octanol como solvente organico, 4cido acético 0,2 mol L' como fase
aceptora, fase doadora com pH ajustado em 13 e agitacao de 1500 rpm por 30 min. O método
foi validado e apresentou valores de recuperagdo entre 63 — 69% para os analitos € mostrou-se
linear entre 100 — 5000 ng mL! para cada enantiomero do 1’-Oxo-BF e 100 — 2500 ng mL"
para cada estereoisomero do 1’-OH-BF (r > 0,99), com LOQ de 100 ng mL" para todos os
analitos. O método desenvolvido e validado foi aplicado em um estudo de metabolismo in
vitro do BF utilizando microssomas hepaticos de ratos, que mostrou formacdo predominante
do (S)-1’-Oxo-BF e do (R,R)-1’-OH-BF. Um segundo farmaco bdsico abordado neste
trabalho foi a ranolazina (RNZ). Para a andlise enantiosseletiva da RNZ e de um de seus
metabolitos (desmetil ranolazina - DRNZ) em fracdo microssomal isolada de figado de ratos,
foi desenvolvido um método estereosseletivo empregando a DLLME-LC-MS-MS. Os analitos
foram extraidos de 0,5 mL de meio microssomal utilizando o procedimento DLLME, tendo o
cloroférmio como solvente extrator € acetona como solvente dispersante. Pela primeira vez



os enantidmeros da RNZ e DRNZ foram resolvidos numa mesma corrida cromatogréafica.
Para esta separacao foi utilizada uma coluna Chiralcel OD-H® e hexano:etanol (60/40, v/v) e
0,05% de dietilamina como fase movel, na vazdo de 1,0 mL min!. A valida¢do do método
mostrou valores de recuperacdo em torno dos 55 e 45% para os enantiomeros da RNZ e
DRNZ, respectivamente. Os LOQ foram de 25 ng mL™ para cada enantidmero da RNZ e 10
ng mL"' para cada enantiémero da DRNZ. A linearidade foi estabelecida entre 10-1000 ng
mL" e 25-2500 ng mL"' para cada enantidmero da DRNZ e RNZ, respectivamente. O método
desenvolvido e validado foi aplicado em um estudo de metabolismo in vitro utilizando
microssomas hepdticos de ratos, mostrando que a metabolismo da RNZ foi enantiosseletivo.
Finalmente, um método analitico empregando a SPME/TFME-LC-MS-MS foi desenvolvido
para a andlise simultanea do farmaco anfétero repaglinida (RPG) e dois dos seus principais
metabdlitos, a 2-despiperiril-2-amino-repaglinida (DA-RPG) e a 2-despiperidil-2-(5-
carboxipentilamina)-repaglinida (DC-RPG) em fracdo microssomal isolada de figado
humano. A SPME/TFME foi conduzida com o auxilio do equipamento Multi Sampler SPME
nas seguintes condicdes: pré-condicionamento dos blades com 1 mL de uma solucdo
metanol:agua (50/50, v/v) por 30 min, 60 min de extracdo e 90 min de dessor¢cao com 1 mL
de fase movel. A andlise por LC-MS-MS foi feita empregando uma coluna cromatografica
C18 em modo reverso, com fase movel composta por acetonitrila:dgua (50/50, v/v) e 0,1% de
acido acético, na vazao de 0,5 mL min’. A validacdo do método mostrou valores de
recuperacio acima dos 80% para todos os analitos. O LOQ foi de 2 ng mL™ para todos os
analitos, sendo o método linear no intervalo 2-1000 ng mL™ para a RPG e 2-500 ng mL™" para
a DA-RPG e DC-RPG. Os analitos foram estdveis durante todo o protocolo analitico e de
metabolismo. O método validado foi aplicado em um estudo de metabolismo in vitro
utilizando microssomas hepaticos de humanos, mostrando que o perfil metabdlico da RPG e a
taxa de formacdo da DA-RPG e DC-RPG ¢ alterada em funcdo da concentragao de proteinas
microssomais no meio de incubagdo e também em fun¢do do tempo de incubagdo. Além
disso, os resultados mostram a possibilidade de haver diversos outros metabdlitos que ndao
foram monitorados.

Palavras-chave: técnicas de microextracdo; analise enantiosseletiva; metabolismo in vitro.



Capitulo 1

INTRODUCAO GERAL

A importancia da andlise estereosseletiva na drea farmacéutica é sempre muito
destacada, pois diversos farmacos quirais sdo comercializados como misturas racémicas,
embora seus enantiomeros apresentem propriedades farmacodinamicas e/ou farmacocinéticas
estereosseletivas, requerendo métodos de andlise estereosseletivos que permitam diferencia-
los. A andlise estereosseletiva empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
High-performance Liquid Chromatography) é prética e eficaz na determinacdo de
enantidmeros ao nivel de tracos em matrizes complexas, por exemplo, em estudos de
disposic@o cinética. Mas, para a utilizacdo dessa técnica no desenvolvimento de métodos
bioanaliticos € necessario um passo pré-analitico: a preparacao das amostras.

A precipitacdo de proteinas (PP), a extra¢do liquido-liquido (LLE, Liquid-Liquid
Extraction) e a extracdo em fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction) sdo técnicas classicas
de preparo de amostras bioldgicas. Entretanto, essas técnicas tém caracteristicas intrinsecas
que desfavorecem o seu emprego. Por exemplo, a LLE e SPE além de consumirem grande
quantidade de solventes organicos, em muitos casos, demandam boa parte do tempo total
requerido para a andlise. Com relagdo a PP, esta é uma técnica relativamente rdpida,
entretanto com baixo potencial de clean up, levando a problemas cromatograficos (por
exemplo, contaminac¢do da coluna cromatografica) ou de detec¢do (por exemplo, efeito da
matriz na ionizagdo dos analitos quando se utiliza a espectrometria de massas como técnica de
deteccao). A PP também ndo € recomendada quando o analito estd presente em quantidades
reduzidas na amostra, pois ela ndo possibilita a sua concentragdo (PAWLISZYN; LORD,
2010; VUCKOVIC et al., 2008). Para superar as desvantagens das técnicas de extracdo
tradicionais, uma importante linha de pesquisa estd direcionada para a miniaturizacdo dessas
técnicas. Pesquisas voltadas a miniaturizacdo de técnicas extrativas foram iniciadas pelo Prof.
Dr. Janusz Pawliszyn (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990) em 1990, com a introdu¢do da
microextracdo em fase sélida (SPME, Solid Phase Microextraction). Posteriormente, foi
introduzida a microextracio em fase liquida (LPME, Liquid Phase Microextraction)
(JEANNOT; CANTWEEL, 1996) e, mais recentemente, a microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) (REZAEE et al., 2006).



