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RESUMO 

 
SIMÕES, R. A. Avaliação de técnicas miniaturizadas de preparação de amostras na 
análise enantiosseletiva de fármacos quirais com diferentes características ácido-base 
em meio microssomal e aplicação em estudos de metabolismo in vitro. 2012. 160 f. Tese 
de Doutorado. Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 
 
Neste trabalho, a microextração em fase líquida com membrana cilíndrica oca (HF-LPME), a 
microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) e a microextração em fase sólida na 
configuração de um filme delgado (SPME/TFME) foram empregadas como técnicas de 
microextração para a preparação de amostras microssomais no estudo de metabolismo in vitro 
de fármacos quirais com diferentes características ácido-base. Para análise empregou-se a 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detector por absorção no UV e a 
cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS-MS). O fármaco neutro 
isradipina (ISR) foi o primeiro a ser abordado. Um método estereosseletivo empregando HF-
LPME-HPLC foi desenvolvido para a determinação dos enantiômeros  da ISR e seu principal 
metabólito (um derivado piridínico da isradipina - PDI) em  fração microssomal isolada de 
fígado de ratos. Os analitos foram extraídos de 1 mL de meio microssomal utilizando o 
procedimento HF-LPME na configuração duas fases, tendo o solvente acetato de hexila como 
fase aceptora. Pela primeira vez, o PDI e os enantiômeros da ISR foram resolvidos numa 
mesma corrida cromatográfica. Para esta separação foi utilizada uma coluna Chiralpak AD® e  
hexano:2-propanol:etanol (94/04/02, v/v/v) como fase móvel, na vazão de 1,5 mL min-1. A 
ISR e o PDI foram detectados em 325 nm e o padrão interno, oxibutinina, foi detectado em 
225 nm. A validação do método mostrou valores de recuperação de 23% para o PDI e 19% 
para cada enantiômero da ISR, 50 ng mL-1 como limite de quantificação (LOQ) para todos os 
analitos e linearidade entre 50-5000 ng mL-1 e 50-2500 ng mL-1 para o PDI e cada 
enantiômero da ISR, respectivamente. O método desenvolvido e validado foi aplicado em um 
estudo de metabolismo in vitro, utilizando microssomas hepáticos de ratos, mostrando que o 
(+)-(S)-ISR foi preferencialmente metabolizado. Do mesmo modo que para a ISR, um método 
analítico empregando HF-LPME-HPLC no modo três-fases foi desenvolvido para a análise 
estereosseletiva concomitante do bufuralol (BF) e dos seus principais metabólitos 1’-
oxobufuralol (1’-Oxo-BF) e 1’-hidroxibufuralol (1’-OH-BF) em preparações microssomais. 
As análises por HPLC foram conduzidas empregando uma coluna Chiralcel OD-H® com fase 
móvel composta por hexano:2-propanol:metanol:dietilamina (97,5/2,0/0,5/0,5, v/v/v/v), na 
vazão de 1,5 mL min-1 e detecção em 248 nm e 273 nm. As condições otimizadas da HF-
LPME foram: n-octanol como solvente orgânico, ácido acético 0,2 mol L-1 como fase 
aceptora, fase doadora com pH ajustado em 13 e agitação de 1500 rpm por 30 min. O método 
foi validado e apresentou valores de recuperação entre 63 – 69% para os analitos e mostrou-se 
linear entre 100 – 5000 ng mL-1 para cada enantiômero do 1’-Oxo-BF e 100 – 2500 ng mL-1 
para cada estereoisômero do 1’-OH-BF (r > 0,99), com LOQ de 100 ng mL-1 para todos os 
analitos. O método desenvolvido e validado foi aplicado em um estudo de metabolismo in 

vitro do BF utilizando microssomas hepáticos de ratos, que mostrou formação predominante 
do (S)-1’-Oxo-BF e do (R,R)-1’-OH-BF. Um segundo fármaco básico abordado neste 
trabalho foi a ranolazina (RNZ). Para a análise enantiosseletiva da RNZ e de um de seus 
metabólitos (desmetil ranolazina - DRNZ) em fração microssomal isolada de fígado de ratos, 
foi desenvolvido um método estereosseletivo empregando a DLLME-LC-MS-MS. Os analitos 
foram extraídos de 0,5 mL de meio microssomal utilizando o procedimento DLLME, tendo o 
clorofórmio como solvente extrator e  acetona como solvente dispersante. Pela primeira vez 



 

 
6

os enantiômeros da RNZ e DRNZ foram resolvidos numa mesma corrida cromatográfica. 
Para esta separação foi utilizada uma coluna Chiralcel OD-H® e hexano:etanol (60/40, v/v) e 
0,05% de dietilamina como fase móvel, na vazão de 1,0 mL min-1. A validação do método 
mostrou valores de recuperação em torno dos 55 e 45% para os enantiômeros da RNZ e 
DRNZ, respectivamente. Os LOQ foram de 25 ng mL-1 para cada enantiômero da RNZ e 10 
ng mL-1 para cada enantiômero da DRNZ. A linearidade foi estabelecida entre 10-1000 ng 
mL-1 e 25-2500 ng mL-1 para cada enantiômero da DRNZ e RNZ, respectivamente. O método 
desenvolvido e validado foi aplicado em um estudo de metabolismo in vitro utilizando 
microssomas hepáticos de ratos, mostrando que a metabolismo da RNZ foi enantiosseletivo. 
Finalmente, um método analítico empregando a SPME/TFME-LC-MS-MS foi desenvolvido 
para a análise simultânea do fármaco anfótero repaglinida (RPG) e dois dos seus principais 
metabólitos, a 2-despiperiril-2-amino-repaglinida (DA-RPG) e a 2-despiperidil-2-(5-
carboxipentilamina)-repaglinida (DC-RPG) em fração microssomal isolada de fígado 
humano. A SPME/TFME foi conduzida com o auxílio do equipamento Multi Sampler SPME 
nas seguintes condições: pré-condicionamento dos blades com 1 mL de uma solução 
metanol:água (50/50, v/v) por 30 min, 60 min de extração e 90 min de dessorção com 1 mL 
de fase móvel. A análise por LC-MS-MS foi feita empregando uma coluna cromatográfica 
C18 em modo reverso, com fase móvel composta por acetonitrila:água (50/50, v/v) e 0,1% de 
ácido acético, na vazão de 0,5 mL min-1. A validação do método mostrou valores de 
recuperação acima dos 80% para todos os analitos. O LOQ foi de 2 ng mL-1 para todos os 
analitos, sendo o método linear no intervalo 2-1000 ng mL-1 para a RPG e 2-500 ng mL-1 para 
a DA-RPG e DC-RPG. Os analitos foram estáveis durante todo o protocolo analítico e de 
metabolismo. O método validado foi aplicado em um estudo de metabolismo in vitro 
utilizando microssomas hepáticos de humanos, mostrando que o perfil metabólico da RPG e a 
taxa de formação da DA-RPG e DC-RPG é alterada em função da concentração de proteínas 
microssomais no meio de incubação e também em função do tempo de incubação. Além 
disso, os resultados mostram a possibilidade de haver diversos outros metabólitos que não 
foram monitorados. 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: técnicas de microextração; análise enantiosseletiva; metabolismo in vitro.  
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Capítulo 1 

