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RESUMO

MOREIRA, B. J. Avaliacao da microextracao liquido-liquido dispersiva para analise de
oxibutinina e de N-desetiloxibutinina em urina por eletroforese capilar.2012. 79f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

A microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) é uma técnica de preparo de amostra
baseada no equilibrio de distribuicio do analito entre a fase doadora (amostra) e a fase
aceptora (solvente organico) em um sistema ternério de solventes. Foi desenvolvida em 2006
por Rezaee e colaboradores para a determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos
em amostras de dgua e por ser uma técnica muito recente,ainda é pouca explorada para o
preparo de amostras bioldgicas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a DLLME
como técnica para a extracdo da oxibutinina (OXY), farmaco usado para o tratamento da
incontinéncia urindria, ¢ da N-desetiloxibutinina (DEO), seu principal metabdlito ativo, em
amostras de urina. A andlise da OXY e DEO foi realizada por eletroforese capilar (CE),
utilizando um capilar de silica fundida de 50 um de didmetro interno, com comprimento
efetivo de 36,5 cm, trietilamina 50 mmol/L, pH 3 como solucdo de eletrdlito, tensao de30 kV,
temperatura de 30°C e deteccao em 204 nm. Nestas condicdes o tempo de migracdo da DEO
foi de 7,12 min e da OXY foi de 7,42 min, com resolucdo de 3,1. O procedimento utilizado
para preparo da amostra foi baseado na DLLME, utilizando 5 mL de urina,na qual foi
adicionado 2,5% de NaCle cujo pH foi ajustado para 11. O solvente para a extracao consistiu
de uma mistura de 140 pL de tetracloreto de carbono (solvente extrator) e 260 upL de
acetonitrila (solvente dispersor), que permaneceram em contato com a amostra pordois
minutos. A avaliacido das caracteristicas de desempenho analitico apresentou faixa linear de
90-300 ng/mL para a OXY e 187,5-750ng/mL para a DEO. A recuperagdo absoluta foi de
71,4 e 60,9% e o limite de quantificacdo foi de 90 e 187,5 ng/mL para a OXY e DEO,
respectivamente. Os estudos de precis@o e exatiddo apresentaram coeficientes de variagdo e
erros relativos inferiores a 15% e as amostras foram estdveis nos estudos de estabilidade.
Portanto, foi possivel desenvolver um método rdpido, facil e confidvel para analisar e
quantificar a OXY e a DEO em amostras de urina por CE, usando a DLLME como técnica de
preparo de amostra.

Palavras-chave: eletroforese capilar, microextra¢ao liquido-liquido dispersiva, oxibutinina, N-
desetiloxibutinina, urina.
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ABSTRACT

MOREIRA, B. J. Evaluation of dispersive liquid-liquid microextraction for oxybutynin
and N-desethyloxybutynin urine analysis by capillary electrophoresis. 2012. 79f.
Dissertation (Master). Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirao Preto — University of
Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

The dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) is a sample preparation technique
based on the equilibrium distribution between an extraction solvent and a sample solution in a
ternary solvent system. It was developed by Rezaee and co-workers in 2006 for the
determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in water samples. Until now, for being a
very recent technique it was little explored for the analysis of drugs in biological fluids.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the DLLME as an extraction technique for
oxybutynin (OXY), a drug used to treat urinary incontinence, and N-desethyloxybutynin
(DEO), its main active metabolite in urine samples. The OXY and DEQO’s analysis was
performed by capillary electrophoresis (CE) using a 50 um ID fused-silica capillary with an
effective length of 36.5 cm with a photodiode array detector set at 204 nm. It made use of
triethylamine 50 mmol/L pH 3 as background electrolyte, voltage of +30 kV and temperature
of 30°C. Under these conditions the migration time were 7.12 minutes for DEO and 7.42
minutes for OXY, with a resolution of 3.1. The sample preparation procedure was based on
DLLME and used 5 mL of urine samples whichionic strength was increased by the addition
of 2.5% NaCland pH were adjusted to 11. The extraction mixture consisted of 140 uL of
carbon tetrachloride (extraction solvent) and 260 uL of acetonitrile (disperser solvent), which
remained in contact with the sample for two minutes. The analytical performance’s evaluation
presented linear range of 90-300 ng/mL for OXY and 187.5-750ng/mL for DEO. The absolute
recovery were 71.4 and 60.9% and the limit of quantification were 90.0 and 187.5 ng/mL for
OXY and DEO, respectively. The accuracy and precision studies showed coefficients of
variation and errors below 15% and the samples were stable at stability studies. Therefore, it
was possible to develop a fast, reliable and easy method to analyze and quantify OXY and
DEO in urine samples by CE, using DLLME as a sample preparation technique.

Keywords: capillary electrophoresis, dispersive liquid-liquid microextraction, oxybutynin, N-
desethyloxybutynin, urine.
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1.1. Eletroforese capilar

Técnicas que empregam a eletromigracdo em capilares t€m se tornados populares na
area da quimica analitica, especialmente no campo da bioandlise (SILVA, et al., 2007). Entre
elas podem ser citadas: a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC - “micellar
electrokinetic = chromatography”), a isotacoforese capilar (CITP - ‘“capillary
isotachophoresis™), a eletrocromatografia capilar (CEC - “capillary electrochromatography”),
a eletroforese capilar em gel (CGE - “capillary gel electrophoresis™), a focalizag¢do isoelétrica
capilar (CIEF - “capillary isoelectric focusing”) e a eletroforese capilar (CE — “capillary
electrophoresis”) (NATISHAN, 2005; SILVA, et al., 2007).

Devido a sua versatilidade analitica estas técnicas sdo aplicadas com sucesso para a
separacdo de pequenos ions, moléculas neutras, biomoléculas, compostos quirais e estudos de
parametros fisico-quimicos (ASSUNCAO et al., 2008; ISSAQ, 2000; SILVA, et al., 2007).
Também sao empregadas como técnicas alternativas e complementares a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — “high performance liquid chromatography’’) em andlises de
rotina (MAYER, 2001; NATISHAN, 2005).

As técnicas de eletromigracdo apresentam alta resolugdo e eficiéncia de separacio,
parametros importantes para técnicas de separacao, principalmente para a andlise de farmacos
em amostras biologicas (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010). Além disso, possuem
outras vantagens como baixo custo operacional, uso de pequenas quantidades de amostra,
rapidez das andlises, assim como producao de quantidades minimas de residuos, geralmente
aquosos (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; ISSAQ, 2000; JAGER; TAVARES,
2001; SKOOG et al., 2008). Estas técnicas podem ser combinadas a vdrios sistemas de
deteccao (ANASTOS; BARNETT; LEWIS, 2005; BOONE et al., 1999; WEINBERGER,
2000) como os fotodetectores (baseados na absor¢do na regido do ultravioleta/visivel ou na
fluorescéncia), os espectrometros de massas e os detectores amperométricos (SKOOG et al.,
2008; TAVARES, 1996). As desvantagens destas técnicas sdo: menor robustez quando
comparadas ao HPLC e baixa detectabilidade se a deteccdo for feita por ultravioleta em
decorréncia do pequeno caminho 6ptico fornecido pelo capilar e da pequena quantidade de
amostra que pode ser injetada (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; BOONE et al.,
1999; NATISHAN, 2005; QUIRINO; TERABE, 2000).
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A CE também conhecida como eletroforese capilar em solugdo livre (FSCE, “free
solution capillary electrophoresis”) foi desenvolvida por Mikkers, Jorgenson e Tsuda por
volta de 1980 (BOONE et al., 1999; ISSAQ, 2000) e é uma das técnicas de eletromigracio
mais empregadas na pratica (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; BOONE et al., 1999;
NATISHAN, 2005; TAVARES, 1997; ZHU; HU; LIU, 2006). Baseia-se na migracao
diferenciada de compostos 10nicos ou ionizdveis sob influéncia de um campo elétrico
(BOONE et al., 1999; SKOOG, 2002).

Um esquema tipico de um sistema de CE é mostrado na Figura 1. Os principais
componentes sdo: uma fonte de alta tensdo, eletrodos de platina, um capilar, um sistema de
deteccao conectado a um sistema de aquisi¢do de dados, um sistema de introducdo de amostra
e dois reservatorios contendo solucdo de eletrdlitos (BGE - “background electrolyte™)

(BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005).

Sistema de aquisi¢io
de dados

Anodo

Capilar

e
Amostra

Solugdo de eletrolitos

/

Figura 1 - Esquema do equipamento de eletroforese capilar (BONATO; JABOR; de GAITANI,
2005).

O capilar de CE é normalmente de silica fundida (FEKETE; SCHMITT-KOPPLIN,
2007; TAVARES, 1996; WEINBERGER, 2000), material constituido de polimeros
reticulados de didxido de silicio (WEINBERGER, 2000) e € revestido por uma fina camada
de poliimida, que permite a flexibilidade do mesmo (RIGHETTI et al., 2004). As dimensdes
variam de 25-100 pm de diametro interno e 20-100 cm de comprimento total (BOONE et al.,
1999; FEKETE; SCHMITT-KOPPLIN, 2007), podendo o preenchimento ser realizado com
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solucdes cujas concentracdes variam de 5-200 mmol/L e com intervalo de pH de 2 a 11
(TAVARES, 1997).

Para cada anélise, o tubo capilar é preenchido com uma solucdo de BGE conveniente,
geralmente uma solucdo tampao aquosa. A solu¢do da amostra é injetada pela extremidade
frontal do capilar, usualmente o anodo, por substituicio de um dos reservatorios da solucao de
BGE por outro que contém a amostra (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005). O volume
injetado € da ordem de nanolitros (ASSUN(;AO et al., 2008; BONATO; JABOR; de
GAITANI, 2005; FEKETE; SCHMITT-KOPPLIN, 2007; SKOOG et al., 2008).

A injecdo da amostra pode ser feita de trés formas: injecdo hidrodindmica, por
sifonagem e eletrocinética. A injecdo hidrodindmica é realizada aplicando-se pressdo no
reservatorio contendo a amostra ou pela aplica¢do de vacuo no reservatorio contendo solugao
de BGE na outra extremidade do capilar. A injecdo por sifonagem € feita por deslocamento de
liquido devido a diferenca de altura dos reservatérios de amostra e de BGE e a injecdo
eletrocinética é realizada pela aplicacdo de um potencial, geralmente entre 5 e 15 kV, por
alguns segundos. O ultimo tipo de injecdo apresentado é discriminatério, j4 que a amostra
injetada dependerd da relacdo carga/massa dos solutos presentes, € € menos preciso e robusto
de que a injecdo hidrodindmica, na qual ocorre uma simples transferéncia de volume
(MAYER, 2001; TAVARES, 1996). Para amostras biologicas como plasma e urina que
variam em composi¢do e condutividade, o modo de injecdo hidrodindmico € o mais indicado
(BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; MAYER, 2001).

Ap6s a introdugdo da amostra, as extremidades do capilar e os eletrodos conectados a
fonte de alta tensdo sdo imersos novamente nos dois reservatdrios contendo solugdo de BGEs
para completar o contato elétrico (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005; TAVARES,
1996). Um dos eletrodos € conectado a um cabo condutor da fonte enquanto o outro eletrodo é
conectado a um fio terra, o que resulta na obten¢do de um anodo (+) e um cétodo (-),
respectivamente (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005).

A aplicacdo de potencial elétrico através do capilar permite, entdo, a ocorréncia de
movimentos eletroforéticos e eletrosméticos. A detec¢do dos compostos separados € realizada
na extremidade terminal do capilar (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005; TAVARES,
1996).
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1.2. Principio da técnica de separacao

Basicamente, a seletividade em CE é obtida pela diferenca de mobilidade entre os
analitos, que € dependente da carga (q) e do tamanho de cada analito (r = raio do ion) e da
viscosidade do meio (1) (BOER et al., 1999). A mobilidade eletroforética (LE) € inerente a
espécie i0nica, logo, cdtions migram em direcio ao citodo e os dnions migram em dire¢do ao
anodo e quanto maior a carga € menor o tamanho do fon, maior é a mobilidade (BONATO;
JABOR; de GAITANI, 2005), que pode ser expressa pela Equacdo 1. Portanto, quando se
separa uma mistura de ions de diferentes cargas e tamanhos, os menores e mais carregados

serdo detectados primeiro (ALTRIA, 1996; GRAEF, 2007).

Equacdo 1: UE = 1
6 Tnr

Outro fator que contribui para a separagcdo, além da mobilidade eletroforética, é o
fluxo eletrosmédtico (EOF — “electroosmotic flow”). O EOF é uma das mais distintas
propriedades das técnicas de eletromigracdo e caracteriza a maior vantagem destas técnicas
em relacdo a técnica de HPLC (SILVA et al., 2007). Em cromatografia liquida, devido ao uso
de bombas, o fluxo hidrodinamico apresenta um perfil parabdlico ou laminar, ocasionando um
alargamento das bandas. J4 em técnicas de eletromigracdo, o perfil do EOF ¢é plano,
resultando em uma velocidade uniforme dos analitos através do capilar, o que causa menor
dispersdo da amostra e, portanto, maior eficiéncia, como mostra a Figura 2 (HARRIS, 2008;

KUHN; HOFFSTETTER-KUHN, 1993; SILVA et al., 2007).
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Figura 2 - Comparacdo entre as técnicas de HPLC e de eletromigracdo, como, por exemplo a CE. Em
A: diferenca entre os perfis dos fluxos e em B: comparacio entre as eficiéncias(adaptado de HARRIS,

2008; HARVEY, 2000).