Nesse trabalho, propusemos a utilizagio da SPME, HF-LPME e DDLME como
técnicas de preparacdo de amostras bioldgicas, visando o desenvolvimento de métodos
estereosseletivos com detectabilidade e seletividade adequadas para aplicagdes em estudos de
metabolismo in vitro de farmacos quirais: isradipina, bufuralol, ranolazina e repaglinida. Os
critérios utilizados para a escolha dos farmacos foram: variedade do comportamento quimico,
pois a isradipina € neutra, o bufuralol e a ranolazina sdo bésicos e a repaglinida tem
comportamento anfétero; escassez de bons métodos bioanaliticos enantiosseletivos
desenvolvidos e validados; e inexisténcia de estudos de metabolismo estereosseletivos in vitro
empregando microssomas. Nesse contexto, os dados gerados serdo uma contribui¢do
relevante para o melhor entendimento do papel da estereosseletividade nas propriedades
desses farmacos.

O modelo escolhido para os estudos de metabolismo in vitro € baseado no uso de
microssomas hepéticos de ratos e humanos pois: a) € um modelo bem caracterizado em
estudos de metabolismo, de aplicabilidade relativamente simples e por ter baixo custo
(microssomas de ratos); b) os microssomas de figado humano oferecem o modo mais
conveniente para estudar o metabolismo mediado pelo citocromo P450, mas isoformas do
CYP450 de origem animal também permitem estudos comparativos a fim de extrapolar
resultados de animais para humanos (ASHA; VIDYAVATHI, 2010; EKINS, et al., 2000).

Esta Tese de Doutorado foi dividida em 5 capitulos. Neste capitulo (Capitulo 1) serdao
abordados os aspectos gerais das técnicas empregadas neste trabalho: técnicas de
microextracdo (HF-LPME, DDLME e SPME), andlise enantiosseletiva de farmacos quirais
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e metabolismo in vitro de farmacos. Nos capitulos
sequentes serdo apresentados os dados do desenvolvimento, validagdo e aplicagdo dos
métodos bioanaliticos desenvolvidos para: isradipina (Capitulo 2), bufuralol (Capitulo 3),
ranolazina (Capitulo 4) e repaglinida (Capitulo 5). As consideracdes finais serdo abordadas no

Capitulo 6.



1.1. TECNICAS MINIATURIZADAS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS

1.1.1. Microextracao em fase liquida com membrana cilindrica oca (HF-LPME)

A microextracdo em fase liquida (LPME, Liquid Phase Microextraction) foi
introduzida em 1996 e consiste na utilizacdo de uma gota de um solvente organico suspensa
na ponta da agulha de uma microsseringa; a gota € mergulhada na amostra aquosa e os
analitos presentes nessa amostra sdo extraidos para a gota que, subsequentemente é aspirada
para dentro da seringa e o extrato é assim analisado (JEANNOT; CANTWEEL, 1996). No
entanto, a LPME executada dessa forma ndo é muito robusta ji que as gotas podem ser
perdidas durante o processo de extracdo, principalmente quando aplica-se agitacdo da amostra
para diminuir o tempo de extracdo (KRAMER; ANDREWS, 2001). Além disso, as amostras
bioldgicas como o plasma podem emulsificar quantidades relevantes de solventes organicos,
afetando a estabilidade da gota durante o processo de extracio (RASMUSSEN; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2004).

Uma alternativa para a utilizacdo da LPME foi proposta por Pedersen-Bjergaard e
Rasmussen (1999). A modificag@o da técnica consiste na utilizacdo de uma membrana capilar
cilindrica e hidrofébica (HF-LPME, Hollow-Fiber Liquid Phase Microextraction). O solvente
organico é impregnado nos poros da membrana e o seu limen € preenchido com microlitros
da fase aceptora (micro extrato). Com essa configuragdo, o microextrato nao entra em contato
direto com a amostra, permitindo que o sistema seja agitado sem que haja perda ou mistura da
fase aceptora com a amostra. Além disso, o baixo custo de cada membrana (unidade de
extragdo) torna possivel utiliza-la apenas uma tnica vez, evitando-se problemas de carry-
over, observado nas demais técnicas de extragdo com membranas.

A técnica pode ser executada com as duas extremidades da membrana porosa ligadas a
duas microsseringas (sistema ‘“U”); o volume da amostra geralmente varia de 0,1 a 4 mL e o
comprimento da membrana de 1,5 a 10 cm. Devido as dificuldades no manuseio das duas
microsseringas, foram desenvolvidos sistemas utilizando uma microsseringa com a membrana
fechada em uma das extremidades (ZHU; LEE, 2001). Outro sistema emprega duas ponteiras
para fixar as duas extremidades da membrana e possibilitar a introdugdo e retirada da fase
aceptora (MAGALHAES; BONATO, 2009). Esse sistema tem a vantagem adicional de
permitir a extracdo de até 36 amostras simultaneamente, usando um agitador de tubos

apropriado (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Sistema da HF-LPME empregado neste trabalho. A) Unidade extratora da HF-LPME, composta por
um seguimento de membrana cilindrica oca fixada com suas extrimades fixadas a duas ponteiras plasticas e
ajustada a um tubo de vidro (Adaptado de Magalhdes e Bonato, (2009)). B) Equipamento (Vibrax VXR)
utilizado para a agitacdo de 36 unidades da HF-LPME simultaneamente.