 

INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A importância da análise estereosseletiva na área farmacêutica é sempre muito 

destacada, pois diversos fármacos quirais são comercializados como misturas racêmicas, 

embora seus enantiômeros apresentem propriedades farmacodinâmicas e/ou farmacocinéticas 

estereosseletivas, requerendo métodos de análise estereosseletivos que permitam diferenciá-

los. A análise estereosseletiva empregando a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, 

High-performance Liquid Chromatography) é prática e eficaz na determinação de 

enantiômeros ao nível de traços em matrizes complexas, por exemplo, em estudos de 

disposição cinética. Mas, para a utilização dessa técnica no desenvolvimento de métodos 

bioanalíticos é necessário um passo pré-analítico: a preparação das amostras.  

A precipitação de proteínas (PP), a extração líquido-líquido (LLE, Liquid-Líquid 

Extraction) e a extração em fase sólida (SPE, Solid Phase Extraction) são técnicas clássicas 

de preparo de amostras biológicas. Entretanto, essas técnicas têm características intrínsecas 

que desfavorecem o seu emprego. Por exemplo, a LLE e SPE além de consumirem grande 

quantidade de solventes orgânicos, em muitos casos, demandam boa parte do tempo total 

requerido para a análise. Com relação à PP, esta é uma técnica relativamente rápida, 

entretanto com baixo potencial de clean up, levando a problemas cromatográficos (por 

exemplo, contaminação da coluna cromatográfica) ou de detecção (por exemplo, efeito da 

matriz na ionização dos analitos quando se utiliza a espectrometria de massas como técnica de 

detecção). A PP também não é recomendada quando o analito está presente em quantidades 

reduzidas na amostra, pois ela não possibilita a sua concentração (PAWLISZYN; LORD, 

2010; VUCKOVIC et al., 2008). Para superar as desvantagens das técnicas de extração 

tradicionais, uma importante linha de pesquisa está direcionada para a miniaturização dessas 

técnicas. Pesquisas voltadas à miniaturização de técnicas extrativas foram iniciadas pelo Prof. 

Dr. Janusz Pawliszyn (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990) em 1990, com a introdução da 

microextração em fase sólida (SPME, Solid Phase Microextraction). Posteriormente, foi 

introduzida a microextração em fase líquida (LPME, Liquid Phase Microextraction) 

(JEANNOT; CANTWEEL, 1996) e, mais recentemente, a microextração líquido-líquido 

dispersiva (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) (REZAEE et al., 2006). 
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Nesse trabalho, propusemos a utilização da SPME, HF-LPME e DDLME como 

técnicas de preparação de amostras biológicas, visando o desenvolvimento de métodos 

estereosseletivos com detectabilidade e seletividade adequadas para aplicações em estudos de 

metabolismo in vitro de fármacos quirais: isradipina, bufuralol, ranolazina e repaglinida. Os 

critérios utilizados para a escolha dos fármacos foram: variedade do comportamento químico, 

pois a isradipina é neutra, o bufuralol e a ranolazina são básicos e a repaglinida tem 

comportamento anfótero; escassez de bons métodos bioanalíticos enantiosseletivos 

desenvolvidos e validados; e inexistência de estudos de metabolismo estereosseletivos in vitro 

empregando microssomas. Nesse contexto, os dados gerados serão uma contribuição 

relevante para o melhor entendimento do papel da estereosseletividade nas propriedades 

desses fármacos.  

O modelo escolhido para os estudos de metabolismo in vitro é baseado no uso de 

microssomas hepáticos de ratos e humanos pois: a) é um modelo bem caracterizado em 

estudos de metabolismo, de aplicabilidade relativamente simples e por ter baixo custo 

(microssomas de ratos); b) os microssomas de fígado 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 capítulos. Neste capítulo (Capítulo 1) serão 

abordados os aspectos gerais das técnicas empregadas neste trabalho: técnicas de 

microextração (HF-LPME, DDLME e SPME), análise enantiosseletiva de fármacos quirais 

por cromatografia líquida de alta eficiência e metabolismo in vitro de fármacos. Nos capítulos 

sequentes serão apresentados os dados do desenvolvimento, validação e aplicação dos 

métodos bioanalíticos desenvolvidos para: isradipina (Capítulo 2), bufuralol (Capítulo 3), 

ranolazina (Capítulo 4) e repaglinida (Capítulo 5). As considerações finais serão abordadas no 

Capítulo 6. 
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1.1. TÉCNICAS MINIATURIZADAS DE PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS 

 

1.1.1. Microextração em fase líquida com membrana cilíndrica oca (HF-LPME) 

 

A microextração em fase líquida (LPME¸ Liquid Phase Microextraction) foi 

introduzida em 1996 e consiste na utilização de uma gota de um solvente orgânico suspensa 

na ponta da agulha de uma microsseringa; a gota é mergulhada na amostra aquosa e os 

analitos presentes nessa amostra são extraídos 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 não é muito robusta já que as gotas podem ser 

perdidas durante o processo de extração, principalmente quando aplica-se agitação da amostra 

para diminuir o tempo de extração (KRAMER; ANDREWS, 2001). Além disso, as amostras 

biológicas como o plasma podem emulsificar quantidades relevantes de solventes orgânicos, 

afetando a estabilidade da gota durante o processo de extração (RASMUSSEN; PEDERSEN-

BJERGAARD, 2004).  