O EOF ¢ proporcional ao potencial zeta (¢ ) e dependente da constitui¢io quimica,

viscosidade (1) e constante dielétrica (¢) da solucio de BGE (FEKETE; SCHMITT-
KOPPLIN, 2007), como pode ser observado pela Equacao 2, da mobilidade eletrosmética .

G

Equagdo 2: HEO ——

41

O potencial zeta € definido como o potencial desenvolvido no plano de cisalhamento
que € a distancia na qual uma fracdo da camada difusa consegue escapar das forcas de atragcdo
da superficie e € bastante elevado em meio basico, decrescendo rapidamente entre pH 8,0 e
4,0 e praticamente estabilizando em meio adcido (TAVARES, 1996).

Em valores de pH acima de quatro, ocorre a ionizacdo dos grupos silandis dcidos
(SiOH) da parede interna do capilar (TAVARES, 1996). Estes grupos silandis dissociados
(S10°) atraem cations (contra ions) para a regido imediatamente adjacente a sua superficie,
formando a camada rigida ou fixa. A concentracdo de contra fons decresce com a distancia e,
eventualmente, aproxima-se do valor da concentragdo dos ions na solu¢cdo formando a camada
difusa (Figura 3). Quando um campo elétrico € disposto tangencialmente a superficie, forgas
elétricas atuam na camada difusa, causando o movimento unilateral de fons em direcdo ao

eletrodo de carga oposta. Estes fons durante a migracdo arrastam o solvente com eles,



1. INTRODUCAO 7

induzindo um fluxo de solu¢dio como um todo, conhecido como EOF(HARRIS, 2008;

SKOOG et al., 2008; TAVARES, 1996).

© ® = 2 o
® & )
® @ S © ® @ _
® ) Seio da
© o @ @ e @ solugdo
= S ©
= SRR ® ® o
Dupla Oe @ ~ ®0e 9 o ® © ® @ @® Camada difusa

camada

elétrica (éj (? @Q (—? (56 @ % @ Camada rigida

Parede do capllar

* - Direc¢ao do fluxo eletrosmoético — —> i
Anodo Catodo

Figura 3 - Esquema representandoa origem do fluxo eletrosmético (adaptado de HARVEY, 2000).

O tempo de migragdo total de um analito estd, portanto, relacionado a sua mobilidade
eletroforética (UE) e a mobilidade eletrosmética (WUEO), promovida pelo EOF (Figura 4). O
termo mobilidade aparente (uA), € medido a partir do tempo de migracdo (Ty,) e corresponde
a soma de pE e pEO (Equagdo 3), que podem ter sinais opostos (HARRIS, 2008;
WEINGERBER, 2000), sendo que para solutos neutros uE é igual a zero e para solutos

carregados negativamente, L E tem sinal negativo.

Equacdo 3: MA =puE +pEO=(1L/T, V)

na qual: 1= comprimento efetivo do capilar - distincia até o detector (cm),
V = tensdo aplicada (kV),
L = comprimento total do capilar (cm).
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Injecao L} Deteccgao
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Figura 4 — Representacdo da migracdo dos analitos em FSCE (adaptado de Laboratoire Suisse
d’analyse du Dopage).

1.3. Sindrome da bexiga hiperativa - Incontinéncia urinaria

A bexiga hiperativa € uma sindrome caracterizada por urgéncia urindria com ou sem
incontinéncia urindria, com aumento da frequéncia de miccdo e noctiria (ABRAMS;
ANDERSSON, 2007; ERDEM; CHU, 2006; GULUR; DRAKE, 2010). Seus sintomas sao
frequentemente associados a hiperatividade do musculo detrusor, quando este se contrai
inapropriadamente durante o periodo de enchimento da bexiga (GUAY, 2003). O resultado é
a incontinéncia urindria, definida como condi¢ao de perda involuntéria de urina e aumento da
frequéncia e urgéncia em urinar, que afeta aproximadamente 20-33% dos adultos e 55% dos
idosos nos Estados Unidos, trazendo grande impacto fisico e mental sobre a qualidade de vida
(ARISCO; BRANTLY; KRAUS, 2009; ERDEM; CHU, 2006; GULUR; DRAKE, 2010;
MACDIARMID, 2007).

A acetilcolina € o neurotransmissor responsavel pela contracdo do musculo detrusor
humano e os farmacos antimuscarinicos exercem seu efeito por inibir a ligacdo da acetilcolina
aos receptores M, e M3 das células musculares lisas do musculo detrusor ou da parede da
bexiga (ABRAMS; ANDERSSON, 2007; ERDEM; CHU, 2006), reduzindo assim, a
atividade muscular espontinea durante a fase de enchimento da bexiga, com consequente
diminui¢cdo da frequéncia urindria e da intensidade de contragdo do miusculo detrusor
(ABRAMS; ANDERSSON, 2007; OKI; OKURA; YAMADA, 2005), sendo que outros
mecanismos adicionais também podem estar envolvidos (ABRAMS; ANDERSSON, 2007).
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Atualmente existem seis farmacos antimuscarinicos comercializados mundialmente
para o tratamento da bexiga hiperativa, como indicado na Figura 5: oxibutinina, tolterodina,
propiverina, trospium, darifenacina e solifenacina, que reduzem os principais sintomas em 65-
75% dos casos (ABRAMS; ANDERSSON, 2007, MACDIARMID, 2007; MICHEL;
HEDGE, 2006; NOVARA et al., 2008) e que diferem estruturalmente, possuindo seletividade
e perfis farmacocinéticos diferentes (ABRAMS; ANDERSSON, 2007; ARISCO;
BRANTLY; KRAUS, 2009). Por muito tempo a oxibutinina tem sido o tratamento de
primeira escolha para a hiperatividade do musculo detrusor (ANDERSSON; CHAPPLE,
2001; KONTANI et al., 2006) e a unica destes farmacos que também € comercializada na

forma de adesivos transdérmicos (NOVARA et al., 2008).

2, oY
O ”/40:2’,@ /%% \ONK

Solifenacina Propiverina

O

P W o
O/\/ T~ OHO\%A,L/\ O HN{L

Acetilcolina © V\@c}

Oxibutinina Darifenacina
OH e Q ° O
=N OH
o L po
o J
Tolterodina Trospium

Figura 5 -Estrutura quimica da acetilcolina e dos antagonistas muscarinicos utilizados para o
tratamento da sindrome da bexiga hiperativa (adaptado de ABRAMS; ANDERSSON, 2007).

1.4. Oxibutinina (OXY) e N-desetiloxibutinina (DEQO)

A OXY (CpHj3NOs;) é um farmaco com propriedades antiespasmddicas e
anticolinérgicas,sendo utilizada para o tratamento de incontinéncia urindria devido a bexiga
hiperativa (FONSECA et al., 2008; GIANNINI et al., 2009; GOLDENBERG, 1999; GUAY,
2003; KOLBAH; ZAVITSANOS, 1997; MIYAMOTO et al., 1993; SHIBUKAWA et al.,
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2002b)ou a instabilidade neuropdtica do musculo detrusor (GIANNINI et al., 2009;
MIYAMOTO et al., 1993).

E uma base hidrofébica (SHIBUKAWA et al., 2002b), rapidamente absorvida pelo
trato gastrointestinal (BIRNS et al., 2000; OKI; OKURA; YAMADA, 2005; SATHYAN et
al., 2001) e melhor tolerada quando a dose inicial de administracdo ndo ultrapassa 5 mg, duas
a trés vezes ao dia (GUAY, 2003). Sua estrutura quimica, representada na Figura 6, apresenta
grupos que podem influenciar nos parametros farmacodinadmicos e farmacocinéticos: um
carbono assimétrico, um grupo éster e uma amina terciaria (MIYAMOTO et al., 1994).

O tempo de meia vida da oxibutinina (forma farmacéutica de liberacio
imediata)administrada por via oral é de duas a trés horas em pessoas sauddveis (ABRAMS;
ANDERSSON, 2007; ANDERSSON; CHAPPLE, 2001; BIRNS et al., 2000; REIZ; SALEM;
DARKE, 2007), sendo extensivamente metabolizada pelas enzimas hepdticas do citocromo
P450 (principalmente pelas isoenzimas CYP3A4) a vérios metabdlitos, sendo a DEO seu
principal metabdlito ativo (ABRAMS; ANDERSSON, 2007; FONSECA et al., 2008; GUAY,
2003; MIZUSHIMA et al., 2007a; SHIBUKAWA et al., 2002a) e o acido (2-fenil, 2-cicloexil)
glicélicoseu principal metabdlito inativo (MICHEL; HEDGE, 2006). Tanto o firmaco como o
metabolito ativo ligam-se fortemente as proteinas plasmaticas (mais de 99%) (MIZUSHIMA
et al., 2007a) e competem pelo mesmo sitio de ligacdo da glicoproteina dcida (SHIBUKAWA
et al., 2002a). Menos de 0,1% da dose administrada é eliminada de forma inalterada na urina

(ABRAMS; ANDERSSON, 2007).

OH O/{x OH O/Nﬂx
0 0
OXY DEO

Figura 6 - Estrutura quimica da oxibutinina (OXY) e da N-desetiloxibutinina (DEO) (adaptada de
WAGIEH et al., 2010).

Os efeitos anticolinérgicos (FONSECA et al., 2008; REIZ, 2007) e os perfis de
concentracdo plasmdtica versus tempo da OXY e da DEO sdo parecidos, porém a

concentracdo maxima e a drea sob a curva do metabdlito sdo 10 vezes maiores que a do
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farmaco administrado (KIM; HAN, 2003; REIZ; SALEM; DARKE, 2007; SHIBUKAWA et
al., 2002a).

A OXY e a DEO promovem o relaxamento dos ureteres e da musculatura lisa da
bexiga, levando a reducao da pressao intravesical e da frequéncia de contracdo da musculatura
(COMAR; SUZUKI-KEMMELMEIER; BRACHT, 2003), porém, as atividades
farmacoldgicas ndo sdo restritas ao trato urindrio(bloqueio ndo seletivo dos receptores
muscarinicos)levando a efeitos sist€micos como constipa¢do, sensa¢do de boca seca,
confusdo, visdo turva e taquicardia, que sdo os principais efeitos adversos que contribuempara
a ndo adesiao ao tratamento (ABRAMS; ANDERSSON, 2007; ANDERSSON; CHAPPLE,
2001; ARISCO; BRANTLY; KRAUS, 2009; GUAY, 2003; OKI; OKURA; YAMADA,
2005; SATHYAN et al., 2001; STOHRER et al., 2007). Isso ocorre porque o subtipo M3 do
receptor € expresso predominantemente nas glandulas parétidas e moderadamente na bexiga e
prostata. J4 o subtipo M,, por sua vez, predomina na bexiga, c6lon e coracdo. A OXY tem
maior afinidade pelos receptores M3 e a DEO também contribui para a ocupacdo de longa
duracdo dos receptores muscarinicos da glandula salivar, pois tem maior afinidade por este
tecido do que pela bexiga urindria, logo a dose administrada muitas vezes € ajustada pela
presenca do sintoma de boca seca, presente em cerca de 80% dos pacientes (ARISCO;
BRANTLY; KRAUS, 2009; OKI; OKURA; YAMADA, 2005; SATHYAN et al., 2001;
STOHRER et al., 2007).

Acredita-se também que a administracdo de doses mais altas e consequente aumento
das concentra¢des plasmaticas do metabdlito (Tabela 1) estejam relacionadas com uma
menor tolerabilidade ao tratamento (GUAY, 2003), sendo os efeitos colaterais minimizados
com a administrag¢do transdérmica (ANDERSSON; CHAPPLE, 2001; ERDEM; CHU, 2006;
FONSECA et al., 2008; GUAY, 2003; MIZUSHIMA et al., 2007b) ou com formulacdes orais
de liberagao prolongada (OKI; OKURA; YAMADA, 2005).