Durante a extracdo, os analitos sdo transferidos da amostra aquosa para a fase organica
presente nos poros da membrana e desse local para a solucao aceptora presente no seu interior
(RASMUSSEN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2004). Dependendo das caracteristicas da fase
aceptora, o sistema pode ser constituido por duas ou trés fases (Figura 1.2). No sistema em
duas fases, a solucdo aceptora é o préprio solvente organico utilizado na impregnacio dos
poros da membrana. No sistema em trés fases, a solu¢do aceptora € uma solugdo aquosa com
pH oposto ao da solucdo doadora. Assim, apds o analito deixar a solucdo doadora na sua
forma neutra e passar pelo solvente organico presente nos poros da membrana, ele € ionizado
na solugdo aceptora e impedido de voltar novamente para a solucdo doadora. Terminada a

extracdo, a solucdo aceptora € retirada da membrana empregando uma microsseringa

(MAGALHAES; BONATO, 2008).
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Figura 1.2 - Ilustracdo da HF-LPME.

Diferentes parametros devem ser otimizados durante o desenvolvimento do método
HF-LPME, tais como: ajuste do pH e for¢a idnica da amostra, membrana de extra¢do, volume
de amostra (solu¢do doadora), tipo de solvente organico, tempo de extracdo, solucio aceptora
e agitacdo do sistema (PSILLANKIS; KALOGERAKIS, 2003; MAGALHAES; DE
OLIVEIRA; BONATO, 2009).

1.1.2. Microextracao liquido - liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME tem se mostrado uma técnica bastante atrativa para o preparo de amostras,
pois é extremamente rdpida, de facil operacdo e caracterizada por elevados fatores de
enriquecimento. A DLLME € uma técnica relativamente nova e foi introduzida em 2006 por
Rezaee et al. (2006). Nesta técnica, uma mistura apropriada de um solvente extrator (SE) e
um solvente dispersante (SD) € injetada bruscamente na amostra aquosa com o auxilio de uma
seringa. O resultado é a formacgdo da cloudy solution, que favorece o contato entre as fases.
Em seguida, a amostra € centrifugada e o analito é recuperado dissolvido no SE, que pode

entdo ser analisado (REZAEE et al., 2006).
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A DLLME € uma técnica bastante simples e pode ser realizada em praticamente duas
etapas (REZAEE; YAMINI; FARAJIL, 2010). A primeira delas € a injecdao da solugdo de
extracdo na amostra. A solucdo de extra¢do consiste de uma mistura de quantidades
adequadas do SE (por exemplo, solventes organicos mais densos que a dgua como
clorobenzeno, cloroférmio e tetracloreto de carbono) e SD, o qual deve ser miscivel tanto com
o SE quanto com a amostra aquosa (por exemplo, metanol, etanol, acetonitrila e acetona).
Quando a solugdo de extracdo € rapidamente adicionada a amostra aquosa onde encontram-se
os analitos, uma alta turbuléncia € produzida (Figura 1.3. B). Devido a essa alta turbuléncia,
ocorre a formagdo de um grande numero de microgota do SE dispersas na amostra, que
assume uma aparéncia turva (cloudy solution) (Figura 1.3. C). O sistema de microgota
formado proporciona uma grande 4rea de superficie de contato do SE com a amostra (Figura
1.3. D). Portanto, o estado de equilibrio de distribuicdo das moléculas dos analitos entre a fase
extratora e a amostra € alcancado rapidamente e, portanto, a extracao € realizada num tempo
muito curto, sendo essa € a maior vantagem do emprego da DLLME.

A segunda etapa corresponde a centrifugacdo da cloudy solution. Por serem mais
densas do que a fase aquosa, as microgota do solvente extrator formam uma fase sedimentada
liquida no fundo do tubo conico. Esta fase sedimentada pode ser retirada com o auxilio de
uma seringa para cromatografia gasosa ou HPLC e ser injetada diretamente no sistema
cromatogrifico, caso haja compatibilidade entre o solvente extrator e o sistema
cromatografico. Caso contrario, o SE € evaporado e o residuo pode ser dissolvido em um

solvente apropriado.

Figura 1.3 - Fotografia de diferentes etapas da DLLME. A) antes da inje¢do da mistura do solvente extrator e
dispersante na amostra; B) inicio da injecdo; C) fim da injecdo; D) microscopia 6ptica (100x). Adaptado de
(REZAEE et al., 2006).
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Os principais fatores que interferem na eficiéncia da DLLME, e por isso precisam ser
otimizados, sao:

» SE e SD. A selecdo do SE é um parametro fundamental na DLLME. Os solventes organicos
a serem empregados devem ser insoliveis em dgua e mais densos do que esta; devem
também ter alta capacidade de solubilizar os analitos de interesse e, se possivel, ser
compativel com o sistema cromatografico a ser empregado. Os solventes halogenados como
clorobenzeno, cloroférmio, tetracloroetileno, tetracloreto de carbono, entre outros, sdo
extensivamente empregados, principalmente devido as suas altas densidades. Com relagdo
aos SD, a principal caracteristica requerida € a solubilidade tanto no SE quanto na amostra
aquosa. Os solventes mais empregados como dispersantes sdo: metanol, etanol, acetona e
acetonitrila (SUNA; SHIA; CHENA, 2011; CAMPILLO et al.,, 2010; FARAJZADEH;
BAHRAM; JONSSON, 2007; WEI;, LI; WANG, 2007, FARAJZADEH; VARDAST;
BAHRAM, 2009; FARHADI; MATIN; HASHEMI, 2009; WU et al., 2009; ZHOU; PANG;
XIAO, 2009; CHEN et al., 2009; CHEN et al., 2008).

» Volume do SE, do SD e da amostra. Para que haja uma extracdo eficiente por DLLME, &
importante a formacgao da cloudy solution e de um volume adequado da fase sedimentada
ap6s a centrifugacdo. O volume do SD afeta diretamente a formacdo da cloudy solution,
pois interfere no grau de dispersdao do SE na fase aquosa e, consequentemente, na eficiéncia
da extragdo. O volume necessdrio do SD para adequada formacdo da cloudy solution
depende do volume da fase aquosa, bem como do volume do SE. Variacdes no volume do
SD modificam também o volume da fase sedimentada. Em DLLME, os fatores que
interferem de maneira preponderante no volume da fase sedimentada sdo: solubilidade do
SE em 4gua, volume da amostra, volume do SD e volume do SE (REZAEE; YAMINI;
FARAIJI, 2010). A Figura 1.4 mostra a intricada relacdo entre as caracteristicas dos

componentes da DLLME e sua eficiéncia.
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Figura 1.4 - Principais varidveis que influenciam a eficiéncia da DLLME.