Uma alternativa para a utilização da LPME foi proposta por Pedersen-Bjergaard e 

Rasmussen (1999). A modificação da técnica consiste na utilização de uma membrana capilar 

cilíndrica e hidrofóbica (HF-LPME, Hollow-Fiber Liquid Phase Microextraction). O solvente 

orgânico é impregnado nos poros da membrana e o seu lúmen é preenchido com microlitros 

da fase aceptora (micro extrato). Com essa configuração, o microextrato não 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 

extração) torna possível utilizá-la apenas uma única vez, evitando-se problemas de carry-

over, observado nas demais técnicas de extração 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 às 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 introdução e retirada da fase 

aceptora (MAGALHÃES; BONATO, 2009). Esse sistema tem a vantagem adicional de 

permitir a extração 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 cilíndrica oca fixada com suas extrimades fixadas à duas ponteiras plásticas e 
ajustada a um tubo de vidro (Adaptado de Magalhães e Bonato, (2009)). B) Equipamento (Vibrax VXR) 
utilizado para a agitação de 36 unidades da HF-LPME simultaneamente. 
 

Durante a extração, os analitos são transferidos da amostra aquosa para a fase orgânica 

presente nos poros da membrana e desse local para a solução aceptora presente no seu interior 

(RASMUSSEN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2004). Dependendo das características da fase 

aceptora, o sistema pode ser constituído por duas ou três fases (Figura 1.2). No sistema em 

duas fases, a solução aceptora é o próprio solvente orgânico utilizado na impregnação dos 

poros da membrana. No sistema em três fases, a solução aceptora é uma solução aquosa com 

pH oposto ao da solução doadora. Assim, após o analito deixar a solução doadora na sua 

forma neutra e passar pelo solvente orgânico presente nos poros da membrana, ele é ionizado 

na solução aceptora e impedido de voltar novamente para a solução doadora. Terminada a 

extração, a solução aceptora é retirada da membrana empregando uma microsseringa 

(MAGALHÃES; BONATO, 2008). 

 

A B 
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Figura 1.2 - Ilustração da HF-LPME. 
 

Diferentes parâmetros devem ser otimizados durante o desenvolvimento do método 

HF-LPME, tais como: ajuste do pH e força iônica da amostra, membrana de extração, volume 

de amostra (solução doadora), tipo de solvente orgânico, tempo de extração, solução aceptora 

e agitação do sistema (PSILLANKIS; KALOGERAKIS, 2003; MAGALHÃES; DE 

OLIVEIRA; BONATO, 2009).  

 

1.1.2.  Microextração líquido – líquido dispersiva (DLLME) 

 

A DLLME tem se mostrado uma técnica bastante atrativa para o preparo de amostras, 

pois é extremamente rápida, de fácil operação e caracterizada por elevados fatores de 

enriquecimento. A DLLME é 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) é injetada bruscamente na amostra aquosa com o auxílio de uma 

seringa. O resultado é a formação da cloudy solution, que favorece o contato entre as fases. 

Em seguida, a amostra é centrifugada e o analito é recuperado dissolvido no SE, que pode 

então ser analisado (REZAEE et al., 2006).   



 

 
12

A DLLME é uma técnica bastante simples e pode ser realizada em praticamente duas 

etapas (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). A primeira delas é a injeção da solução de 

extração na amostra. A solução de extração consiste de uma mistura de quantidades 

adequadas do SE (por exemplo, solventes orgânicos mais densos que a água como 

clorobenzeno, clorofórmio e tetracloreto de carbono) e SD, o qual deve ser miscível tanto com 

o SE quanto com a amostra aquosa (por exemplo, metanol, etanol, acetonitrila e acetona). 

Quando a solução de extração é rapidamente adicionada à amostra aquosa onde encontram-se 

os analitos, uma alta turbulência é produzida (Figura 1.3. B). Devido a essa alta turbulência, 

ocorre a formação de um grande número de microgota do SE dispersas na amostra, que 

assume uma aparência turva (cloudy solution) (Figura 1.3. C). O sistema de microgota 

formado proporciona uma grande área de superfície de contato do SE com a amostra (Figura 

1.3. D). Portanto, o estado de equilíbrio de distribuição das moléculas dos analitos entre a fase 

extratora e a amostra é alcançado rapidamente e, portanto, a extração é realizada num tempo 

muito curto, sendo essa é a maior vantagem do emprego da DLLME.  

A segunda etapa corresponde à centrifugação da cloudy solution. Por serem mais 

densas do que a fase aquosa, as microgota do solvente extrator formam uma fase sedimentada 

líquida no fundo do tubo cônico. Esta fase sedimentada pode ser retirada com o auxílio de 

uma seringa para cromatografia gasosa ou HPLC e ser injetada diretamente no sistema 

cromatográfico, caso haja compatibilidade entre o solvente extrator e o sistema 

cromatográfico. Caso contrário, o SE é evaporado e o resíduo pode ser dissolvido em um 

solvente apropriado. 