Tabela 1 -Concentragdes plasmaticas obtidas no estado de equilibrio antes de nova dose de
administracdo oral de liberacdo imediata

Dose diaria administrada Concentracio plasmatica média (ug/mL)
(0).4% DEO
<10 mg 2,4 2,0
11-15 mg 3,9 3,3

> 20 mg 6,3 5,4
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Em relacdo a suas propriedades fisico-quimicas, pode ser observado na Tabela 2 que
sdo compostos hidrossoliveis quando estdo em baixos valores de pH, por estarem carregados
positivamente devido a presenga de quatro regides aceptoras de hidrogénio em suas estruturas.
Quando ha o aumento do pH, a lipofilicidade aumenta gradativamente, observada pelo alto
valor de Ko/a em valor de pH 10. A degradag¢do quimica da OXY ocorre por clivagem da
ligacdo éster e segue cinética de primeira ordem e seu tempo de meia vida de degradacdo € de
14 minutos calculado em valor de pH 12 (MIYAMOTO et al., 1994).Para condi¢des aquosas
ou de exposi¢do a luz UV-visivel e ao calor nenhuma degradacdo foi observada (PAI,

DUBHASHI, 2010).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas da OXY e da DEO

Propriedades fisico-quimicas 0).:4% DEO

Massa molecular 357,49 329,43
Regides aceptoras de hidrogénio 4 4

Regides doadoras de hidrogénio 1 2

Ko/aa 25°C e pH 10 12900 4210

Log P a25°C 5,049 £ 0,454 4,163 +£ 0,482
Solubilidade em dguaa 25°C e pH 3 12 g/L 8,6 g/L

pKa 11,9540,29 e 8,24+0,25 11,94+0,29 e 7,56+0,10

A andlise de medicamentos em amostras bioldgicas fornece informagdes valiosas
sobre biodisponibilidade, metabolismo, toxicologia, farmacocinética e farmacodinamica
(BOONE et al., 1999; REZAEE et al., 2010). Porém, para a andlise da oxibutinina e de
seumetabolito ativo em material biologico também sdo poucos os trabalhos descritos. Patrick
et al (1989) e Oki,Okura e Yamada (2005) utilizaram cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS -“gas chromatography-mass spectrometry’) para a analise
de OXY em plasma humano e em plasma de ratos, respectivamente. Hughes et al (1992)
utilizaram a cromatografia liquida para andlise da OXY e DEO em plasma humano e
Massoud et al (1999) utilizaram a mesma técnica para andlise da OXY em amostras de
bexiga. Algunstrabalhos também realizaram, por andlise frontal de alta eficiéncia, a
determinacdo da ligagdo da OXY e da DEO as proteinas plasméticas (SHIBUKAWA et al.,
2002a; SHIBUKAWA et al., 2002b). Para o preparo das amostras véarios dos métodos
descritos na Tabela 3 utilizaram a extragdo liquido-liquido (LLE - “liquid liquid extraction”)

para a extracdo da OXY e da DEO.
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Tabela 3- Métodos descritos na literatura para separagdo e quantificacdo da OXY e da DEO em
matrizes bioldgicas

Composto Técnica de  Técnica de separacao/Coluna e fase
Amostra

quantificado extraciio mével utilizada LIQ Referéncia

HPLC - Coluna Chiralpak AD/

Enantiomeros Plasma LPME hexano:isopropanol:etanol (95:4:1 250~ FONSECAetal,
OXY e DEO SO ng/mL 2008
v/v/v)+dietilamina 0,3%
Enantidmeros LC -MS/MS- Coluna Chiralpak AD/ KOLBAH;
Plasma LLE hexano:isopropanol:dietilamina(90:10:0,1 - ZAVITSANOS,
OXY e DEO
v/Iviv) 1997
Enantidmeros LC-MS{MS - Coluna Atlantis dC18/ 02 MIZUSHIMA
OXY ¢ DEO Plasma SPE metanol:dgua (75:25 v/v) + 10 mmol/L no/mL
de acetato de amOnio & etal., 2007a
Amostras HPLC- Coluna Ultrasphere ODS/ 5 MASSOUD et al.,

0).:4°¢ . LLE acetonitrila - dgua - acetato de amonio

de bexiga Imol/L (85:13:2, vAV/v) ng/mL 1999

HPLC - Coluna Techsil 5 pm CN /

OXY ¢ DEO Plasma LLE tampao fosfato 0,02 mol/L pH 6,2:
metanol (60:40 v/v)

HUGHES et al.,
1992

LC-MS/MS- Coluna C18 X Terra/ 90% 0,1

OXY ¢ DEO Plasma LLE KIM; HAN, 2003
metanol ng/mL
LC- MS/MS- Coluna RP 18/ Sem 0,5 KONTANI et al.,
OXY eDEO  Plasma SPE informacdes de fase mével ng/mL 2006
OXY eDEO  Plasma LLE CG-MS / Hélio OKI; OKURA;

YAMADA, 2005

LIQ - limite inferior de quantificacdo

LC-MS/MS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (“liquid chromatography - mass
spectrometry/ mass spectrometry’’)

LPME - microextragdo em fase liquida (LPME — “liquid phase microextraction™)

SPME - microextracdo em fase sélida(SPME — “solid phase microextraction™)

SPE - extracdo em fase sélida (SPE — “solid phase extraction”)

Em relacdo a andlise da OXY em formulacdes farmacéuticas, poucos trabalhos sdo
descritos na literatura e fazem uso principalmente da cromatografia liquida (PAI,;

DUBHASHI, 2010, TANG et al., 2011) como apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Métodos descritos na literatura para separagdo e quantificagdo da OXY e da DEO em
formulacdes farmacéuticas

Comp f)sto Técnica de separacio Comprimento de Referéncia
quantificado onda
HPLC - Coluna Zorbax SB-Cyano/ tampao )
OXY e impurezas aquoso trietilamina 0,2%: acetonitrila (49:51 205 nm PAL DUBHASHL,
2010
v/v) pH 6,3
OXY e impurezas CE/ MEECK - HP-B-CD 195 nm GIANNINI et al.,
2009
Enantiomeros da  HLPC - Coluna Diamonsil C18/ acetonitrila: 223 nm TANG et al., 2011

0).4'4 tampdo fosfato 0,03 mol/L pH 4,0 (20:80
v/v),+ 0,06 mol/L HP-B-CD
HP-B-CD - hidroxipropil-beta-ciclodextrina
MEECK - cromatografia eletrocinética capilar em microemulsio

1.5. Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME - “dispersive liquid-
liquid microextraction”)

A preparacao da amostra é uma etapa de extrema importancia para a obtencdo de
resultados sensiveis e exatos (ZANG et al., 2009) e seu principal objetivo consiste em extrair
e concentrar o analito de interesse enquanto o torna compativel com o sistema analitico a ser
utilizado (REZAEE et al., 2006; REZAEE; YAMINI; FARAIJIL 2010).

Virias sdo as técnicas utilizadas para o procedimento de preparagdo da amostra, dentre
elas destaca-se a LLE, que € uma das mais antigas técnicas de extragdo e € amplamente aceita.
Sua desvantagem consisteno uso de altas quantidades de solvente orginico € no tempo
necessario para execug¢do. Também sdo utilizadas a extracdo por fluido supercritico (SFE -
“supercritical fluid extraction”) e a SPE, que utilizam volumes bem menores de solvente, no
entanto, sao relativamente caras (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; REZAEE et al., 2006).

Na ultima década, esfor¢os foram realizados visando o desenvolvimento de técnicas de
preparo de amostra eficientes, rapidas e econdmicas (REZAEE; YAMINI; FARAIJIL 2010). A
miniaturizacdo das técnicas ja existentes alcancou esses objetivos (OJEDA; ROJAS, 2009;
REZAEE; YAMINI; FARAJIL 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD,2008). Dentre as
técnicas desenvolvidas destacam-se: a SPME primeiramente citada por Arthur e Pawliszyn, a
LPMEdesenvolvida por Jeannot e Cantwell e a microextracdo em gota suspensa (SDME -
“single drop microextraction”) (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; MORADI; YAMINTI;
BAHERI, 2011; REZAEE et al., 2006).
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Tendo em vista a necessidade de técnicas mais eficazes para a andlise ambiental,
Rezaeeet al. desenvolveram, em 2006, a DLLME e a utilizaram para a determinacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em amostras de dgua.

Esta técnica consiste no equilibrio de distribuicdo do analito entre as fases doadora
(amostra) e aceptora(solvente organico) e € ideal para a extracdo de compostos com
propriedades lipofilicas moderadas a altas (Ko/a>500) ou que possam ter seu coeficiente de
distribuicao (log D) alterado pelo controle do pH (analitos 4cidos ou bdsicos) (ZANG et al.,
2009).

A razdo entre o volume de fase aceptora(solvente extrator)e de fase doadora (amostra
aquosa) que € da ordem de microlitros e mililitros, respectivamente, € muito baixa se
comparada a outras técnicas (OJEDA; ROJAS, 2009), o que permite altos valores de fator de
enriquecimento (EF — “enrichment factor”) e o estado de equilibrio é alcancado rapidamente
devido a utilizacdo de um sistema ternério de solventes (amostra aquosa, solvente dispersor e
solvente extrator), tornando a extracao independente do tempo (HUO et al., 2011; LIANG;
SANG, 2008; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009).

O solvente dispersor tem como principal caracteristica ser solivel tanto na fase
doadora quanto na fase aceptora, o que permite a dispersdao do solvente extrator em particulas
finas na fase aquosa, de modo que a area superficial do solvente extrator em contato com a
amostra contendo o analito seja infinitamente grande e promova o aumento da eficiéncia de
extracdo. Os solventes dispersores comumente utilizados sdo: metanol, etanol, acetonitrila,
acetona e tetraidrofurano (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al., 2008;
YAN et al., 2011; ZANG et al., 2009).

O solvente extrator, por sua vez, deve satisfazer as seguintes condi¢des: ter maior
densidade que a dgua, ndo ser solivel nesta e ser capaz de extrair o composto de interesse. Os
mais utilizados como solventes extratores sdo os hidrocarbonetos halogenados como
cloroférmio, diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno (HUO,
2011; LIANG; SANG, 2008; LILI et al., 2010; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009).
Outros solventes ndo halogenados também podem ser usados como I-undecanol, 1-
dodecanol, 2-dodecanol e n-hexadecano (OJEDA; ROJAS, 2009).

A Figura 7 mostra o sistema terndrio de solventes, no qual o solvente extrator e o
solvente dispersor sdo rapidamente injetados na amostra aquosa com uma seringa (A). A
injecdo da mistura forma uma solucdo turva (B). Apds a centrifugacdo, as goticulas do

solvente extrator se depositam no fundo do tubo de fundo conico (C) e sdo retiradas com uma
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microseringa para posterior andlise (D) (FARAJZADEH; DJOZAN; BAKHTIYARI, 2010;
KOCUROVA et al., 2012;:REZAEE et al., 2006; ZANG et al., 2009).

Injecio da Remogdo
solugdo solvente do zalvernte
extrator/zolvente extrator
di:‘.}#.*rﬁtrr

—
Formagio |.
dasolugio |- Centrifugagén\./ Goticulas
turva do solvente
g extrator
(A) (B) (©) (D)

Figura 7 - Procedimento da microextracdo liquido-liquido dispersiva (adaptado de ZGOLA-
GRZES’KOWIAK; GRZES'KOWIAK, 2011).

O fator de enriquecimento pode ser obtido pela utilizacdo da Equacao 4 (BERIJANI et
al., 2006).

EF = Vagx R

Equagdo 4: Vsed x 100

na qual: R = Recuperac¢do do analito,
Vaq = volume da fase doadora
Vsed = volume da fase aceptora sedimentada

Alguns fatores podem afetar a eficiéncia desta microextracdo: o solvente extrator e
dispersor escolhido, o volume de solvente extrator e dispersor utilizado, a temperatura, o pH
da amostra e a adicdo de sais (BERIJANI et al., 2006;CALDAS; COSTA; PRIMEL,
2010;HUO et al., 2011; REZAEE et al., 2006; ZANG et al., 2009).

As vantagens desta técnica incluem pequeno tempo de extracdo, simplicidade de
operagdo, rapidez, baixo custo, alta recuperacdo do analito, alto fator de enriquecimento e

baixo impacto ecoldgico, ja que as quantidades de solventes utilizados sdo muito pequenas
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(OJEDA; ROJAS, 2009; REZAEE; YAMINI; FARAJIL, 2010; YAZDI; RAZAVI;
YAZDINEJAD, 2008; ZANG et al., 2009).

As desvantagens da técnica sdo: todo o processo de extracdo € manual e a
centrifugacdo limita o volume de amostra a ser utilizado e € a etapa que demanda a maior
quantidade de tempo no processo (BERIJANI et al., 2006; KOCUROVA et al., 2012:
LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al., 2008; ZAREIL; GHOLAMIAN, 2011).

A utilizacdo da técnica é mais difundida para o preparo de amostras em matrizes
simples como amostras de dgua(Figura 8), mas, para matrizes complexas como as bioldgicas,
entre elas, a urina (Figura 9),ainda encontra-se em estdgio inicial (SHAMSIPUR; FATTAHI,
2011) apesar de apresentar boa perspectiva para uso (CHEN et al., 2011).

m2006 m2007 =2008 =m2009 m2010 =2011 ®=mai/l2

129

DLLME DLLME em amostras aquosas

Figura 8 - Publicacdes da DLLME encontradas desde a criagdo da técnica por busca realizada na
plataforma de pesquisaWeb of Knowledge.