Outros parametros, comuns a LLE convencional, também podem ser avaliados, como
pH da amostra (quando se trata de extracdo de compostos idnicos ou ionizédveis) e adi¢do de
sais (efeito salting out).

Em DLLME, o tempo de extracdo é definido como o intervalo entre a adicdo da
solucdo de extragdo a amostra e a centrifugacdo. Como a superficie de contato entre o SE e a
amostra aquosa ¢ extremamente grande, a transferéncia de massa do analito da fase aquosa
para a fase extratora € muito rdpida. Portanto, o tempo ndo é um pardmetro importante na
eficiéncia da DLLME (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).

A DLLME ¢ amplamente utilizada para andlise de varios compostos em dgua (matriz
simples), entretanto, pouco empregada para a andlise de compostos em amostras bioldgicas
(matriz complexa). Apesar das varias vantagens, a DLLME tem sérias limitacdes quando se
trata da extracdo de analitos de matrizes bioldgicas. Isto se deve, principalmente, a interagao
de componentes da matriz nestes tipos de amostras com solventes organicos, ndo sendo
possivel muitas vezes a obtencdo de uma fase sedimentada “limpa” o suficiente para ser
analisada nos sistemas cromatogrificos. Para obter uma adequada fase sedimentada, alguns
procedimentos anteriores a DLLME necessitam ser feitos, como filtracao e/ou diluicao das
amostras (REZAEE; YAMINI; FARAIJI, 2010).

Apesar dessa limitagcdo, a DLLME pode ser util na andlise de matrizes bioldgicas

menos complexas como os meios de incubacdo utilizados em estudos de metabolismo in vitro.
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O meio microssomal utizado nesses estudos, apesar de ser uma matriz biologica complexa,
aapresenta baixa quantidade de proteinas (em comparac¢do com o plasma), o que pode tornar a

DLLME uma ferramenta muito atil.

1.1.3. Microextraciao em fase sélida (SPME)

A SPME € uma técnica de extragdo ndo exaustiva baseada no equilibrio da fracao livre
dos analitos entre a amostra e¢ uma fase extratora (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990).
Historicamente, a SPME foi utilizada juntamente com a cromatografia gasosa (SPME-GC)
para andlise de substancias em diferentes matrizes (ar, alimento, ambiental, bioldgica). Na
ultima década, o emprego da SPME em conjunto com HPLC para andlise de compostos nao
volateis também ganhou espaco (VUCKOVIC et al., 2010).

Classicamente a extracdo por SPME tem sido feita de duas formas bdsicas: extracio
direta e headspace. Na extracdo direta, a fibra com a fase extratora é diretamente mergulhada
na amostra. Durante a extra¢do, a amostra é agitada com velocidade e tempos controlados.
Apés a extragdo os analitos podem ser dessorvidos da fase extratora termicamente (injetor
aquecido de um equipamento para cromatografia gasosa) ou numa solu¢do para em seguida
serem analisados por HPLC, por exemplo. J4 no headspace, a fibra ndo entra em contato
diretamente com a amostra onde se encontram os analitos de interesse. Neste caso, a fase
extratora extrai os analitos volateis que migram da amostra para o espaco entre o liquido e as
paredes do recipiente onde estd sendo feita a extracdo. Portanto, os analitos t€ém que ser
volateis para poderem ser extraidos utilizando esta técnica. Além da agitagdo por um tempo
determinado, também é comum o aquecimento das amostras para facilitar a volatilizacao dos
analitos (DE OLIVEIRA; BONATO, 2007).

Desde sua introducao em 1990, a SPME continua a atrair o interesse de pesquisadores
nas mais diversas dreas. Mas, apesar do grande nimero de trabalhos empregando esta técnica,
a grande maioria dos métodos desenvolvidos utilizou a SPME com baixo rendimento (low
sample throughput). Entenda-se aqui por “baixo rendimento” a extra¢do de poucas amostras
num determinado tempo, geralmente longo (CUDJOE et al., 2009). O rendimento da extracdo
pode ser aumentado (high sample throughput) pelo aumento da eficiéncia da extragdo
(reduzindo o tempo necessdario para cada extracdo) ou pelo aumento da quantidade de
amostras extraidas simultaneamente (n° de amostras por unidade de tempo) (MIRNAGHI et

al., 2011).
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De acordo com os principios fundamentais, a quantidade de analito extraida por SPME

¢ diretamente proporcional ao volume da fase extratora (coating) (PAWLISZYN, 2003):

Kes Ve Vs CO
Kes Ve + Vs

n=

n = quantidade do analito extraida
Kes = constante de particdo do analito entre a fase extratora e a matriz
Ve=volume da fase extratora
Vs=volume da amostra
Co= concentrag¢aoinicial do analito na amostra
Um aumento do volume da fase extratora pode ser alcancado pelo aumento do
tamanho da camada desta fase sobre o suporte. Entretanto, o aumento da superficie de contato

da fase extratora com a amostra também € importante (PAWLISZYN, 2003):

(dn/dt) = (Ds A/6)Cs t

(dn/dt) = taxa de extragdo

Ds = concentragdo do analito

A = area superficial da fase extratora

6 = largura da camada estaciondria na fronteira entre a matriz e a fase de extragdo
Cs= concentragdo do analito

t=tempo de extragdo

Com a finalidade de aumentar a superficie de contato da fase extratora, a SPME pode
ser empregada na configuracdo de um filme delgado (TFME, Thin Film Microxtraction); no
modo in tube, utilizando um tubo capilar aberto de silica fundida com a superficie interna
revestida com a fase extratora; e stir bar, na qual uma barra de agitacdo magnética é recoberta
por uma fina camada de fase extratora (BRUHEIM; LIU; PAWLISZYN, 2003; QUEIROZ,
2005). Mirnaghi et al., (2011) mostraram a configuracdo em que a SPME serd empregada no
presente trabalho. Os pesquisadores depositaram a fase extratora (C18, silica quimicamente
ligada a um grupo octadecil) com o auxilio de um polimero colante biocompativel (PAN,
poliacrilonitrila) sobre finas 1aminas retangulares de aco (blades), obtendo assim uma fase
extratora com maior volume e superficie de contato (thin film) se comparado as tradicionais
fibras de SPME (MIRNAGHTI et al., 2011).