 
Figura 1.3 - Fotografia de diferentes etapas da DLLME. A) antes da injeção da mistura do solvente extrator e 
dispersante na amostra; B) início da injeção; C) fim da injeção; D) microscopia óptica (100x). Adaptado de 
(REZAEE et al., 2006). 
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Os principais fatores que interferem na eficiência da DLLME, e por isso precisam ser 

otimizados, são:  

� SE e SD. A seleção do SE é um parâmetro fundamental na DLLME. Os solventes orgânicos 

a serem empregados devem ser insolúveis em água e mais densos do que esta; devem 

também ter alta capacidade de solubilizar os analitos de interesse e, se possível, ser 

compatível com o sistema cromatográfico a ser empregado. Os solventes halogenados como 

clorobenzeno, clorofórmio, tetracloroetileno, tetracloreto de carbono, entre outros, são 

extensivamente empregados, principalmente devido as suas altas densidades. Com relação 

aos SD, a principal característica requerida é a solubilidade tanto no SE quanto na amostra 

aquosa. Os solventes mais empregados como dispersantes são: metanol, etanol, acetona e 

acetonitrila (SUNA; SHIA; CHENA, 2011; CAMPILLO et al., 2010; FARAJZADEH; 

BAHRAM; JÖNSSON, 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 extração eficiente por DLLME, é 

importante a formação da cloudy solution e de um volume adequado da fase sedimentada 

após a centrifugação. O volume do SD afeta diretamente a formação da cloudy solution, 

pois interfere no grau de dispersão do SE na fase aquosa e, consequentemente, na eficiência 

da extração. O volume necessário do SD para adequada formação da cloudy solution 

depende do volume da fase aquosa, bem como do volume do SE. Variações 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 são: solubilidade do 

SE em água, volume da amostra, volume do SD e volume do SE (REZAEE; YAMINI; 

FARAJI, 2010). A Figura 1.4 mostra a intricada relação entre as características dos 

componentes da DLLME e sua eficiência. 
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Figura 1.4 - Principais variáveis que influenciam a eficiência da DLLME. 
 

Outros parâmetros, comuns à LLE convencional, também  podem ser avaliados, como 

pH da amostra (quando se trata de extração de compostos iônicos ou ionizáveis) e adição de 

sais (efeito salting out).  

Em DLLME, o tempo de extração é definido como o intervalo entre a adição da 

solução de extração à amostra e a centrifugação. Como a superfície de contato entre o SE e a 

amostra aquosa é extremamente grande, a transferência de massa do analito da fase aquosa 

para a fase extratora é muito rápida. Portanto, o tempo não é um parâmetro importante na 

eficiência da DLLME (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). 

A DLLME é amplamente utilizada para análise de vários compostos em água (matriz 

simples), entretanto, pouco empregada para a análise de compostos em amostras biológicas 

(matriz complexa). Apesar das várias vantagens, a DLLME tem sérias limitações quando se 

trata da extração de analitos de matrizes biológicas. Isto se deve, principalmente, à interação 

de componentes da matriz nestes tipos de amostras com solventes orgânicos, não sendo 

possível muitas vezes a obtenção de uma fase sedimentada “limpa” o suficiente para ser 

analisada nos sistemas cromatográficos. Para obter uma adequada fase sedimentada, alguns 

procedimentos anteriores a DLLME necessitam ser feitos, como filtração e/ou diluição das 

amostras  (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).  

Apesar dessa limitação, a DLLME pode ser útil na análise de matrizes biológicas 

menos complexas como os meios de incubação utilizados em estudos de metabolismo in vitro.  



 

 
15

O meio microssomal utizado nesses estudos, apesar de ser uma matriz biológica complexa, 

aapresenta baixa quantidade de proteínas (em comparação com o plasma), o que pode tornar a  

DLLME uma ferramenta muito útil.  

 

1.1.3. Microextração em fase sólida (SPME) 

 

A SPME é uma técnica de extração não exaustiva baseada no equilíbrio da fração 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 análise de substâncias em diferentes matrizes (ar, alimento, ambiental, biológica). Na 

última década, o emprego da SPME em conjunto com HPLC para análise de compostos não 

voláteis também ganhou espaço (VUCKOVIC et al., 2010). 

Classicamente a extração por SPME tem sido feita de duas formas básicas: extração 

direta e headspace. Na extração direta, a fibra com a fase extratora é diretamente mergulhada 

na amostra. Durante a extração, a amostra é agitada com velocidade e tempos controlados. 

Após a extração os analitos podem ser dessorvidos da fase extratora termicamente (injetor 

aquecido de um equipamento para cromatografia gasosa) ou numa solução para em seguida 

serem analisados por HPLC, por exemplo. Já no headspace, a fibra não entra em contato 

diretamente com a amostra onde se encontram os analitos de interesse. Neste caso, a fase 

extratora extrai os analitos voláteis que migram da amostra para o espaço entre o líquido e as 

paredes do recipiente onde está sendo feita a extração. Portanto, os analitos têm que ser 

voláteis para poderem ser extraídos utilizando esta técnica. Além da agitação por um tempo 

determinado, também é comum o aquecimento das amostras para facilitar a volatilização dos 

analitos (DE OLIVEIRA; BONATO, 2007). 

Desde sua introdução em 1990, a SPME continua a atrair o interesse de pesquisadores 

nas mais diversas áreas. Mas, apesar do grande número 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 extração de poucas amostras 

num determinado tempo, geralmente longo (CUDJOE et al., 2009). O rendimento da extração 

pode ser aumentado (high sample throughput) pelo aumento da eficiência da extração 

(reduzindo o tempo necessário para cada extração) ou pelo aumento da quantidade de 

amostras extraídas simultaneamente (n° de amostras por unidade de tempo) (MIRNAGHI et 

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

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

n =
Kes Ve Vs C0

Kes Ve + Vs

n = quantidade do analito extraída

Kes = constante de partição do analito entre a fase extratora e a matriz 

Ve = volume da fase extratora

Vs = volume da amostra

C0 = concentração inicial do analito na amostra
  

Um aumento do volume da fase extratora pode ser alcançado pelo aumento do 

tamanho da camada desta fase sobre o suporte. Entretanto, o aumento da superfície de contato 