7z

Portanto, é necessdrio explorar a técnica para a extracdo em matrizes bioldgicas e
buscar a associagcdo desta técnica de extracdo com outras técnicas analiticas (ZANG et al.,
2009). Trabalhos descritos na literatura mostram a associagdo de DLLME com GC
(BERIJANT et al., 2006; OJEDA; ROJAS, 2009), espectrometria de absor¢do atomica (AAS —
“atomic absorption spectrometry”) (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010) e HPLC
(MASHAYEKHI et al., 2010; XIONG et al., 2009), todavia, até o momento, poucos trabalhos
sdo descritos(trés) utilizando a DLLME com a CE, como representado na Figura 9 e nenhum

deles utiliza amostras bioldgicas. Logo, o presente trabalho apresenta-se como uma inovagao
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analitica pela utilizacdo da DLLME para a extracdo da OXY e da DEO de amostras de urina,

tendo como técnica de analise a CE.

m DLLME/CE = DLLME/Urina

8

2008
2009 2010

2011

mai/12

Figura 9 - Publica¢des da DLLME envolvendo CE e amostra bioldgica (urina) encontradas por busca
realizada na plataforma de pesquisa Web of Knowledge.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a DLLME, como técnica de preparo da amostra,
para andlise da OXY e DEO em urina por eletroforese capilar. Para isto, foram realizadas as

seguintes etapas:

a) Otimizar as condi¢des para anélise da OXY e da DEO por CE.

b) Avaliar a DLLME para a extracio da OXY e DEO em urina otimizando os
seguintes parametros: tipo e volume de solvente dispersor, tipo e volume de solvente extrator,

tempo de extracdo, forca idnica e pH da amostra.

¢) Validar o método desenvolvido quanto aos parametros: linearidade, limite de

quantificacdo, exatidao, precisdo, robustez, recuperacao, estabilidade e seletividade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Analise da OXY e da DEO por CE

3.1.1. Equipamentos

As andlises da OXY e da DEO foram realizadas em um equipamento de eletroforese
capilar da marca Agilent Technologies (Waldbroonn, Alemanha), modelo G1600A,
consistindo de amostrador automatico, um detector de arranjo de diodos, um sistema de
controle de temperatura (4-60°C), e uma fonte de tensdo (0-30 kV). O software CE
ChemStation foi usado para aquisicao e analise dos dados.

Os componentes empregados no preparo das solucdes padrdo foram pesados em
balanca analitica Sartorius, modelo CP225D (Goettingen, Alemanha). Também foi utilizado
um peagametro da marca Thermo Orion 420 A+ (Waltham, Estados Unidos) para ajuste do
pH do BGE e para a degaseificagdo das solucdes utilizadas na andlise eletroforética foi
empregado o aparelho de ultrassom Maxiclean modelo 1450, marca Unique (Indaiatuba,

Brasil).

3.1.2. Reagentes e solventes

Todos os reagentes utilizados no preparo dos BGEs foram de grau analitico. O acetato
de sddio foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha), o dcido fosférico foi obtido da Synth
(Sao Paulo, Brasil), o borato de sédio, o fosfato de sédio, o Tris (2-amino 2-hidroximetil
propano 1,3-diol) e a trietilamina (TEA) foram obtidos da J.T. Baker (Phillipsburg, Estados
Unidos).

A dgua utilizada no preparo dos BGEs e na lavagem do capilar foi dgua ultrapura
obtida por sistema Milli Q - Millipore Corporation (Bedford, Estados Unidos). O hidréxido de
s6dio (NaOH) utilizado para condicionamento do capilar e lavagem entre as corridas foi
obtido de Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O metanol grau cromatografico utilizado no preparo
das solug¢des padrao do farmaco e metabdlito foram obtidos da J.T. Baker (Philipsburg,
Estados Unidos).

As solucdes usadas no equipamento de CE foram filtradas em filtro Millex — HV com
poros de 0,45 um, obtidos da Millipore (Bedford, Estados Unidos) e levadas ao ultrassom,

para eliminagdo de bolhas dissolvidas no meio.



3. MATERIAL E METODOS 23

3.1.3. Capilar

O capilar de silica fundida revestido externamente por uma camada de poliimida foi
adquirido em rolos de 25 m da empresa Microsolv (Eatontown, Estados Unidos). Em todas as
andlises realizadas foi empregado um capilar preparado no laboratério, com 50 um de
diametro interno e 45 cm de comprimento total (36,5 cm de comprimento efetivo - distancia
entre a extremidade de injecdo da amostra e a janela de detec¢do). O capilar foi dimensionado
com o auxilio de uma lamina especifica para corte da marca Agilent (Waldbroonn,
Alemanha), que permite corte homogéneo sem danificar as extremidades. A janela 6ptica de
deteccao foi feita pela remocdo do revestimento de poliimida a 8,5 cm de uma das
extremidades do capilar, através da aplicacdo de calor. A poliimida queimada foi removida

com o auxilio de algoddo embebido em acetona.

3.1.4. Solugoes padrao

As solugdes estoque (Img/mL) de OXY e DEO (gentilmente cedidos por Orgamol -
Suica, Franga e por Watson Laboratories - Corona, Estados Unidos, respectivamente) foram
preparadas em metanol, e armazenadas em freezer (-20°C) em frascos ambar. As solucdes de
trabalho foram preparadas a partir das solugdes estoque, em metanol, nas concentracdes de
50; 25; 15; 10; 5; 2,5 e 1 pg/mL de OXY e DEO.

A lidocaina, utilizada como padrdo interno (IS — “internal standard”), foi obtida da
Sigma Aldrich (St Louis, Estados Unidos) e preparada em metanol na concentragao de

10ug/mL.

3.1.5. Otimizacao das condicoes de analise

Para a otimizacdo das condi¢des de andlise, 100 puL da solugdo padrio de OXY e de
DEO, na concentracdo de 5 ug/mL,foram transferidos para tubos cdnicos. O solvente foi
evaporado sob fluxo de ar comprimido e os residuos foram dissolvidos em 100 uL de dgua
ultrapura.

Os BGEs foram preparados pesando-se ou pipetando-se quantidades adequadas dos
reagentes, dissolvendo-os em &dgua ultrapura e ajustando-os ao pH requerido com &4cido
(solugdo de acido fosfoérico 1,5 mol/L) ou a base (solucdo de NaOH 0,1mol/L), antes de
completar até o volume final.

Foram avaliadas vdarias composi¢des de BGEs,utilizando diferentes condi¢des de
andlise, como descrito na Tabela 5. A deteccdo foi monitorada em comprimento de onda de

204 nm, que ¢é a regido do espectro que a OXY e a DEO apresentam maior absorcdo. Além
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disso, baixos comprimentos de onda, proximos a 200 nm aumentam a detectabilidade em CE

(BONATO; de GAITANI; JABOR, 2009).

Tabela 5 - Condicdes avaliadas durante a otimiza¢do do método para andlise da OXY e da DEO por
CE

Eletrdlito de corrida Concentraciao pH Tensao Temperatura (°C)
(mmol/L) (kV)
Fosfato de sédio 50 3-7 7-10 25
Borato de sddio 50 3 15-20 25
Tris 50 3 7-25 25
TEA 50 3 30 25

Injecdo hidrodinamica: 50 mbar por 10 ou 20s, polaridade positiva.

Ap6s defini¢do do BGE de TEA em pH dacido, no valor de trés, foram otimizadas a

concentracdo do BGEe atemperatura de andlise, como ilustrado pela Tabela 6.

Tabela 6 - Condi¢des avaliadas durante a otimizagdo do método para andlise da OXY e da DEO por
CEutilizando TEA pH 3 como BGE

Concentracao(mmol/L) 15, 25, 50, 75 ¢ 100

Temperatura(°C) 10, 20, 30, 40 e 50
Injecdo hidrodinamica: 50 mbar por 10 ou 20s, polaridade positiva.

3.1.6. Selecido do padrao interno

Para melhorar a precis@o e corrigir erros por variacdes de volumes de injecdo, tensdo e
perdas relacionadas aevaporagdo do solvente (MAYER, 2001) epor manipulagdes da amostra
como,por exemplo, a extracio (CASSIANO et al., 2009) foi avaliada a adicdo de ISna
andlise da OXY e da DEO. Para isso, foram testados compostos com valores de pKa
proximos aos dos compostos de interesse e com log P maior que dois, como a amiodarona, o

haloperidol, a lidocaina e a risperidona.
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3.2. Desenvolvimento do método para analise da OXY e da DEO em urina

por DLLME

3.2.1. Equipamentos

Para a etapa de extragdo foram utilizados:banho-maria Fanem modelo 1102 (Sao
Paulo, Brasil); agitador de tubos da marca Phoenix, modelo AP 56 (Araraquara, Brasil) e
centrifuga Fanem Excelsa Baby I modelo 206 (Guarulhos, Brasil). Além disso, para a andlise

da OXY e da DEO foram utilizados 0os mesmos equipamentos descritos no item 3.1.1.

3.2.2. Reagentes e solventes

Para o procedimento de extracdo foram utilizados os seguintes solventes: diclorometano
(CCl,H,), tetracloroetileno (C,Cly), clorobenzeno (C¢HsCl) e dissulfeto de carbono (CS,) obtidos
da Merck (Darmstadt, Alemanha), tetracloreto de carbono (CCly) adquirido da Synth (Sao Paulo,
Brasil), etanol anidro (C,H¢O), metanol (CH4O) e acetonitrila (CoH3N) obtidos da J.T. Baker
(Philipsburg, Estados Unidos), acetato de hexila (CsH;60;) obtido da Sigma Aldrich (St Louis,
Estados Unidos) e acetona (C3HeO) e cloroférmio (CCl3H) obtidos da Mallinckrodt (Philipsburg,
Estados Unidos).O sal cloreto de sédio foi adquirido da marca Merck(Darmstadt, Alemanha).

Também foram utilizados os reagentes e solventes descritos no item 3.1.2.

3.2.3. Amostra biolégica

A urina foi obtida de voluntérios sadios que ndo fazem uso de nenhum medicamento.
A coleta foi realizada no periodo da manha, apds aproximadamente oito horas sem urinar e o
material foi congelado em freezer a -20°C até sua utilizacdo. O projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa, Protocolo CEP/FCFRP n° 205 (Anexo A).

3.2.4. Procedimento de preparo da amostra por DLLME

Devido as baixas concentracdes de analitos e a complexidade das matrizes bioldgicas, o pré-
tratamento da amostra é usualmente requerido antes da andlise instrumental (CHEN et al., 2011).

A DLLME apresenta varios parametros que podem influenciar na eficiéncia da
extragdo, entre os quais se encontram: as caracteristicas € o volume dos solventes extratores e
dispersores, a pH da amostra e a forca i6nica da solucdo (MENG et al., 2011; SARAIJI,;
BOROUIJENI; BIDGOLI, 2011).

Assim, para otimizar as condi¢des de extracdo, ensaios foram realizados em triplicata

(n = 3), de acordo com as etapas descritas na Figura 10. O preparo da amostra foi realizado
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pelo descongelamento das amostras de urina e centrifugacdo a 1092 g por dez minutos com
posterior filtracdo do sobrenadante em membrana de acetato de celulose (0,45 um) para
remog¢do de materiais particulados como carbamida e 4cido drico (SARAJI; BOROUJENTI;
BIDGOLIL 2011; SHAMSIPUR; FATTAHI, 2011).

Em tubos de fundo conico foram adicionados 50 pL de solug¢do padrdo contendo o
farmaco e o metabdlito na concentracdo de 50 ug/mL e 25 pL de solucdo de IS, na concentraciao
de 10 ug/mL e o solvente foi evaporado utilizando fluxo de ar comprimido. Aliquotas de 5 mL de
urina foram adicionadas a cada tubo, com agitagdo para solubilizacdo da OXY, da DEO e do IS.
A alcalinizacdo foi realizada pela adi¢ao de solu¢ao de NaOH 10 mol/L. em volume suficiente
para alcancar pH igual a 10. Uma solucdo composta por solvente extrator/dispersor foi injetada
rapidamente a esta amostra de urina, com o auxilio de uma seringa de vidro de 1 mL, formando
uma solugdo turva. Os tubos contendo esta solucdo turva foram mantidos em repouso por dois
minutos, sendo posteriormente centrifugados por cinco minutos a 2260 g. O solvente extrator
depositado no fundo do tubo (fase sedimentada) foi removido com o auxilio de uma microseringa
de 0,1 mL, quantificado e um volume de 50 puL foi transferido para outro tubo de fundo conico,
no qual o solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e os residuos foram dissolvidos em

50 uL de dgua ultrapura para andlise por CE.

60s 205
5?1: I(_)t)j(aYséoII)uEggo NaOH 10 M Solvente extrator/
v= 5 mL qsp pH =10 dispersor
de 50 pg/mL de urin P
25 pL da solugao @€ UMN3 .
de IS (Lidocaina) |
de 10 pyg/mL ™
Hg ) L ;@;,
Evaporagdo = | —
do solvente 50 pL E L E
[i . -« «—
Redissolucao
CE em agua © 2260 g

5 min t=2min

Figura 10 - Diagrama das etapas da DLLME.
gsp = quantidade suficiente para.
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3.2.4.1. Selecao do solvente extrator

Para a determinacdo deste parametro, foi realizada a extracdo de acordo com o item
3.2.4. O volume total da mistura de solvente extrator/dispersor foi de 500 pL, sendo 100 pL
de solvente extrator e 400 puL de solvente dispersor (acetonitrila). Nesta etapa os solventes
extratores avaliados foram: acetato de hexila (CgH;60,), cloroférmio (CHCI;3), clorobenzeno
(C¢HsCl), diclorometano (CH,Cl,), dissulfeto de carbono (CS,), tetracloroetileno (C,Cly) e

tetracloreto de carbono (CCly).