Com o intuito de aumentar o rendimento da SPME através do aumento do nimero de
amostras extraidas simultaneamente, esfor¢cos foram empreendidos na automacao do processo
de extracdo. Em 2008, a automacdo da SPME/TFME para ser utilizada com HPLC foi
viabilizada com o desenvolvimento de uma estacio robética (Concept 96, PAS Technology),

com a qual é possivel preparar 96 amostras simultaneamente e de maneira completamente
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automatizada (VUCKOVIC et al., 2008). Esta tecnologia ainda estd em desenvolvimento e,
por isso, o custo ainda € elevado. Entretanto, a mesma empresa desenvolveu uma versao
simplificada ndo automatizada (SPME Multi-sampler, Figura 1.5 C), mas com custo bastante
reduzido se comparado a versdo automatizada. Este equipamento foi empregado no

desenvolvimento do presente trabalho.

Figura 1.5 - Equipamentos utilizados para extracdo por SPME de 96 amostras simultaneamente. A) Blades
(adaptado de Mirnaghi et al., 2011); B) 96-well plate (COLEPARMER, 2011); C) Estacdo do SPME Multi-
sampler.

As principais vantagens do emprego da SPME/TFME para anélise de substincias em
matrizes bioldgicas sdo: excelente clean up da amostra, devido a seletividade das fases
extratoras, possibilidade de automagdo ou extragdo de vdrias amostras a0 mesmo tempo e
bons niveis de recuperacdo se comparado a SPME em fibra. Entretanto, o emprego de
equipamentos de andlise altamente sensiveis € imprescindivel, caso os analitos de interesse
tenham alta ligacdo aos componentes da matriz bioldgica e, consequente, baixas taxas de
recuperacgdo, pois a SPME € por defini¢do uma técnica de equilibrio e somente a fracado livre

pode ser extraida (VUCKOVIC et al., 2010). Caso se deseje determinar todo analito da
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amostra, é necessario liberar o farmaco ligado aos componentes da matriz com procedimentos
adicionais como, por exemplo, precipitacao protéica com acetonitrila.

Para obter bons resultados empregando a SPME/TFME ¢ preciso otimizar varios
parametros que interferem na efici€éncia da extragdo. Alguns parametros sao cruciais, levando
a grandes diferencas na eficiéncia da extracdo; outros parametros sdo secundarios, sendo sua
otimizacdo obrigatdria ou ndo, dependendo das especificidades das aplicagdes (RISTICEVIC
et al., 2010). A Figura 1.6 mostra os parametros a serem avaliados para uma adequada

extracdao por SPME/TFME.

Tipo de coating

Forgalonica Tempo de extragao

Solvente de desorg¢ao

Temperatura de

extragdo Tempo de desorgao

Volume da

Lavagem
amostra g

Tempo de Condicionamento do coating
Evaporagao

Otimizagao opcional Otimiza¢do obrigatdria

Solvente de
reconstituicao

Figura. 1.6 - Pardmetros que interferem na extracdo por SPME/TFME. (VUCKOVIC et al., 2010; RISTICEVIC
etal., 2010).
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1.2. ANALISE ENANTIOSSELETIVA DE FARMACOS QUIRAIS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Nas ultimas trés décadas, tem havido um interesse crescente da indastria farmacéutica
e dos laboratdrios analiticos no desenvolvimento de métodos analiticos enantiosseletivos para
andlise de farmacos quirais, devido as crescentes exigéncias de Orgdos reguladores, mais
especificamente o americano FDA (Food and Drug Administration). Estas crescentes
exigéncias decorrem principalmente, dos diferentes efeitos terapéuticos ou téxicos que dois
enantidmeros podem ter. Vdrias técnicas analiticas foram empregadas para responder a esta
necessidade e entre elas, HPLC e a eletroforese capilar (CE, Capillary Electrophoresis)
ganharam maior destaque (ERNY; CIFUENTES, 2006; CASLAVSKA; THORMANN,
2011).

HPLC € a técnica analitica mais extensivamente aplicada a andlise de compostos
quirais (LOPES; GUARATINI, 2009; LAMMERHOFER, 2010). A resolucdo dos
enantidmeros por HPLC pode ser alcancada por métodos diretos e indiretos. Nos métodos
indiretos € necessario que ocorra a reacao do analito quiral de interesse com um agente de
derivacdo quiral, o qual deve ser enantiomericamente puro, resultando na formacdo de
diastereoisOmeros, os quais sdo passiveis de resolucao em fases estaciondrias ndao quirais. Nos
métodos diretos emprega-se fase movel quiral ou fase estaciondria quiral. Dessa forma, ocorre
a formacao de diastereoisdmeros temporarios na fase estaciondria ou na fase mével. O uso de
fase movel quiral € restrito, pois os aditivos quirais tem alto custo e podem gerar dificuldades
na deteccdo dos analitos (MISLANOVA; HUTTA, 2003; HAGINAKA, 2002; ERNY;
CIFUENTES, 2006). Portanto, a maneira mais empregada atualmente para obter a resolucdo
dos enantiomeros € a utilizacdo de colunas recheadas com fases estaciondrias quirais (CSP,
Chiral Stationary Phases) LAMMERHOFER, 2010).