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

(dn/dt) = (Ds A/δ)Cs t

(dn/dt) = taxa de extração

Ds = concentração do analito

A = área superficial da fase extratora

δ = largura da camada estacionária na fronteira entre a matriz e a fase de extração

Cs = concentração do analito

t = tempo de extração
 

Com a finalidade de aumentar a superfície de contato da fase extratora, a SPME pode 

ser empregada na configuração de um filme delgado (TFME, Thin Film Microxtraction); no 

modo in tube, utilizando um tubo capilar aberto de sílica fundida com a superfície interna 

revestida com a fase extratora; e stir bar, na qual uma barra de agitação magnética é recoberta 

por uma fina camada de fase extratora (BRUHEIM; LIU; PAWLISZYN, 2003; QUEIROZ, 

2005).  Mirnaghi et al., (2011) mostraram a configuração em que a SPME será empregada no 

presente trabalho. Os pesquisadores depositaram a fase extratora (C18, sílica quimicamente 

ligada a um grupo octadecil) com o auxílio de um polímero colante biocompatível (PAN, 

poliacrilonitrila) sobre finas lâminas retangulares de aço (blades), obtendo assim uma fase 

extratora com maior volume e superfície de contato (thin film) se comparado às tradicionais 

fibras de SPME (MIRNAGHI et al., 2011). 

Com o intuito de aumentar o rendimento da SPME através do aumento do número de 

amostras extraídas simultaneamente, esforços foram empreendidos na automação do processo 

de extração. Em 2008, a automação da SPME/TFME para ser utilizada com HPLC foi 

viabilizada com o desenvolvimento de uma estação robótica (Concept 96, PAS Technology), 

com a qual é possível preparar 96 amostras simultaneamente e de maneira completamente 
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automatizada (VUCKOVIC et al., 2008). Esta tecnologia ainda está em desenvolvimento e, 

por isso, o custo ainda é elevado. Entretanto, a mesma empresa desenvolveu uma versão 

simplificada não automatizada (SPME Multi-sampler, Figura 1.5 C), mas com custo bastante 

reduzido se comparado a versão automatizada. Este equipamento foi empregado no 

desenvolvimento do presente trabalho. 

 

 
Figura 1.5 - Equipamentos utilizados para extração por SPME de 96 amostras simultaneamente. A) Blades 

(adaptado de Mirnaghi et al., 2011); B) 96-well plate (COLEPARMER, 2011); C) Estação do SPME Multi-

sampler. 
 

As principais vantagens do emprego da SPME/TFME para análise de substâncias em 

matrizes biológicas são: excelente clean up da amostra, devido à seletividade das fases 

extratoras, possibilidade de automação ou extração de várias amostras ao mesmo tempo e 

bons níveis de recuperação se comparado à SPME em fibra. Entretanto, o emprego de 

equipamentos de análise altamente sensíveis é imprescindível, caso os analitos de interesse 

tenham alta ligação aos componentes da matriz biológica e, consequente, baixas taxas de 

recuperação, pois a SPME é por definição uma técnica de equilíbrio e somente a fração livre 

pode ser extraída (VUCKOVIC et al., 2010). Caso se deseje determinar todo analito da 
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amostra, é necessário liberar o fármaco ligado aos componentes da matriz com procedimentos 

adicionais como, por exemplo, precipitação protéica com acetonitrila.  

Para obter bons resultados empregando a SPME/TFME é preciso otimizar vários 

parâmetros que interferem na eficiência da extração. Alguns parâmetros são cruciais, levando 

a grandes diferenças na eficiência da extração; outros parâmetros são secundários, sendo sua 

otimização obrigatória ou não, dependendo das especificidades das aplicações (RISTICEVIC 

et al., 2010). A Figura 1.6 mostra os parâmetros a serem avaliados para uma adequada 

extração por SPME/TFME. 

 

SPME

Tipo de coating

Tempo de extração

Solvente de desorção

Tempo de desorção

Lavagem

Condicionamento do coating

Solvente de 

reconstituição

Tempo de 

Evaporação

Volume da 

amostra

Temperatura de 

extração

pH

Força Iônica

Otimização  obrigatóriaOtimização opcional

 
Figura. 1.6 - Parâmetros que interferem na extração por SPME/TFME. (VUCKOVIC et al., 2010; RISTICEVIC 
et al., 2010). 
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1.2.  ANÁLISE ENANTIOSSELETIVA DE FÁRMACOS QUIRAIS POR 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

 

Nas últimas três décadas, tem havido um interesse crescente da indústria farmacêutica 

e dos laboratórios analíticos no desenvolvimento de métodos analíticos enantiosseletivos para 

análise de fármacos quirais, devido às crescentes exigências de órgãos reguladores, mais 

especificamente o americano FDA (Food and Drug Administration). Estas crescentes 

exigências decorrem principalmente, dos diferentes efeitos terapêuticos ou tóxicos que dois 

enantiômeros podem ter. Várias técnicas analíticas 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 é a técnica analítica mais extensivamente aplicada à análise de compostos 

quirais (LOPES; GUARATINI, 2009; LÄMMERHOFER, 2010). A resolução dos 

enantiômeros por HPLC pode ser alcançada por métodos diretos e indiretos. Nos métodos 

indiretos é necessário que ocorra a reação do analito quiral de interesse com um agente de 

derivação quiral, o qual deve ser enantiomericamente puro, resultando na formação de 

diastereoisômeros, os quais são passíveis de resolução em fases estacionárias não quirais. Nos 

métodos diretos emprega-se fase móvel quiral ou fase estacionária quiral. Dessa forma, ocorre 

a formação de diastereoisômeros temporários na fase estacionária ou na fase móvel. O uso de 

fase móvel quiral é restrito, pois os aditivos quirais tem alto custo e podem gerar dificuldades 

na detecção dos analitos (MISLANOVÁ; HUTTA, 2003; HAGINAKA, 2002; ERNY; 

CIFUENTES, 2006). Portanto, a maneira mais empregada atualmente para obter a resolução 

dos enantiômeros é a utilização de colunas recheadas com fases estacionárias quirais (CSP, 

Chiral Stationary Phases) (LÄMMERHOFER, 2010). 