3.2.4.2. Selecao do solvente dispersor

Para a selecdo do solvente dispersor a extracdo foi realizada de acordo com o item
3.2.4., sendonovamenteutilizadoo volume total de 500 pl. da mistura de solvente
extrator/dispersor, contendo 100 pL de solvente extrator e 400 pL de solvente
dispersor.Utilizando o solvente extrator selecionado (CCly)foi avaliadasua combinagdo com
diferentes solventes dispersores: acetonitrila (C,H3N), acetona (C3HgO), etanol (C,HcO) e

metanol (CH40).

3.2.4.3. Influéncia do volume de solvente extrator

Ap6s terem sido avaliados os solventes extratores e dispersores, € necessario avaliar se
o volume da mistura interfere na quantidade recuperada dos compostos de interesse. Para
avaliar o efeito do volume de solvente extrator foram preparadas quatro misturas de solventes
extrator/dispersor, nas seguintes propor¢des:80, 100, 120 e 140 uL de solvente extrator e 420,
400, 380 e 360 puL de solvente dispersor, respectivamente. O procedimento de extracio foi
realizado seguindo o item 3.2.4. Para o célculo de recuperacdo, as dreas obtidas nos

eletroferogramas foram ajustadas ao volume de solvente extrator utilizado.

3.2.4.4. Influéncia do volume de solvente dispersor

Ap6s a definicdodo volume de solvente extrator a ser utilizado, foi avaliadaa
influéncia do volume de solvente dispersor na extragdo dos analitos pelo solvente extrator.
Para isso, foram preparadas quatro misturas contendo 140uL de solvente extrator (CCly) €260,
360, 560 e 860 uL de solvente dispersor (C,H3N). Cada uma destas misturasfoi injetada nas
amostras de urina enriquecidas com OXY, DEO e IS, mantendo-se as condi¢des de extracdo
do item 3.2.4. Como o volume de solvente extrator utilizado permite a recuperagdo de um
volume de fase sedimentada superior a 100 pL, foi estabelecida para as

proximasetapas(influéncia do tempo de extracao, influéncia do pH da amostra e influéncia da
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forca id6nica) a coleta de 100 uL de fase sedimentada ao invés dos 50 pL anteriormente

coletados.

3.2.4.5. Influéncia do tempo de extracao

O tempo de extracao é um fator muito importante para micro técnicas como a SPME e
a LPME (YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008). Em DLLME o tempo de extracdo ¢é
definido como o intervalo de tempo entre a injecdo da mistura dos solventes extrator e
dispersor e a centrifugacdo (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; YAZDI; RAZAVI;
YAZDINEJAD, 2008). Seguindo as condi¢des descritas no item 3.2.4. e utilizando-se 140 pL
de CCly e 260 uL de C,H3N como mistura de solventes,foram avaliados os tempos de

extracdo de 0, 2 e 5 minutos.

3.2.4.6. Influéncia do pH da amostra

Para que haja particdo do farmaco na fase orgéanica € necessario que 0 mesmo esteja na
forma nao ionizada. A OXY, DEO e IS possuem cardter bdsico e para que fiquem na forma
ndo ionizada ha necessidade de alcalinizar o meio. Assim, foram avaliados os valores de pH
da amostra de 9 a 12, através da adi¢cdo de volume de NaOH 10 mol/L em quantidade
suficiente para atingir estes valores.A execu¢do do processo de extragdo foi feita de acordo
com o item 3.2.4., utilizando como tempo de extracdo dois minutos e mistura de solventes

contendo 140 uL de CCly e 260 uL de C,H3N.

3.2.4.7. Influéncia da forca ionica

Normalmente a adi¢do de sal diminui a solubilidade dos compostos de interesse na
fase aquosa e aumenta sua transferénciapara a fase organica (HUO et al., 2011).

A influéncia do aumento da forca idnica foi avaliada pela adi¢dao de cloreto de sédio
(NaCl) nas proporcoes de 2,5%, 5% e 10%. A extragdo foi realizada de acordo com o item
3.2.4., utilizando como tempo de extragdo dois minutos, mistura de solventes contendo 140

puL de CCly e 260 uLL de C,H3N e pH da amostra de 11.

3.3. Validacao do método

A validagdo € um passo mandatorio para avaliar a habilidade do método desenvolvido

de fornecer resultados precisos para a aplicacao rotineira (ROZET et al., 2011).
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O protocolo de validagdo deste método foi baseado na Resolucao n° 899 de 29 de maio
de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003). Segundo esta, a
validagdo deve garantir,por meio de estudos experimentais, que a metodologia atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

O enriquecimento das amostras para a realizacao da extracdo foi realizado pela adi¢do
de 50 uL das solugdes dos analitos e 25 uL da solu¢do do ISem tubos de extragdo, com a
realizacdo da evaporagdo do solvente sob fluxo de ar comprimido. A seguir, foram
adicionados 5 mL de urina, previamente centrifugada e filtrada, e o tubos foram agitados em
agitador de tubos durante 60 segundos.

As amostras de urina fortificadas foram submetidas ao procedimento de extracao. Para
tal, foi adicionado 2,5% de NaCl nas amostras e apdés homogeneizacdo a amostra foi
alcalinizada a pH 11 com o uso de NaOH 10 mol/L. A mistura contendo 140 pL de solvente
extrator e 260 pl. de solvente dispersor foi rapidamente injetada na amostra e apds um
periodo de dois minutos foi centrifugada a 2260 g por cinco minutos. A fase sedimentada foi
coletada e 100 pL deste solvente extrator foram transferidos para outro tubo de fundo conico e
evaporado. Os analitos foram redissolvidos em 50 pL. de dgua ultrapura e transferidos para os

frascos para a realizag@o da analise eletroforética.

3.3.1. Conformidade do sistema
Para avaliar a conformidade do sistema foram realizadas dez analises consecutivas,
nas condicoes analiticas otimizadas, em cada dia da validacdo e foram observadas variagdes

nos T}, e nas areas dos analitos.

3.3.2. Seletividade
A seletividade do método foi avaliada comparando-se a matriz branca (isenta da
substancia de interesse) com a matriz enriquecida com os analitos, ambas submetidas ao

procedimento de extracdo descrito no item 3.3.

3.3.3. Linearidade

A linearidade foi avaliada pela constru¢do de uma curva analitica contendo sete niveis
de concentracdo (n=3) no intervalo de concentragdo urinaria de 90 a 300 ng/mL para a OXY
(90; 120; 150; 180; 240; 270 e 300 ng/mL) e no intervalo de concentracdo urindria de 187,5 a
750 ng/mL para a DEO (187,5; 200; 250; 375; 500; 600 e 750 ng/mL).As curvas de

linearidade da OXY e da DEO foram construidas plotando-se no eixo das abscissas as
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concentracdes dos analitos na urina e no eixo das ordenadas a razdo entre as dreas do analito e
padrdo interno e foram analisadas utilizando o teste de ajuste do modelo linear, com a
obtencdo de graficos de residuos, valores de F e de p através do usodo programa estatistico
Minitab® versao 14 (Pensilvania, EUA).

A cada dia da validacido também foram construidas curvas de calibracdo contemplando
quatro niveis de concentracdo. Para a OXY as concentragdes urindrias utilizadas foram: 120;
150; 180 e 300 ng/mL e para a DEO foram: 200; 250; 500 e 750 ng/mL.

Para enriquecimento das amostras, foram utilizadas solucdes estoque em metanol nas
concentracdes de 9 a 30 pg/mL para a OXY e nas concentracdes de 18,75 a 75 ug/mL para a
DEO, sendo transferidos 50 uL de cada nivel de concentragdo da OXY e da DEO e 25 uL da
solucdo padrao de 10 pg/mL de IS para cada tubo. A extracdo foi realizada como descrita no

item 3.3., com posterior constru¢ao da curva analitica e das curvas de calibracao.

3.3.4. Limite de quantificacao

Para a determinacdo do limite de quantificagdo foram realizadas andlises de cinco
amostras de urina branca enriquecidas de modo que a concentragdo final foi de 90 ng/mL de
OXY e 187,5 ng/mL de DEO. Estas amostras foram submetidas ao procedimento de extracao
descrito no item3.3. ea andlise eletroforética. O limite de quantificacdo foi calculado baseado
em uma curva de calibracdo no intervalo de concentrac@o urindria de 90 a 300 ng/mL para a
OXY e de 187,5 a 750 ng/mL para a DEO, sendo os resultadosavaliadosatravés de célculos de

precisao e exatidao.

3.3.5. Precisao

A precisdo foi determinada em quintuplicata e em trés niveis de concentragio:
concentracdo baixa - CB, concentragao média - CM e concentracdo alta — CA. Foi avaliada a
para um mesmo dia (precisdo intradia)e em trés dias diferentes (precisdo interdia), nas

concentracdes estabelecidas na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragcdes de OXY e DEO na urina usadas para determinagdo da precisio e exatidao

Concentracio OXY (ng/mL) DEO (ng/mL)
CB 120 200
CM 180 500

CA 300 750
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A extragdo foi realizada conforme o item 3.3., com posteriorandlise eletroforética.
Paraa avaliacdoda precisdo foi construida uma curva de calibracdo no intervalo de
concentracdo urindria de 120 a 300 ng/mL para a OXY e de 200 a 750 ng/mL para a DEO. A

precisao foi expressa como coeficiente de variacao (CV), segundo a Equacao 5:

DP
- e cV = —2F
Equagio 5: P X100

na qual: DP = desvio padrdo
CMD = concentracao média determinada.

3.3.6. Exatidao

A exatiddao também foi determinada em quintuplicata e em trés niveis de concentracao
(CB, CM e CA), para um mesmo dia (exatiddo intradia) e em trés dias diferentes (exatidao
interdia), utilizando as concentragdes estabelecidas na Tabela 7.

A extragdo foi realizada de acordo com oitem3.3., seguida da realizacdo da andlise
eletroforética. Para avaliar a exatidao foi construida uma curva de calibragao no intervalo de
concentracdo urindria de 120 a 300 ng/mL para a OXY e de 200 a 750 ng/mL para a DEO. A
exatidao (E) foi expressa como a porcentagem de erro em relacdo a concentragdo tedrica e
utilizou as médias das concentragcdes obtidas nos estudos intra e interdia, seguindo a Equacgdo

6.

E = concentracdo obtida — concentracdoreal x 100

Equacdo 6:
concentragio real

3.3.7. Recuperacao

Para avaliar a efici€éncia do processo de extracdo, foram realizadas extracdes em trés
niveis de concentragdes: baixa (120 ng/mL - OXY e 200 ng/mL - DEO), média (180 ng/mL -
OXY e500 ng/mL - DEO) e alta (300 ng/mL - OXY e 750 ng/mL - DEO) em triplicata,
contemplando a faixa de linearidade do método. Para tal, 50 uL das solu¢des padrao de OXY
nas concentragdes de 12; 18 e 30 ug/mL foram transferidos para diferentes tubos e acrescidos
de 50 uL das solugdes padrio de DEO nas concentracoes de 20; 50 e 75 pg/mL,
respectivamente. A todos os tubosforam adicionados 25 puL da solugdo de IS 10 ug/mL. O

solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e em seguida foram adicionados 5 mL de
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urina (branca), previamente centrifugada e processadas e a extragdo foi realizada em
conformidade com o que foi descrito no item 3.3.

Para eliminar qualquer interferéncia de matriz nesta quantificacdo, amostras de urina
branca foram submetidas ao procedimento de extragao conforme descrito noitem 3.3. (sem a
realizacdo da etapa de enriquecimento) e apds a recuperagdo da fase sedimentada foram
adicionados 50 pL das solucdes de OXY e DEO e 25 pL da solucdo de IS nas mesmas
concentracdes descritas acima. O solvente foi evaporado e os analitos foram dissolvidos em
50 uL de dgua ultrapura para a realizagaoda andlise eletroforética.

A recuperagdo foi definida como a razdo entre a resposta das replicatas obtida de
matrizes enriquecidas antes da extracdo e a resposta obtida de matrizes enriquecidas apds a
extracdo (BRESSOLLE; BROMET-PETIT; AUDRAN, 1996; ROZET et al., 2011).

Além disso, nesta etapa também foram calculados os fatores de enriquecimento para a

OXY e para a DEO, considerando a Equacao 4.

3.3.8. Robustez

Para analisar a robustez do método, variagdes em dois niveis (alto e baixo) na
concentracdo do BGE (48-52 mmol/L), bem como no seu valor de pH (2,9-3,1) e na
temperatura de andlise (29-31°C) foram realizadas. Para tal, foi utilizado o programa
estatistico Minitab® versdo 14 (Pensilvania, EUA) e foi feito o planejamento fatorial completo
composto por trés fatores e dois niveis,totalizando oito experimentos, como pode ser

observado na Tabela 8. As respostas avaliadas foram T, e drea dos analitos.