Um dos fatores criticos para alcancgar sucesso nas separagdes de enantidmeros € a
selecdo apropriada de uma CSP com habilidade para distincdo estereosseletiva dos
enantidmeros de um racemato. Mais de cem CSPs sao hoje oferecidas comercialmente e
dentre elas cerca de 20-30 CSPs, ou até menos, sdo mais frequentemente empregadas e juntas
podem lidar com praticamente todos os problemas de separacdo de enantidmeros de vdrias
classes de compostos (LAMMERHOFER, 2010). Para a preparacio destas fases estaciondrias,
varios tipos de seletores quirais vém sendo utilizados. Os mais empregados sdao os
polissacarideos (amilose e celulose) e seus derivados, as proteinas, os antibidticos

macrociclicos e as ciclodextrinas. Os seletores quirais sdo incorporados ou imobilizados na
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superficie de um suporte, geralmente a silica, atuando como discriminadores quirais in sifu

(formagdo de diasteroisdmeros transitorios) durante o processo cromatografico (HAGINAKA,

2002; LAMMERHOFER, 2010). A Tabela 1.1. mostra nove das principais fases estaciondrias

baseadas em polissacarideos disponiveis comercialmente.

Tabela 1.1 - Principais seletores baseados em polissacarideos disponiveis comercialmente.

(Adaptado de LAMMERHOFER, 2010)

Derivado polissacaridico

Nome comercial / Empresa

Tris(4-metilbenzoato) de celulose

Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose

Tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de celulose

Tris(4-cloro-3-metilfenilcarbamato) de
celulose
Tris(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de
celulose

Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose

Tris((S)-alfa-metilbenzilcarbamato) de
amilose
Tris(2-cloro-5-metilfenilcarbamato) de
amilose
Tris(5-cloro-2-metilfenilcarbamato) de
amilose

Chiralcel OJ® / Daicel - Chiral Technologies

Chiralcel OD® / Daicel - Chiral Technologies
Kromasil CelluCoat® / EKA

Lux Cellulose-1® / Phenomenex

RegisCell® / Regis Technologies

Nucleocel delta® / Macherey & Nagel
Eurocel 01® / Knauer

Chiralpak IB® /Daicel - Chiral Technologies

Chiralpak IC® / Daicel - Chiral Technologies
Chiralcel OZ® / Daicel - Chiral Technologies
Lux Cellulose-2® / Phenomenex

Chiralpak AD® / Daicel - Chiral Technologies
Kromasil AmyCoat® / EKA

RegisPack® / Regis Technologies

Nucleocel alpha® / Macherey & Nagel
Europak 01° / Knauer

Chiralpak IA® / Daicel - Chiral Technologies
Chiralpak AS® / Daicel - Chiral Technologies

Chiralpak AY® / Daicel - Chiral Technologies

Lux Amylose-2® / Phenomenex

A cromatografia liquida quiral pode ser desenvolvida empregando diferentes modos

de eluicao: modo normal, reverso e polar-organico (PEREZ; BARCELO, 2008). No modo de

eluicdo normal, a fase mdvel € composta apenas por solventes orginicos, normalmente
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hexano e um alcool. No modo de elui¢c@o reverso as fases mdveis sdo compostas por solucdes
aquosas e solventes orginicos misciveis, geralmente acetonitrila e metanol. O modo polar
organico tem como caracteristica fundamental o uso de fases méveis compostas por solventes
organicos polares puros ou em misturas. Os solventes mais empregados sdo acetonitrila,
metanol e etanol (TACHIBANA; ONISH, 2001). No modo normal e polar organico, a anélise
de compostos dcidos e bdasicos geralmente requer a presenca de um aditivo dcido (4cido
trifluoracético, acido acético, etc) ou bdsico (dietilamina) para evitar a interagdo desses
compostos com os grupos silandis residuais da silica que € empregada como suporte para o
seletor quiral. Na andlise de compostos dcidos e basicos por fase reversa, a ionizagdo desses
compostos € evitada pelo emprego de solucdes aquosas acidificadas ou tamponadas. Pode-se
também analisar compostos bdsicos na forma protonada, através do emprego de um reagente
capaz de formar pares i6nicos (perclorato de sédio).

Todos os detectores utilizados em HPLC aquiral tém aplicacdes na andlise de
farmacos quirais. Em especial, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS, Ligquid Chromatography-Mass  Spectrometry ou LC-MS-MS, Liquid
Chromatography-Tanden Mass Spectrometry) tem se mostrado uma ferramenta poderosa
nesta drea, devido a sua seletividade e detectabilidade, especialmente quando se trata de
matrizes bioldgicas (CHEN; KORFMACHER; HSIEH, 2005; ERNY; CIFUENTES, 2006;
PEREZ; BARCELO, 2008; YIWEN, et al., 2010). Classicamente, os métodos empregando
LC-MS utilizam o modo reverso de elui¢cao. No entanto, em andlises quirais, o uso do modo
normal € muitas vezes necessario, dificultando a deteccdo por MS com fontes de ionizacdo
por eletronebulizacdo (ESI, Electrospray lonization) e ionizacdo quimica a pressdao
atmosférica (APCI, Atmospheric-pressure Chemical Ionization). Nesse caso, cuidados
adicionais devem ser tomados, pois os solventes organicos inflaméveis que compdem a fase
moével (misturas de alcanos e alcodis) em vazdes elevadas, levam a riscos de explosao
associados principalmente com a fonte APCI. Além disso, a ionizacdo dos analitos nas duas
fontes € prejudicada. Para contornar estes problemas, pode-se lancar mdo de algumas
estratégias, sendo que a principal delas € o emprego de misturas pds-coluna com fases moveis
mais adequadas (tampdo acetato de amonia:2-propanol, por exemplo), antes do efluente da
coluna entrar na interface do MS. Isso reduz os riscos de explosdo e também melhora a
ionizacao do analito (PEREZ; BARCELOQO, 2008; BAKHTIAR; RAMOS; TSE, 2001).

1.3. METABOLISMO IN VITRO DE FARMACOS
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Embora os enantiomeros de uma determinada substincia tenham propriedades fisico
quimicas idénticas (com a excec¢do da sua interacdo com a luz plano polarizada), eles podem
diferir em suas propriedades bioldgicas devido a sua interac@o estereosseletiva com enzimas,
proteinas, receptores e outras moléculas de ocorréncia natural que t€ém centros quirais em suas
estruturas quimicas. Assim, tanto os efeitos farmacoldgicos desejados quanto os efeitos
bioldgicos indesejados, como, por exemplo, toxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade e
desregulagdo enddcrina podem ser oriundos de um dos enantiomeros de um determinado
farmaco ou seu metabdlito (PEREZ; BARCELOQO, 2008). A interacdo dos dois enantidmeros
com as enzimas responsaveis pela biotransformacdo quase sempre € estereosseletiva. Outros
processos farmacocinéticos como absorc¢do, eliminacdo e distribuicdo também podem ser
estereosseletivos Mesmo assim, aproximadamente 50% dos farmacos atualmente utilizados na
terapéutica clinica sd3o administrados como racematos (CAMPO; BERNARDES;
CARVALHO, 2009;).