Um dos fatores críticos para alcançar sucesso nas separações de enantiômeros é a 

seleção apropriada de uma CSP com habilidade para distinção estereosseletiva dos 

enantiômeros de um racemato. Mais de cem CSPs são hoje oferecidas comercialmente e 

dentre elas cerca de 20-30 CSPs, ou até menos, são mais frequentemente empregadas e juntas 

podem lidar com praticamente todos os problemas de separação de enantiômeros de várias 

classes de compostos (LÄMMERHOFER, 2010). Para a preparação destas fases estacionárias, 

vários tipos de seletores quirais vêm sendo utilizados. Os mais empregados são os 

polissacarídeos (amilose e celulose) e seus derivados, as proteínas, os antibióticos 

macrocíclicos e as ciclodextrinas. Os seletores quirais são incorporados ou imobilizados na 
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superfície de um suporte, geralmente a sílica, atuando como discriminadores quirais in situ 

(formação de diasteroisômeros transitórios) durante o processo cromatográfico (HAGINAKA, 

2002; LÄMMERHOFER, 2010). A Tabela 1.1. mostra nove das principais fases estacionárias 

baseadas em polissacarídeos disponíveis comercialmente. 

 

Tabela 1.1 - Principais seletores baseados em polissacarídeos disponíveis comercialmente. 
(Adaptado de LÄMMERHOFER, 2010) 

Derivado polissacarídico Nome comercial / Empresa 

Tris(4-metilbenzoato)  de celulose Chiralcel OJ® / Daicel - Chiral Technologies 

 
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)  de 
celulose 

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 
 

Tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de celulose Chiralpak IC® / Daicel - Chiral Technologies 

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

Chiralcel OZ® / Daicel - Chiral Technologies 
 

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

Lux Cellulose-2®
 / Phenomenex 

 
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose Chiralpak AD® / Daicel - Chiral Technologies 

Kromasil AmyCoat® / EKA 
RegisPack® / Regis Technologies 
Nucleocel alpha® / Macherey & Nagel 
Europak 01® / Knauer 
Chiralpak IA® / Daicel - Chiral Technologies 
 

Tris((S)-alfa-metilbenzilcarbamato) de 
amilose 

Chiralpak AS® / Daicel - Chiral Technologies 
 

Tris(2-cloro-5-metilfenilcarbamato) de 
amilose 

Chiralpak AY® / Daicel - Chiral Technologies 
 

Tris(5-cloro-2-metilfenilcarbamato) de 
amilose 

Lux Amylose-2® / Phenomenex 

 

A cromatografia líquida quiral pode ser desenvolvida empregando diferentes modos 

de eluição: modo normal, reverso e polar-orgânico (PÉREZ; BARCELO, 2008). No modo de 

eluição normal, a fase móvel é composta apenas por solventes orgânicos, normalmente 
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hexano e um álcool. No modo de eluição reverso as fases móveis são compostas por soluções 

aquosas e solventes orgânicos miscíveis, geralmente acetonitrila e metanol. O modo polar 

orgânico tem como característica fundamental o uso de fases móveis compostas por solventes 

orgânicos polares puros ou em misturas. Os solventes mais empregados são acetonitrila, 

metanol e etanol (TACHIBANA; ONISH, 2001). No modo normal e polar orgânico, a análise 

de compostos ácidos e básicos geralmente requer a presença de um aditivo ácido (ácido 

trifluoracético, ácido acético, etc) ou básico (dietilamina) para evitar a interação desses 

compostos com os grupos silanóis residuais da sílica que é empregada como suporte para o 

seletor quiral. Na análise de compostos ácidos e básicos por fase reversa, a ionização desses 

compostos é evitada pelo emprego de soluções aquosas acidificadas ou tamponadas. Pode-se 

também analisar compostos básicos na forma protonada, através do emprego de um reagente 

capaz de formar pares iônicos (perclorato de sódio). 

Todos os detectores utilizados em HPLC aquiral têm aplicações na análise de 

fármacos quirais. Em especial, a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC-MS, Liquid Chromatography-Mass Spectrometry ou LC-MS-MS, Liquid 

Chromatography-Tanden Mass Spectrometry) tem se mostrado uma ferramenta poderosa 

nesta área, devido à sua seletividade e detectabilidade, especialmente quando se trata de 

matrizes biológicas (CHEN; KORFMACHER; HSIEH, 2005; ERNY; CIFUENTES, 2006; 

PÉREZ; BARCELO, 2008; YIWEN, et al., 2010). Classicamente, os métodos empregando 

LC-MS utilizam o modo reverso de eluição. No entanto, em análises quirais, o uso do modo 

normal é muitas vezes necessário, dificultando a detecção por MS com fontes de ionização 

por eletronebulização (ESI, Electrospray Ionization) e ionização química a pressão 

atmosférica (APCI,  Atmospheric-pressure Chemical Ionization). Nesse caso, cuidados 

adicionais devem ser tomados, pois os solventes orgânicos inflamáveis que compõem a fase 

móvel (misturas de alcanos e alcoóis) em vazões elevadas, levam a riscos de explosão 

associados principalmente com a fonte APCI. Além disso, a ionização dos analitos nas duas 

fontes é prejudicada. Para contornar estes problemas, pode-se lançar mão de algumas 

estratégias, sendo que a principal delas é o emprego de misturas pós-coluna com fases móveis 

mais adequadas (tampão acetato de amônia:2-propanol, por exemplo), antes do efluente da 

coluna entrar na interface do MS. Isso reduz os riscos de explosão e também melhora a 

ionização do analito (PÉREZ; BARCELO, 2008; BAKHTIAR; RAMOS; TSE, 2001). 