Tabela 8 - Experimentos realizados para determinagaoda robustez do método

Numero de experimentos Temperatura (°C)  Concentracio do BGE (mmol/L) pH do BGE

1 29 48 3,1
2 31 52 2,9
3 31 48 3,1
4 31 48 2,9
5 29 52 2,9
6 29 52 3,1
7 29 48 2,9
8 31 52 3,1
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3.3.9. Estudos de estabilidade do farmaco em fluidos biolégicos

Para realizar esta etapa estudos de estabilidade apds ciclos de congelamento e
descongelamento, estabilidade de curta duracdo, longa duracdo e pds-processamento foram
realizados. Todas as andlises foram feitas em triplicata utilizando dois niveis de concentragao
urindria(CB - 120ng/mL e CA - 300 ng/mL para a OXY e de CB - 200ng/mL e CA - 750
ng/mL para a DEO), sendo aconcentragdo de OXY e de DEO calculada baseada em uma
curva de calibracdo extraida nas concentragdes de 120 a 300 ng/mL para a OXY e de 200 a
750 ng/mL para a DEO.

Os resultados obtidos em cada condi¢do foram comparados com aqueles obtidos
utilizando-se amostras recém-preparadas através de testes de andlise de variancia -One-Way
ANOVA (Origin® 6.1, Northampton, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados como
uma diferenca significativa entre os resultados, o que determina a nao estabilidade dos
analitos nas amostras. Além disso, tambémfoi calculado o coeficiente de variacdo (CV),

expresso em porcentagem,entre as amostras frescas e submetidas ao estudo de estabilidade.

v’ Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Nesta etapa foi avaliada a estabilidade do farmaco e de seu metabdlito apds trés ciclos
de congelamento e descongelamento, em dois niveis de concentragdo.

Amostras de urina branca, previamente centrifugadas e filtradas, foram enriquecidas
com os padroes de OXY e DEO e foram congeladas a temperatura de -20°C por 24 horas.
Ap6s este periodo as amostras foram submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente.
Quando completamente descongeladas, foram novamente congeladas por 24 horas e, assim
sucessivamente, até contemplar os trés ciclos. Apds o ultimo ciclo, as amostras foram
submetidas ao procedimento de extracdo descritono item3.3, com a adi¢ao do IS (25 uL da
solucdo de lidocaina na concentragao de 10 pg/mL). Os resultados foram comparados com
aqueles obtidos da andlise de amostras recém-preparadas por meiodoteste de andlise de

variancia (One-Way ANOVA).

v’ Estabilidade de curta duracgio
A estabilidade de curta duracdo foi avaliada em amostras de urina branco enriquecidas
com OXY e DEO, nas mesmas concentracdes determinadas acima. Os tubos contendo as
solucdes permaneceram a temperatura ambiente por 12 horas. Apds este periodo, as amostras
foram acrescidas de IS (25 uL da solug¢do de lidocaina na concentragdo de 10 pg/mL). O

processo de extracdo foi realizado como descrito no item 3.3.0s resultados foram comparados
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com os obtidos da andlise de amostras recém-preparadas por meio do teste de andlise de

variancia (One-Way ANOVA).

v’ Estabilidade de longa duracio
A estabilidade de longa duracdo foi avaliada pelo enriquecimento de amostras de urina
branca com OXY e DEO nas mesmas concentragdes e armazenadas a -20 °C por uma semana.
Apbs este periodo as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, oIS foi
adicionado (25 puL da solucdo de lidocaina na concentracdo de 10 ug/mL)e as amostras foram
submetidas ao processo de extracdo descrito no item 3.3.0s resultados de concentracdo
obtidos foram comparados com os obtidos da andlise de amostras recém-preparadaspor meio

doteste de andlise de variancia (One-Way ANOVA).

v Estabilidade pés-processamento

Em caso de utilizacio de equipamentos que empregam sistemas automadticos de
amostragem/injecdo, torna-se necessario realizar o estudo de estabilidade do farmaco na
amostra processada para andlise, na temperatura sob a qual o teste serd realizado e por periodo
de tempo superior a duracao da corrida analitica (ANVISA, 2003). Assim, cinco amostras de
urina enriquecidas nas concentragdes de 120 e 300 ng/mL para a OXY, de 200 e 750 ng/mL
para a DEOe de 50ng/mLpara o IS foram submetidas ao procedimento de extracdo descrito no
item 3.3. e foram analisadas por CE. As concentracdes da OXY eda DEO foram calculadas
baseadas em uma curva de calibrac¢io no intervalo de concentracao de 120 a 300 ng/mL para a
OXY e de 200 a 750 ng/mL para a DEO. Apds um periodo de 24 horas, no qual as amostras
foram mantidas no autoinjetor a temperatura ambiente, foi realizada uma nova andlise por CE.
As concentragdes da OXY e da DEO foram calculadas baseadas em uma nova curva de
calibrag¢do extraidano mesmo intervalo de concentra¢io.Os resultados obtidos antes e apds as
amostras serem mantidas no autoinjetor foram comparados atravésdoteste de andlise de

variancia (One-Way ANOVA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise da OXY e da DEO por CE

4.1.1. Condicionamento do capilar

A condic¢do da parede interna do capilar € de extrema importancia em CE. Ela controla
a velocidade eletrosmotica e propicia sitios de adsorcao para moléculas com cargas multiplas,
como as proteinas (HARRIS, 2008). O preparo da silica fundida ocorre a altas temperaturas e
por isso, antes de seu primeiro uso € necessario realizar a reidratacao da superficie interna e a
quebra de algumas ligacdes epoxido que possam estar presentes através do uso de solucdes de
alto valor de pH (WEINBERGER, 2000).

Para o primeiro uso do capilar, o condicionamento foi realizado por lavagem do
mesmo com hidréxido de sédio (NaOH) 1 mol/L por 30 minutos, seguida por lavagem com
dgua ultrapura pelo mesmo tempo. No inicio de cada dia o capilar foi lavado por 10 minutos
com solucdo de NaOH 0,1 mol/L, seguida por lavagem com dgua ultrapura pelo mesmo
tempo e ao final do dia, o procedimento foi repetido, sendo o capilar estocado em dgua.

E reconhecido que o pré-condicionamento do capilar é importante para a alta
eficiéncia de separacdo e também para a repetibilidade entre as corridas. Diferentes passos de
lavagem do capilar com hidréxido de sédio 0,1 mol/L, 4gua e BGE devem ser realizados para
se obter a condi¢@o 6tima de lavagem do capilar (BONATO; de GAITANI; JABOR, 2009).

Entre as andlises, o capilar foi lavado com solucdo de NaOH 0,1 mol/L por dois
minutos para regeneracdo de sua parede e remocdo dos compostos ndao quantificados e
materiais adsorvidos (HARRIS, 2008; MAYER, 2001), seguida pela passagem de dgua por
dois minutos e de BGE por trés minutos, para preenchimento e alcance do equilibrio das
cargas do capilar. Esta etapa de condicionamento melhora a precisdao nos tempos de migracao
e € importante para trabalhos quantitativos, ja que a drea do pico estd relacionada com o
tempo de migracdo (ALTRIA, 1996). Também foi feita a aplicacdo de tensdo por dois

minutos apds a etapa de lavagem com a solu¢dao de BGE.

4.1.2. Composicao e pH da solucao de eletrélitos
A OXY e a DEO sdo compostos bésicos com valores de pKa de 11,95+0,29/8,24+0,25
e 11,94+0,29/7,56+0,10, respectivamente. Logo, em valores de pH 4cido encontram-se

carregadas positivamente, j4 que apresentam quatro sitios passiveis de protonag¢do. Além
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disso, compostos com pKa > 5 em pHs baixos apresentam-se completamente ionizados, ndao
sofrendo variacdes de mobilidade com pequenas variagdes de pH (LURIE; HAYS; PARKER,
2004). Assim, por este motivo, optou-se por utilizar valor de pH baixo (pH < 4), que
proporciona EOF pouco significativo (FAKHARI et al., 2008) e garante que todas as espécies
estejam protonadas.

A DEO apresenta massa molecular de 329,43 g/mol, enquanto que a OXY possui
massa molecular de 357,49 g/mol, deste modo, considerando a Equacdo 1, referente a
mobilidade eletroforética, tem-se que a DEO, por apresentar menor razao massa/carga possui
menor tempo de migracdo quando comparada a OXY.

Nas condi¢Oes testadas, os tampdes fosfato de soédio eborato de sédio e a solugdo de
eletrélitos contendo Tris ndo apresentaram separagao dos compostos com resolugdo superior a
1,5. A solucdo de TEA 50 mmol/L,pH 3 foi a que proporcionou melhor separacdo entre a
OXY e DEO. Quando o capilar foi mantido a temperatura de 25°C e foi aplicada tensdo de 30
kV, polaridade positiva,foram obtidos picos com Ty, de 8,18 minutos para a DEO e 8,51

minutos para a OXY e resolugdo de 3,3 entre os picos citados.

4.1.3. Concentracao da solucio de eletrolitos

O aumento da forca idnica das solugdes de eletrdlitos, determinada pelo aumento da
concentracdo da mesma, ndo afeta apenas o aquecimento do capilar (efeito Joule) como
também pode influenciar a mobilidade eletroforética (KUHN; HOFFSTETTER-KUHN,
1993).Foram avaliadas as solu¢des de TEA, pH 3 nas concentracdes de 15, 25, 50, 75 e 100
mmol/L como BGE. A medida que a concentragdo da solucio de eletrélito aumentou houve
um aumento no tempo de migracdo da OXY e da DEO, como pode ser observado na Figura
11. Zhu, Hu e Liu (2006) afirmam que niao hd uma relacdo linear simples entre a concentragao
do BGE e a mobilidade do analito, mas que é aceito que a mobilidade eletroforética diminui
com o aumento da concentracdo. Uma possivel explica¢do é dada por Weinberger (2000) que
declara que fons em solucdo sdao sempre cercados por uma dupla camada de fons de carga
oposta (contra-ions) e que a migracao destes contra-ions ocorre na direcao oposta a do analito,
de modo que o aumento da concentracdo do BGE reduz a mobilidade do soluto devido a
resisténcia gerada pela migracdo de maior quantidade de contra-ions. Outro fator que pode
contribuir éo aumento da viscosidade do meio o qual leva a diminuicdo da mobilidade
eletroforética do analito como pode ser observado na Equacao 1.

O aumento na concentragdo de TEA de 25 mmol/La75 mmol/L (Figura 11), com

consequente aumento da forca idnica, proporcionou melhorano formato do pico (diminui¢do
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de cauda) (ALTRIA, 1996). Entretanto, o uso de concentracdo maior de TEA (75 mmol/L)
aumentou a condutividade e o calor gerado quando a tensao foi aplicada, de modo que nao foi
possivel realizar vérias corridas com o mesmo BGE porque ocorreu a perda de resolucdo e
variacao nos tempos de migracgao.

Autilizacdo da concentragdo de 100 mmol/L de TEA (corrente de 69,6 uA), tensdo de
+30 kV e temperatura de 25°C, também permitiu separagdo dos compostos de interesse,
porém, como também observado para a concentragdo de 75 mmol/L de TEA, a utilizacdo de
BGEs com valores de concentracdo elevados podem ter a formacdo de um gradiente de
temperatura (efeito Joule), o que prejudica a utilizagao da mesma solucao de BGE para vérias
corridas.

Ja a utilizagcdo da solucdo de TEA na concentragdo de 15 mmol/L (corrente de 14,4
uA), tensdo de +30 kV e temperatura de 25°C, ndo resultou na separacdao adequada dos

compostos de interesse.
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Figura 11- Eletroferograma referente a andlise da OXY e DEO em diferentes concentra¢des de TEA
pH 3. Condigdes eletroforéticas: capilar de 45 cm de comprimento total e 50 pm de didmetro interno;
temperatura: 25°C; tensdo: +30 kV; inje¢do: 50 mbar por 20 segundos; deteccdo: 204 nm.
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4.1.4. Tensao aplicada

Este parametro afeta a velocidade de migracdo, podendo ser utilizado para reduzir o
tempo de andlise. Um menor tempo de migracao tem menor difusdo dos analitos, e, portanto,
menor alargamento do pico, o que resulta em maior eficiéncia. Porém, quando a tensdo
aplicada gera altas correntes e a dissipa¢do do calor gerado éinadequada, a perda da resolucdo
pode ocorrer (WEINBERGER, 2000).

Quando foi utilizada a solu¢do de TEA 50 mmol/L, e a andlise ocorreu na temperatura
de 25°C e tensao de +30 kV, a corrente obtida foi de 51 uA e o Ty, foi de 8,18 minutos para a
DEO e 8,51 minutos para a OXY. A corrente gerada foi considerada adequada para a
realizacdo das andlises, pois ndo foi observada a perda de resolucdo por problemas de

dissipacdo do calor quando realizadas cinco andlises consecutivas (resolucao superior a trés).