Entretanto, a medida que as pesquisas avancam, tanto no que se refere a pesquisas pré-
clinicas para novos farmacos, quanto em estudos pds-comercializacdo, vem aumentando a
quantidade de farmacos comercializados na forma enantiomérica pura. E o caso do (R)-
albuterol, (S)-ofloxacina, (S)-repaglinida, (R)-cetirizina, (S)-esomeprazol, (S)-clopidogrel e
(3R,5R) atorvastatina, entre varios outros, sendo estes ultimos trés os mais rentdveis para a
industria no ano de 2008, com vendas em torno dos 30 bilhdes de ddlares. (AGRANAT;
WAINSCHTEIN, 2010) AGRANAT; CANER; CALDWELL, 2002).

Para a tomada da decisdo entre produzir um farmaco na forma de racemato ou
enantidmero puro, € necessdrio estabelecer se as propriedades cinéticas e dinamicas sdo
esterosseletivas. O metabolismo normalmente € estereosseletivo e, portanto, precisa ser
cuidadosamente avaliado.

O estudo do metabolismo de farmacos pode ser feito empregando modelos in vivo
(animais, voluntdrios sadios, pacientes) ou modelos in vitro. A busca pelo desenvolvimento
de modelos in vitro se sustenta em aspectos éticos, cientificos e economicos. Modelos in vitro
sd0 mais simples e particularmente uteis para selecdo racional de espécies animais, para
estudos toxicoldgicos e para a comparacdo de perfis metabdlicos. Apesar de existirem
diferengas no perfil enzimdtico de animais e humanos, existem estudos que correlacionam
esses resultados e o emprego de espécies roedoras é bem aceito (KOBAYASHI et al., 2002).
No entanto, esta extrapolacdo deve ser feita com cautela porque diferencgas significativas nos

perfis metabdlicos podem existir para determinados farmacos (EKINS et al., 2000).
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As reacdes envolvidas no metabolismo normalmente aumentam a polaridade das
substancias, tornando-as mais hidrossoliveis e, portanto, mais facilmente excretadas. O
processo de metabolizacdo envolve duas fases: fase I relacionada, principalmente, as enzimas
do citocromo P450 (CYP450), compreendendo reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrdlise; e
fase II, a qual compreende as reacdes de conjugacdo que sdao mediadas por acdo de
transferases (ZAMEK-GLISZCZYNSKI et al.,, 2006; GOMEZ-LECHON; CASTELL;
DONATO, 2007). Em alguns processos metabdlicos, podem ser gerados metabdlitos ativos os
quais tem igual ou maior atividade farmacoldgica que a molécula precursora. Infelizmente,
este processo também pode ativar certos substratos, tais como potenciais agentes
cancerigenos, através da transformagdo do xenobidtico em espécies eletrofilicas capazes de
interagir com moléculas bioldgicas, tais como o DNA, causando mutagdes e, por vezes,
carcinogénese (KUMAR; SURAPANENI, 2001; LI, 2005;). Desta forma, a ativacdo ou
inibicdo de isoenzimas CYP por farmacos podem levar a interagdes farmaco-farmaco e
farmaco-alimento, muitas vezes negligenciadas. Pelo exposto, a investigacdo sobre estes
fenomenos é um campo emergente em farmacologia e toxicologia (BROWN; REISFELD;
MAYENO, 2008).

Diversos modelos para estudos de metabolismo in vitro sdo descritos na literatura,
sendo os principais: superssomas, fracoes citosolicas de figado, fragdes S9, culturas celulares,
hepatdcitos e microssomas hepaticos. Vérios desses modelos, como microssomas hepaticos,
exigem a presenca de fatores exdgenos para sua atividade. Esses fatores consistem do sistema
de regeneracdo NADPH (fase I)) e 4dcido uridina-5'-difosfo-a-D-glucuronico (UDPGA; fase
II) (BRANDON et al., 2003; ASHA; VIDYAVATHI, 2010).

O microssoma hepatico é o modelo experimental de metabolismo in vitro mais
extensivamente empregado. Os microssomas sdo fragdes subcelulares derivados do reticulo
endoplasmdtico de células hepaticas e sdo preparados por centrifugacdo fracionada de
homogeneizados de figado (LI, 2005; PELKONEN,1974). Essas fracdes subcelulares sdo
ricas fontes de enzimas metabolizadoras, sendo as enzimas do CYP 450 e transferases as de
maior relevancia. Portanto, a fracdo microssomal permite estudar reagdes de metabolismo de
fases I e fase II pela adicdo de cofatores apropriados (ASHA; VIDYAVATHI, 2010). Além
disso, este modelo possibilita o estudo da influéncia de isoenzimas especificas na presenca de
inibidores seletivos (YOUDIM et al., 2008).

As principais vantagens do emprego de microssomas hepaticos em estudos de
metabolismo in vitro incluem: baixo custo, simplicidade, facil armazenamento (a atividade

enzimatica pode ser mantida por um longo periodo de tempo sob congelamento), modelo in
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vitro mais bem caracterizado para a investigacdo do metabolismo de farmacos, novos
metabdlitos podem ser produzidos e a variacdo interindividual também pode ser estudada. As
desvantagens incluem: inadequagdo para estimativas quantitativas da biotransformacao in vivo
por causa da presenga de enzimas CYPs e UGTs em elevadas concentracdes nao, permitindo
a competicdo com outras enzimas; a auséncia de outras enzimas, tais como NAT (N-acetil
transferases), ST (sulfo transferases), GST (glutationa-S-transferase); e variacdes nas
condic¢des de incubagio, tais como a forca idnica, valor do pH do meio de incubacdo e o efeito
de solventes organicos utilizados podem afetar significativamente o perfil metabdlico oriundo

dos microssomas (ASHA; VIDYAVATHI, 2010).