1.3.  METABOLISMO IN VITRO DE FÁRMACOS  
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Embora os enantiômeros de uma determinada substância tenham propriedades físico 

químicas idênticas (com a exceção da sua interação com a luz plano polarizada), eles podem 

diferir em suas propriedades biológicas devido à sua interação estereosseletiva com enzimas, 

proteínas, receptores e outras moléculas de ocorrência natural que têm centros quirais em suas 

estruturas químicas. Assim, tanto os efeitos farmacológicos desejados quanto os efeitos 

biológicos indesejados, como, por exemplo, toxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade e 

desregulação endócrina podem ser oriundos de um dos enantiômeros de um determinado 

fármaco ou seu metabólito (PÉREZ; BARCELO, 2008). A interação dos dois enantiômeros 

com as enzimas responsáveis pela biotransformação quase sempre é estereosseletiva. Outros 

processos farmacocinéticos como absorção, eliminação e distribuição também podem ser 

estereosseletivos Mesmo assim, aproximadamente 50% dos fármacos atualmente utilizados na 

terapêutica clínica são administrados como racematos (CAMPO; BERNARDES; 

CARVALHO, 2009; ). 

Entretanto, à medida que as pesquisas avançam, tanto no que se refere a pesquisas pré-

clinicas para novos fármacos, quanto em estudos pós-comercialização, vem aumentando a 

quantidade de fármacos comercializados na forma enantiomérica pura. É o caso do (R)-

albuterol, (S)-ofloxacina, (S)-repaglinida, (R)-cetirizina, (S)-esomeprazol, (S)-clopidogrel e 

(3R,5R) atorvastatina, entre vários outros, sendo estes últimos três os mais rentáveis para a 

indústria no ano de 2008, com vendas em torno dos 30 bilhões de dólares. (AGRANAT; 

WAINSCHTEIN, 2010) AGRANAT; CANER; CALDWELL, 2002).  

Para a tomada da decisão entre produzir um fármaco na forma de racemato ou 

enantiômero puro, é necessário estabelecer se as propriedades cinéticas e dinâmicas são 

esterosseletivas. O metabolismo normalmente é estereosseletivo e, portanto, precisa ser 

cuidadosamente avaliado.  

O estudo do metabolismo de fármacos pode ser feito empregando modelos in vivo 

(animais, voluntários sadios, pacientes) ou modelos in vitro. A busca pelo desenvolvimento 

de modelos in vitro se sustenta em aspectos éticos, científicos e econômicos. Modelos in vitro 

são mais simples e particularmente úteis para seleção racional de espécies animais, para 

estudos toxicológicos e para a comparação de perfis metabólicos. Apesar de existirem 

diferenças no perfil enzimático 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 extrapolação deve ser feita com cautela porque diferenças significativas nos 

perfis metabólicos podem existir para determinados fármacos (EKINS et al., 2000). 
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As reações envolvidas no metabolismo normalmente aumentam a polaridade das 

substâncias, tornando-as mais hidrossolúveis e, portanto, mais facilmente excretadas. O 

processo de metabolização envolve duas fases: fase I relacionada, principalmente, às enzimas 

do citocromo P450 (CYP450), compreendendo reações de oxidação, redução e hidrólise; e 

fase II, a qual compreende as reações de conjugação que são mediadas por ação de 

transferases (ZAMEK-GLISZCZYNSKI et al., 2006; GOMEZ-LECHON; CASTELL; 

DONATO, 2007). Em alguns processos metabólicos, podem ser gerados metabólitos ativos os 

quais tem igual ou maior atividade farmacológica que a molécula precursora.  Infelizmente, 

este processo também pode ativar certos substratos, tais como potenciais agentes 

cancerígenos, através da transformação do xenobiótico em espécies eletrofílicas capazes de 

interagir com moléculas biológicas, tais como o DNA, causando mutações e, por vezes, 

carcinogênese (KUMAR; SURAPANENI, 2001; LI, 2005;). Desta forma, a ativação ou 

inibição de isoenzimas CYP por fármacos podem levar a interações fármaco-fármaco e 

fármaco-alimento, muitas vezes negligenciadas. Pelo exposto, a investigação sobre estes 

fenômenos é um campo emergente em farmacologia e toxicologia (BROWN; REISFELD; 

MAYENO, 2008). 

Diversos modelos para estudos de metabolismo in vitro são descritos na literatura, 

sendo os principais: superssomas, frações citosólicas de fígado, frações S9, culturas celulares, 

hepatócitos e microssomas hepáticos. Vários desses modelos, como microssomas hepáticos, 

exigem a presença de fatores exógenos para sua atividade. Esses fatores consistem do sistema 

de regeneração NADPH (fase I)) e ácido uridina-5′-difosfo-α-D-glucuronico (UDPGA; fase 

II) (BRANDON et al., 2003; ASHA; VIDYAVATHI, 2010). 

O microssoma hepático é o modelo experimental de metabolismo in vitro mais 

extensivamente empregado. Os microssomas são frações subcelulares derivados do retículo 

endoplasmático de células hepáticas e são preparados por centrifugação fracionada de 

homogeneizados de fígado (LI, 2005; PELKONEN,1974). Essas frações subcelulares são 

ricas fontes de enzimas metabolizadoras, sendo as enzimas do CYP 450 e transferases as de 

maior relevância. Portanto, a fração microssomal permite estudar reações de metabolismo de 

fases I e fase II pela adição de cofatores apropriados (ASHA; VIDYAVATHI, 2010). Além 

disso, este modelo possibilita o estudo da influência de isoenzimas específicas na presença de 

inibidores seletivos (YOUDIM et al., 2008). 