4.1.5. Temperatura de analise

O controle da temperatura de andlise é importante para assegurar a reprodutibilidade
analitica (SHIHABI, 2004). A temperatura influencia fortemente tanto no volume de amostra
injetada quanto no tempo de migracdo dos solutos, isto porque o aumento da temperatura
diminui a viscosidade das solu¢des e aumenta as mobilidades eletroforéticas e eletrosméticas,
diminuindo o tempo de migracdo dos analitos, como pode ser observado na Figura 12 (PENG
et al., 2009; WEINBERGER, 2000). O aumento da temperatura, portanto, pode ser utilizado
como forma de acelerar a andlise (WEINBERGER, 2000),porém pode causar o alargamento
do pico, devido ao aumento do coeficiente de difusdao,o que pode levar a diminui¢doda
resolucio (EVENHUIS, C.J.; HADDAD, P.R., 2009; GRARD et al., 2000; KNOX;
MCCORMACK, 1994; MUSHEEV; FILIPTSEV; KRYLOV, 2010). Por outro lado,
temperaturas muito baixas podem levar a tempos de migracdo altos proporcionando o
alargamento do pico, o que também afeta a resolucdo. As temperaturas de 30, 40 e 50°C
apresentaram tempos de migracdo adequados para as andlises, com resolu¢do entre a OXY e a
DEO superiores a 1,5, porém, visando um compromisso entre os diversos fatores que podem
afetar a andlise (eletrélise do BGE, efeito Joule e simetria dos picos) foi selecionada a

temperatura de 30 °C.
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Figura 12 -Eletroferogramas referentes a andlise da OXY e DEO em diferentes temperaturas.
Condicdes eletroforéticas: capilar de 45 cm de comprimento total e 50 pm de didmetro interno;
solugdo de eletrdlito: TEA 50 mM, pH 3,0; tensdao: +30 kV; injecdo: 50 mbar por 20 segundos;
detec¢do: 204 nm.

4.1.6. Selecao do padrao interno

A padronizacdo interna é normalmente o método de escolha para a andlise de matrizes
bioldgicas. O padrdo interno € um composto quimicamente estiavel, geralmente com estrutura
similar a do analito, que € adicionado as amostras em concentragdes fixas e constantes para
facilitar a quantificagao do analito (CASSIANO et al., 2009).

Foram avaliados como IS a amiodarona, o haloperidol, a risperidona e a lidocaina. A
amiodarona apresentou tempo de migracdo superior ao dos compostos de interesse, o que
dificulta sua utilizacdo, por aumentar o tempo de andlise. O haloperidol apresentou tempo de
migracdao semelhante a um dos compostos de interesse,0 que o torna inadequado para a
utilizacdo como IS. A lidocaina e a risperidona apresentaram tempo de migragdo inferior ao
da OXY e DEO. Entretanto, a lidocaina foi selecionada como IS por apresentar valores de
pKa (8,53 e 14,23) semelhantes aos da OXY e da DEO e log P (2,35) que permite sua

extracdo por solventes organicos. Seu tempo de migra¢do médio (n = 30) foi de 5,38 minutos.

4.1.7. Eletrolise do eletrdlito de corrida

A CE nio é uma técnica robusta com relagdao a composi¢cao do BGE (MAYER, 2001).
Pequenas mudancas no pH podem ter grande impacto na reprodutibilidade e precisdao
(KELLY; ALTRIA; CLARK, 1997).

Durante as andlises, devido a aplicacdo de voltagem nas solucdes de eletrélitos, pode
ocorrer um fendmeno denominado deplecio do BGE. Isso ocorre porque a aplicacdo de
tensdo resulta na eletrdlise da 4gua, com producdo de prétons no anodo e de anions no catodo
(KELLY; ALTRIA; CLARK, 1997; WEINBERGER, 2000). Com o aumento do tempo de

andlise, a solucdo no reservatério do anodo vai aumentando sua acidez, enquanto que a
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solucdo no reservatorio do catodo torna-se cada vez mais alcalina (KELLY; ALTRIA;
CLARK, 1997; POOLE, 2003), resultando em um gradiente de pH no capilar devido a fatores
como difusdo, convec¢do e migracdo de ions capazes de alterar o pH (MACKA;
ANDERSSON; HADDAD, 1998).

Como o pH € o principal parametro experimental em CE, a eletrdlise deve ser
controlada utilizando-se BGE apropriado e realizando a sua troca entre as andlises com
frequéncia adequada para que tanto os tempos de migracdo quanto a resolucdo ndo sejam
afetados por este fendomeno (MAYER, 2001; WEINBERGER, 2000). Também & necessaria
atencdo prévia quanto a capacidade tamponante, concentracdo e forca idnica do BGE e com
relacdo ao volume dos reservatdrios, temperatura utilizada, corrente gerada e tempo total de
corrida (BONATO; de GAITANI; JABOR, 2009; MAYER, 2001; ZHU; HU; LIU, 2006).

Para evitar efeitos resultantes da deplecdo do BGE, foi avaliada a quantidade de
andlises que poderiam ser realizadas com um mesmo volume de BGE. Dez andlises
consecutivas foram realizadas utilizando-se a mesma solucdo. Variagdes nos tempos de
migracdo e nas dreas obtidas para a OXY, a DEO e o IS foram analisadas através do célculo
do coeficiente de varia¢ao entre as corridas.

A CE apresenta baixa precisao em relagdo ao Ty, (BLANCO-HERAS et al., 2007). Em
experimentos realizados por Kelly, Altria e Clark (1997) com relacdo a alternativas para
diminuir o efeito de eletrdlise, foi admitido um valor de CV < 3.5 para a utilizacdo de um
mesmo BGE para vdrias corridas. Como mostra a Tabela 9, ndo foram observadasdiferencas
significativas nos tempos de migracdo (CV < 0,6%) quando a mesma solu¢do de BGEfoi
utilizada em cinco andlises consecutivas, de modo que o valor de 5 corridas eletroforéticas foi
selecionado como limite para a troca do BGE, a fim de garantir a reprodutibilidade das

analises.

Tabela 9 -Andlise da influéncia da eletrélise do BGE nos parametros eletroforéticos

Parametros IS OXY DEO
Analito CV (%) CV (%) CV (%)
Area® 0,7 3,3 1,7
Tempo de migragdo (min)* 04 0,6 0,5

*Valores de 5 replicatas
CV (%), coeficiente de varia¢@o, expresso em porcentagem.
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4.1.8. Condicoes de separacio otimizadas

Um capilar de silica fundida de 50 um de didmetro interno, nio revestido foi utilizado
para todos os testes de otimizacdo realizados. O comprimento total do capilar foi de 45 cm e a
distancia para a migracdo dos analitos até a regido de detec¢do foi de 36,5 cm. A eficiéncia de
separacdo em CE ¢é diretamente proporcional ao comprimento do capilar, porém o uso de
capilares longos pode acarretar em andlises lentas e difusdo dos analitos, o que diminui a
detectabilidade do método. Logo, se maior tempo é desprendido na otimizacdo das andlises,
menores capilares podem ser empregados, com beneficios (WEINBERGER, 2000).

Normalmente, tempos de injecdo da ordem de um a vinte segundos sdo utilizados
(ALTRIA, 1996). Para o método otimizado, foi adotada injecdo hidrodindmica 50 mbar por
tempo de 20 segundos. A injecdo hidrodindmica € mais precisa e robusta que a injecdo
eletrocinética (MAYER, 2001; TAVARES, 1996) e € indicada para amostras que possam
variar em composi¢do e condutividade (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; MAYER,
2001). O uso de maior tempo de injeciono modo hidrodinAmicoaumenta a quantidade de
amostra introduzida no capilarmelhorando assim, a capacidade de detec¢ao(ALTRIA, 1996).

Durante todas as andlises realizadas foi utilizada a drea dos analitos para
quantificacdo, ja que este é um parametro que sofre menos alteracdo pela distor¢ao dos picos
produzida por altas concentracdes do analito. Além disso, a utilizagdo da area ao invés da
altura, fornece maior intervalo de linearidade (BONATO; de GAITANI; JABOR, 2009;
MAYER, 2001)emaior precisao entre os valores (HANSEN, 1999).

Ap6s a avaliagdo da influéncia da temperatura, da concentracdao e pH da solucdo de
BGE e da tensadoutilizada na andlise da OXY e DEO, as condi¢Oes analiticas foram
estabelecidas e estdo apresentadas na Tabela 10. A Figura 13 mostra o eletroferograma obtido
nestas condigdes.

As andlises apresentaram tempo médio de migracdo (n = 30) de 7,42 minutos para a

OXY e de 7,12 minutos para a DEO, com resolucao de 3,1 entre os picos.
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Tabela 10 -Condi¢des otimizadas para andlise da OXY e da DEO por CE

Capilar Silica fundida com 45 cm de comprimento total, 36,5 cm de

comprimento efetivo, 50 um de didmetro interno

Eletroélito de corrida TEA 50 mmol/L, pH 3

Injecao Hidrodinamica (20 segundos a 50 mbar)

Tensao 30kV

Temperatura 30 °C

Comprimento de onda 204 nm

Condicionamento NaOH 0,1 mol/L por 2 minutos; dgua ultra-pura por 2 minutos,

BGE por 3 minutos e tensao de +30 kV por 2 minutos.
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Figura 13 - Eletroferograma referente a andlise da OXY, da DEO e do IS. Condig¢des eletroforéticas
descritas na Tabela 10.

4.2. Desenvolvimento do método para analise da OXY e da DEO em urina

por DLLME

4.2.1. Caracteristicas da matriz

Quando a concentragdo do analito € alta o suficiente, pequenas quantidades da amostra
bioldgica como plasma, urina ou soro podem ser injetadas diretamente no capilar. Contudo,
matrizes de alta for¢a idnica podem causar o alargamento de banda e as proteinas podem ser
adsorvidas pelas paredes do capilar, afetando a reprodutibilidade das andlises. Para evitar
estes problemas e para obter a detec¢dao de analitos presentes em concentracdes da ordem de
ng/mL, algum tipo de preparo da amostra normalmente € utilizado (BONATO; de GAITANI;
JABOR, 2009).

A DLLME € uma técnica de extracdo simples e rdpida (OJEDA; ROJAS, 2009) que
tem sido utilizada para preparo de diferentes matrizes (REZAEE, YAMINI, FARAJI, 2010).
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Em alguns artigos descritos na literatura,para a realiza¢do na extragdo por DLLME,a
urina foi diluida com a finalidade de diminuir o efeito de matriz (MASHAYEKHI et al.,
2010; REZAEE et al., 2010; SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLI, 2011; SHAMSIPUR;
FATTAHI, 2011), o que torna o método aplicivel apenas para amostras com alta
concentracdo dos analitos (REZAEE; YAMINI; FARAIJIL, 2010).

Xiong et al. (2009) compararam a extracdo de amitriptilina, clomipramina e
tioridazina por DLLME em trés diferentes amostras: urina, urina diluida e dgua com o
objetivo de verificar a habilidade da técnica de resistir as interferéncias da matriz e ndo
observaram diferengas nos sinais analiticos obtidos nas extragdes a partir das trés matrizes
analisadas. Desde modo, no presente trabalho foram utilizadas amostras de urina sem
diluicdo, com o intuito de realizar a quantificacdo de menores concentracdes de OXY e DEO

na urina.

4.2.2. Selecao do solvente extrator

A selecdo do solvente extrator apropriado é o parametro mais importante desta técnica
de extracdo (CALDAS et al., 2011; ZANG et al., 2009). O solvente deve possuir como
caracteristicas: ser imiscivel na amostra, ter maior densidade que esta e possuir alta
capacidade de extracdo do composto de interesse (MELWANKI et al., 2009; ZANG et al.,
2009). Os solventes extratores avaliados foram: tetracloroetileno(C,Cly), tetracloreto de
carbono (CCly), diclorometano (CH,Cl,), cloroférmio (CHCI3), clorobenzeno (CgHsCl),
acetato de hexila (CgH;60,) e dissulfeto de carbono (CS,). Entre estes solventes oacetato de
hexila nio foi adequado para a extracdo por apresentar alta solubilidade na amostra, ndo
havendo separacdo de fases apds centrifugacdo. O diclorometano forneceu um baixo volume
de fase sedimentada, inferior a 50 pL, provavelmente devido a sua alta solubilidade em 4dgua
(13,8 g/L), de modo que foi descartado e o dissulfeto de carbono também ndo foi adequado
porque ser imiscivel em acetonitrila.

Em relacdo aos outros quatro solventes avaliados, o C¢HsCl apresentou baixa extracao
da OXY e da DEO (Figura 14). OCClsfoi o solvente extrator que promoveu a maior
recuperacdao dos compostos de interesse, além de apresentar menor desvio padridoentre os
resultados obtidos e, por isso, foi selecionado como solvente extrator. De acordo com Caldas,
Costa e Primel (2010) que também utilizaram CCly, a extracdo dos compostos € favorecida
por uma certa solubilidade em 4gua (0,80 g/L) associada a alta densidade do solvente (1,59

g/L). O C,Cly e CHClsapesar de também serem capazes de extrair a OXY e a DEO, ndo
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apresentaram a eficiéncia que o CClyobteve no processo de interacdo e extracao dos analitos

de interesse.

B OXY
BN DEO

B 8 &

Area obtida

cpv mou cpg‘ 059

Solvente extrator

Figura 14 -Solvente extrator para a extracdo da OXY e da DEO por DLLME.