25

Capitulo 6

CONCLUSOES GERAIS

Trés diferentes técnicas de microextragdo foram empregadas no desenvolvimento dos
métodos bioanaliticos enantiosseletivos para andlise da ISR e PDI, dos metabdlitos 1°-Oxo-
BF e 1’-OH-BF e da RNZ e DRNZ em fra¢des microssomais de figados de ratos, e um
método ndo-enantiosseletivo para andlise da RPG, DA-RPG e DC-RPG em meio microssomal
hepatico de humanos.

A HF-LPME executada no modo duas-fases mostrou resultados satisfatérios para a
extracdo dos analitos neutros ISR e PDI, com recuperacdes em torno de 20%. Para a extracao
do 1’-Oxo-BF e 1’-OH-BF, por serem fracamente bdsicos e, portanto, ionizdveis, foi
empregada a HF-LPME no modo trés-fases, que permitiu obter recuperagdes excelentes, em
torno de 65% para todos os analitos. Isto € coerente com a teoria geral da HF-LPME, pois no
modo duas-fases os analitos sdo extraidos para um volume muito pequeno de solvente
organico (apenas 35 puL para extracdo da ISR e PDI) até que o equilibrio seja atingido. Mas,
quando se trata do modo trés-fases, os analitos sdo extraidos na forma ndo ionizada para o
solvente organico impregnado nos poros da membrana e, em seguida, sdo “aprisionados” na
forma ionizada na solug¢do aquosa que preenche o limen da membrana cilindrica, pois esta
solucdo tem pH oposto ao da fase doadora. Portanto, este deslocamento de equilibrio dos
analitos da fase organica para a aquosa favorece maiores taxas de recuperacdo. A HF-LPME
na configuracdo empregada nesse estudo mostrou-se uma técnica bastante util para a andlise
dos farmacos e metabdlitos propostos. Isto se deve a varios pontos, entre eles: baixo consumo
de solventes orgadnicos com conseqiiente menor agressdo ao meio ambiente; alto clean-up,
caracteristica muito desejavel quando se trabalha com matrizes complexas; possibilidade de
realizacdo dos experimentos de metabolismo in vitro e extragdo das amostras no mesmo tubo
de ensaio; e possibilidade de realizar 36 extracdes a0 mesmo tempo.

Pela primeira vez a DLLME foi empregada para a extracdo de firmacos de meio

microssomal, com aplicagdo em estudos de metabolismo in vitro. No caso particular desta



26

tese, os analitos extraidos por esta técnica foram o firmaco RNZ e seu metabdlito DRNZ.
Esta técnica mostrou-se muito interessante para estudos de metabolismo in vitro, pois ela
possibilitou o encerramento das reacdes de metabolismo, extragdo e concentragdo dos
analitos em uma unica etapa, economizando tempo durante andlises de rotina. Outras duas
grandes vantagens da DLLME na extragdo da RNZ e DRNZ foram a simplicidade e
velocidade, pois o Unico equipamento necessdrio foi uma centrifuga e o tempo despendido
para a extragdo foi somente o necessdrio para a adicdo da solugdo extratora em cada tubo
contendo as amostras e a centrifugacdo. Desta forma, foi possivel preparar até 24 amostras a
cada 10 minutos. Com valores de recuperacdo em torno de 55% para os enantidmeros da
RNZ e 45% para os da DRNZ, simplicidade, velocidade e baixo custo, a DLLME mostrou-se
uma técnica bastante interessante para o estudo proposto.

Finalmente, a SPME/TFME foi empregada para a extracdo dos analitos anféteros
RPG, DA-RPG e DC-RPG de meio microssomal hepatico de humanos. Empregando o
equipamento SPME Multi-sampler foi possivel a preparacio de até 96 amostras
simultaneamente com altissima eficiéncia na extragdo, pois recuperacdes entre 83 e 99%
foram alcancadas. Este tipo de aplicacdo da SPME ¢ inédito em todos os aspectos, desde a
extracdo direta de analitos de matrizes microssomais até o emprego da estacio SPME Multi-
sampler.

Para a andlise de todos os farmacos e metabdlitos empregou-se a técnica HPLC com
deteccio UV ou MS. A HPLC-UV utilizando colunas com fases estaciondrias quirais
mostrou-se uma técnica analitica bastante adequada para a anélise simultanea do PDI e dos
enantiomeros da ISR, com tempo de andlise inferior a 12 min. Também os dois enantidmeros
do 1'-Oxo-BF e os 4 estereoisomeros do 1'-OH-BF foram resolvidos e quantificados numa
mesma corrida cromatografica (com tempo de andlise inferior a 18 min), tornando ambas as
metodologias muito Ttteis para estudos futuros que necessitem de uma separacao
cromatografica destas substancias.

Para a andlise dos enantidmeros da RNZ e DRNZ utilizou-se o LC-MS-MS com
coluna quiral em fase normal, com tempo de andlise de 15 min. Para a andlise ndo quiral da
RPG e seus metab6litos DA-RPG e DC-RPG também foi empregado o LC-MS-MS, com uma
pequena coluna C18, permitindo um tempo total de andlise cromatografica inferior a 2 min. O
uso de LC-MS-MS foi particularmente interessante para a obtencdo de baixos limites de
quantificacdo (25 ng mL"' para os enantidemros da RNZ, 10 ng mL™ para os enantidmeros da

DRNZ e 2 ng mL' para a RPG e seus metabdlitos).
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A aplicacdo comum a todos os métodos bioanaliticos desenvolvidos foi o estudo de
metabolismo in vitro dos farmacos empregando microssomas hepaticos de ratos (ISR, BF e
RNZ) e de humanos (RPG). Com o emprego das metodologias desenvolvidas foi possivel
contribuir com novos dados do metabolismo dos farmacos escolhidos, em particular da ISR,
pois ndo existe na literatura dados referentes a cinética enzimadtica para os diferentes

enantidmeros, e para a RNZ, para a qual foi sugerido, de forma inédita, um metabolismo

enantiosseletivo.
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