As principais vantagens do emprego de microssomas hepáticos em estudos de 

metabolismo in vitro incluem: baixo custo, simplicidade, fácil armazenamento (a atividade 

enzimática pode ser mantida por um longo período de tempo sob congelamento),  modelo in 
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vitro mais bem caracterizado para a investigação do metabolismo de fármacos, novos 

metabólitos podem ser produzidos e a variação interindividual também pode ser estudada. As 

desvantagens incluem: inadequação para estimativas quantitativas da biotransformação in vivo 

por causa da  presença de enzimas CYPs e UGTs em elevadas concentrações não, permitindo 

a competição com outras enzimas; a ausência de outras enzimas, tais como NAT (N-acetil 

transferases), ST (sulfo transferases), GST (glutationa-S-transferase); e variações nas 

condições de incubação, tais como a força iônica, valor do pH do meio de incubação e o efeito 

de solventes orgânicos utilizados podem afetar significativamente o perfil metabólico oriundo 

dos microssomas (ASHA; VIDYAVATHI, 2010). 
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Capítulo 6 

 

 

CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

Três diferentes técnicas de microextração foram empregadas no desenvolvimento dos 

métodos bioanalíticos enantiosseletivos para análise da ISR e PDI, dos metabólitos 1’-Oxo-

BF e 1’-OH-BF e da RNZ e DRNZ em frações microssomais de fígados de ratos, e um 

método não-enantiosseletivo para análise da RPG, DA-RPG e DC-RPG em meio microssomal 

hepático de humanos.  

A HF-LPME executada no modo duas-fases mostrou resultados satisfatórios para a 

extração dos analitos neutros ISR e PDI, com recuperações em torno de 20%. Para a extração 

do 1’-Oxo-BF e 1’-OH-BF, por serem fracamente básicos e, portanto, ionizáveis, foi 

empregada a HF-LPME no modo três-fases, que permitiu obter recuperações excelentes, em 

torno de 65% para todos os analitos. Isto é coerente com a teoria geral da HF-LPME, pois no 

modo duas-fases os analitos são extraídos para um volume muito pequeno de solvente 

orgânico (apenas 35 µL para  extração da ISR e PDI) até que o equilíbrio seja atingido. Mas, 

quando se trata do modo três-fases, os analitos são extraídos na forma não ionizada para o 

solvente orgânico impregnado nos poros da membrana e, em seguida, são “aprisionados” na 

forma ionizada na solução aquosa que preenche o lúmen da membrana cilíndrica, pois esta 

solução tem pH oposto ao da fase doadora. Portanto, este deslocamento de equilíbrio dos 

analitos da fase orgânica para a aquosa favorece maiores taxas de recuperação. A HF-LPME 

na configuração empregada nesse estudo mostrou-se uma técnica bastante útil para a análise 

dos fármacos e metabólitos propostos. Isto se deve a vários pontos, entre eles: baixo consumo 

de solventes orgânicos com conseqüente menor agressão ao meio ambiente; alto clean-up, 

característica muito desejável quando se trabalha com matrizes complexas; possibilidade de 

realização dos experimentos de metabolismo in vitro e extração das amostras no mesmo tubo 

de ensaio; e possibilidade de realizar 36 extrações ao mesmo tempo. 

Pela primeira vez a DLLME foi empregada para a extração de fármacos de meio 

microssomal, com aplicação em estudos de metabolismo in vitro. No caso particular desta 
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tese, os analitos extraídos por esta técnica foram o fármaco RNZ e seu metabólito DRNZ. 

Esta técnica mostrou-se muito interessante para estudos de metabolismo in vitro, pois ela 

possibilitou o encerramento das reações de metabolismo,  extração e concentração dos 

analitos em uma  única etapa, economizando tempo durante análises de rotina. Outras duas 

grandes vantagens da DLLME na extração da RNZ e DRNZ foram a simplicidade e 

velocidade, pois o único equipamento necessário foi uma centrífuga e o tempo despendido 

para a extração foi somente o necessário para a adição da solução extratora em cada tubo 

contendo as amostras e a centrifugação. Desta forma, foi possível preparar até 24 amostras a 

cada 10 minutos.  Com valores de recuperação em torno de 55% para os enantiômeros 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 extração dos analitos anfóteros 

RPG, DA-RPG e DC-RPG de meio microssomal hepático de humanos. Empregando o 

equipamento SPME Multi-sampler foi possível a preparação de até 96 amostras 

simultaneamente com altíssima eficiência na extração, pois recuperações entre 83 e 99% 

foram alcançadas. Este tipo de aplicação da SPME é inédito em todos os aspectos, desde a 

extração direta de analitos de matrizes microssomais até o emprego da estação SPME Multi-

sampler. 

Para a análise de todos os fármacos e metabólitos empregou-se a técnica HPLC com 

detecção UV ou MS. A HPLC-UV utilizando colunas com fases estacionárias quirais 

mostrou-se uma técnica analítica bastante adequada para a análise simultânea do PDI e dos 

enantiômeros da ISR, com tempo de análise inferior a 12 min. Também os dois enantiômeros 

do 1'-Oxo-BF e os 4 estereoisômeros do 1'-OH-BF foram resolvidos e quantificados numa 

mesma corrida cromatográfica (com tempo de análise inferior a 18 min), tornando ambas as 

metodologias muito úteis para estudos futuros que necessitem de uma separação 

cromatográfica destas substâncias.  

Para a análise dos enantiômeros da RNZ e DRNZ utilizou-se o LC-MS-MS com 

coluna quiral em fase normal, com tempo de análise de 15 min. Para a análise não quiral da 

RPG e seus metabólitos DA-RPG e DC-RPG também foi empregado o LC-MS-MS, com uma 

pequena coluna C18, permitindo um tempo total de análise cromatográfica inferior a 2 min. O 

uso de LC-MS-MS foi particularmente interessante para a obtenção de baixos limites de 

quantificação (25 ng mL-1 para os enantiôemros da RNZ, 10 ng mL-1 para os enantiômeros da 

DRNZ e 2 ng mL-1 para a RPG e seus metabólitos).  
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A aplicação comum a todos os métodos bioanalíticos desenvolvidos foi o estudo de 

metabolismo in vitro dos fármacos empregando microssomas hepáticos de ratos (ISR, BF e 

RNZ) e de humanos (RPG). Com o emprego das metodologias desenvolvidas foi possível 

contribuir com novos dados do metabolismo dos fármacos escolhidos, em particular da ISR, 

pois não existe na literatura dados referentes à cinética enzimática para os diferentes 

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

enantiosseletivo. 
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