4.2.3. Selecio do solvente dispersor

A selecdo apropriada do solvente dispersor pode promover a dispersdodo solvente
extrator na forma de pequenas goticulas na amostra, causando o aumento da drea superficial
de contato para a transferéncia dos analitos de interesse da matriz para o solvente extrator
(YAN et al, 2011).

Foram avaliados os solventes dispersores:acetonitrila (C,H3N), metanol (CH40),
etanol (C,H¢O) e acetona (C3HgO). Com excecdo do metanol, os demais solventes dispersores
avaliados apresentaram semelhanca na recuperacdo dos analitos (Figura 15). Assim, com base
no valor de drea obtida bem como no desvio padrdo entre as extracdes, a acetonitrila foi o
solvente dispersor escolhido.Essa combinacdo de CCly e C,H3N como solvente extrator e
dispersor, respectivamente, também foi utilizada nos trabalhos de Caldas, Costa e Primel

(2010), Cheng et al. (2009) e Xiong et al. (2009).
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Figura 15-Solvente dispersor para a extracdo da OXY e da DEO por DLLME.

4.2.4. Influéncia do volume de solvente extrator

Pequenos volumes de solvente extrator levam a formagdo de pequenos volumes de
fase sedimentada, o que pode afetar a reprodutibilidade. Além disso, a formagao de um sélido
lipidico branco entre a fase aquosa e organica, provavelmente pela precipitacdo de 4cido trico
e carbamato em altos valores de pH (CHEN et al., 2011; XIONG et al., 2009) dificulta a
recuperacao do solvente extrator do fundo do tubo, como também foi observado por
Saraji,Boroujeni e Bidgoli(2011) e prejudica a reprodutibilidade do método de extracdo
(CUNHA; FERNANDES, 2010). Por isso, optou-se por realizar testes com volumes maiores
de solvente extrator (80-140 uL), sendo que a recuperagdo foi maior quando foi utilizado 140

puL de tetracloreto de carbono, como pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16 -Efeito do volume do solvente extrator para a extracdo da OXY e da DEO por DLLME.

Também foi constatado que quanto maior o volume de solvente extrator utilizado,
maior o volume da fase sedimentada (Figura 17), como também foi observado por Daneshfar,
Khezeli e Lotfi (2009) e Rezaee et al. (2006). Este aumento do volume de fase sedimentada
promove a diminui¢do do fator de enriquecimento obtido, ja que de acordo com a Equacdo 4,

estes fatores sdo inversamente proporcionais.
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Figura 17 — Efeito do volume de solvente extrator no volume de fase sedimentada.
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4.2.5. Influéncia do volume de solvente dispersor

Foram avaliados os volumes de 260, 360, 560 e 860 uL de solvente dispersor e foi
observado que o aumento do volume de solvente dispersor ndo promoveu um aumento na
recuperacao da DEO. Além disso, o aumento do volume de solvente dispersor ocasionou uma
diminui¢do da recuperacdo da OXY (Figura 18), portanto, o volume de 260 pLdo solvente
dispersor acetonitrila foi escolhido para a DLLME. A menor recuperacdo da OXY pode ser
explicada pelo aumento da solubilidade dos analitos na amostra quando um maior volume de
solvente dispersor foi utilizado,0 que diminui a particio dos mesmos para as goticulas do

solvente extrator, diminuindo a eficiéncia da extracdao (YAN et al., 2011).
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Figura 18 —Efeito do volume de solvente dispersor para a extragdo da OXY e da DEO por DLLME.

4.2.6. Influéncia do tempo de extracao

Como citado anteriormente, em DLLME o tempo de extracdo € definido como o
intervalo de tempo entre a injecdo da mistura dos solventes extrator e dispersor e a
centrifugacdo. Assim, foram avaliados os tempos 0, 2 € 5 minutos como tempo de extracio e
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os mesmosja que o p foi
superior ao valor limite de 0,05(p = 0,38),mostrando que o tempo ndo tem efeito na efici€ncia
da extracdo (Figura 19). A grande 4rea de contato entre o solvente extrator e a amostra,
promovida pela presenca do solvente dispersor, permite que a transferéncia de massa da fase
aquosa para a fase extratora seja rdpida e o estado de equilibrio seja alcancado em um

intervalo de tempo muito pequeno, o que torna a técnica independente do tempo e constitui
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uma de suas grandes vantagens, como também foi observado por Berijani etal. (2006), Rezaei
et al. (2008), Shamsipur e Fattahi(2011), entre outros. No entanto, tempo de extracdo de
poucos segundos ndo assegura uma boa reprodutibilidade (MENG et al., 2011), portanto,

foiselecionado o tempo de dois minutos para a extracao.
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Figura 19 -Influéncia do tempo na extracdoda OXY e da DEO por DLLME.

4.2.7. Influéncia do pH da amostra

O pH da amostra € um parametro essencial porque afeta tanto a eficiéncia como a
seletividade da DLLME (MENG et al., 2011). Melwanki et al. (2009)observaramque a
extracdo de analitos de amostras de urina sem converté-los a forma molecular faz com que a
eficiéncia da extracao seja baixa.

Para que os analitos bdsicos fiquem nao ionizados é necessario manter o pH da
amostra acima do valor do pKa, aumentando assim, a tendéncia de serem extraidos pelo
solvente extrator (SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLI, 2011; XIONG et al., 2009). Por este
motivo, foram avaliados os pHs 9, 10, 11 e 12. Os valores de pH que proporcionaram melhor
extracdo dos compostos de interesse foram os pHs 11 e 12;como pode ser observado na
Figura 20, sem diferenca significativa entre as quantidades recuperadas, ja que o valor de p é
superior a 0,05 tanto para a OXY (p = 0,51) quanto para a DEO (p = 0,67).Contudo, para
evitar uma possivel degradacdo em pH 12, ja que Miyamoto et al. (1994) relatou tempo de

meia vida da OXY de 14 minutos para este pH, foi selecionado o pH 11.
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Figura 20 -Influéncia do pH da amostra na extragdo da OXY e da DEO por DLLME.

4.2.8. Influéncia da forca ionica

A influéncia da forca i6nica foi avaliada pela adi¢ao de NaCl na urina, nas propor¢des
de 2,5%, 5% e 10%. Pode ser observado na Figura 21 que 2,5 % de NaCl aumentou a
eficiéncia da extracdo para a OXY e para a DEO.O aumento da eficiéncia de extragdo ocorreu
provavelmente devido ao efeito “salting out”, no qual moléculas de dgua formam esferas de
hidratacdo ao redor das moléculas do sal dissociadas, com consequente diminui¢do da
concentracdo de adgua disponivel para dissolver as moléculas do analito, levando ao aumento
da transferéncia deste para o solvente organico (MELWANKI et al., 2009).

No entanto, em CE, a quantidade de ions presentes na amostra influencia
significativamente a separagao (SHIHABI, 2004) e amostras com alta quantidade de sal
podem causar aquecimento da regido em que se encontra a amostra no capilar e ocasionar a
perda de qualidade do pico (SHAEPER, 2000).A possivel ocorréncia deste evento pode ter
prejudicado a separacdo dos analitos quando a quantidade de NaCl adicionada foi de 5% e
10%, ndo sendo possivel a quantificacdo da OXY e da DEO por CE com a utiliza¢ao de 10%
de NaCl. Deste modo, visando a concordancia entre o aumento da eficiéncia de extracdo e a

qualidade das anélises por CE, foi selecionada a quantidade de 2,5% de NaCl para a extracao.
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Figura 21- Influéncia da forga idnica na extracdo da OXY e da DEO por DLLME.

4.2.9. Condicoes finais estabelecidas para a extracao
Ap6s a avaliagdo dos parametros descritos, as condigdes estabelecidas para a extracio

daOXY e DEO por DLLME estao representadas na Tabela 11.

Tabela 11 —Condig¢des estabelecidas para a realizacdo da extragdo da OXY e da DEO por DLLME

Condicoes da DLLME para extracio da OXY e da DEO da urina

Solvente extrator CCl,
Solvente dispersor CH;N
Volume de amostra (mL) 5
Volume do solvente extrator (uL) 140
Volume do solvente dispersor (uL) 260
pH da amostra 11
% NaCl 2,5
Tempo de extragdo (min) 2
Tempo de centrifugacdo (min) 5
Velocidade de centrifugagdo (g) 2260

Volume coletado de solvente extrator (uL) 100
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4.3. Validacao do método

4.3.1. Conformidade do sistema

A precisdo instrumental (conformidade do sistema) representa a concordancia entre os
resultados de medigdes sucessivas e sequenciais de uma mesma amostra. E determinada pela
estimativa do desvio padrao relativo de todas as injecoes (RIBANI et al., 2004) e serve para
garantir que o equipamento utilizado estd apto a gerar resultados com precisdo e exatidao
aceitaveis. Para avaliar a conformidade do sistema, 50 uL de solucdo padrdao de OXY e DEO,
nas concentragdes de 12ug/mL e 20ug/mL, respectivamente e 25 puL de solugdo padrao de
lidocaina na concentragdo de 10 wg/mL foram transferidos para tubos conicos. O solvente foi
evaporado sob fluxo de ar comprimido e os analitos foram redissolvidos em 50 pL de dgua
ultra pura e transferidos para o frasco para injecio no aparelho de CE. Foram feitas
dezandlises consecutivas a cada dia da validacdo (com a troca necessaria do BGE) e foram
observadas varia¢des nos tempo de migracao e nas areas dos analitos.

A CE quando comparada ao HPLC, apresenta baixa precisdao nos tempos de migracao
(BLANCO-HERAS et al., 2007) e na drea dos analitos (HETTIARACHCHI; CHEUNG,
1995), sendo encontrados na literatura, valores de CV superiores a 1% para a darea
(HETTIARACHCHI; CHEUNG, 1995).

A variacdo do Ty, € o resultado da soma da variacdo do EOF, da mobilidade do analito,
da temperatura e da interacdo com a parede do capilar. J4 a variacdo da area do pico €
resultante de variacdes na injecdo, difusdo, temperatura, interagcdo com a parede do capilar e
da integracao do pico (MAYER, 2001).

Para o método proposto, em relacio ao tempo de migracdo dos analitos foram
observados valores de CV < 2,1% tanto para a OXY quanto para a DEO.Em relacdoaos
valores de dreao CV< 5,0% para a OXY e o CV < 3,6% para a DEO.

A precisdo em CE pode ser melhorada com a utilizacdo de padronizacdo interna e
normalizac¢do de picos (HANSEN, 1999). Foi adotada a padronizacao interna, com a ado¢ao
do célculo da razdo entre as dreas dos picos da OXY e da DEO pela drea obtida do IS, o que

resultou em valores de dreas com CV < 3,5% para a OXY e CV < 2,6% para a DEO.

4.3.2. Seletividade
A seletividade de um método instrumental é a habilidade de avaliar, de forma

inequivoca, as substidncias em exame na presenca de componentes que podem interferir em
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sua determinacdo em uma amostra complexa, tipicamente metabdlitos, impurezas,
componentes da matriz e produtos de degradacio (GONZALEZ; HERRADOR, 2007; PAI,
DUBHASHI, 2010; RIBANI et al., 2004; ROZET et al., 2011). Nenhum composto presente
na matriz deve apresentar o0 mesmo tempo de migracdo do analito de interesse e pelo menos
seis fontes da matriz devem ser analisadas para garantir a seletividade do método (BONATO;
JABOR; de OLIVEIRA, 2010; RIBANI et al., 2004; ROZET et al., 2011).

Na validacdo deste método foi realizada a comparacdo das amostras de urina sem a
presenca dos analitos (seis amostras brancas) com amostras fortificadas com os analitos,
ambas submetidas ao procedimento de extracdo por DLLME. Como pode ser observado na
Figura 22, nas condicdes estabelecidas pelo método proposto, os componentes endégenos da
matriz ndo influenciam a andlise dos compostos de interesse e, portanto, o método tem

seletividade para o objetivo proposto.
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Figura 22 - Eletroferograma de amostras de urina apds procedimento de extracdo por DLLME. Em
A, urina sem adicdo dos analitos e em B urina fortificada com os padrdes de OXY, DEO e IS.

4.3.3. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo
(GUILHEN et al., 2010; RIBANTI et al., 2004) e € determinada pela andlise de amostras

extraidas da matriz em pelo menos seis niveis de concentracdes (ANVISA, 2003).
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A curva de linearidade foi construida em sete niveis de concentracdo, tanto para a
OXY quanto para a DEO, plotando no eixo das abscissas as concentragdes dos analitos na
urina e no eixo das ordenadasa razao entre as dreas do analito e padrdo interno. Os
coeficientes de correlagdo (r) obtidospara as retas atendem as normas estabelecidas pela
ANVISA (r > 0,98) (Tabela 12) e representam o nivel de erro em relacdo ao sinal analitico e a
qualidade de ajuste da equagdo a curva de calibracdo (CASSIANO et al., 2009).

Porém,para demonstrar a linearidade nao é adequado utilizar somente o valor do
coeficiente de correlagdo, pois, mesmo quando se obtém valores de r proximos a um, &
possivel que a regressdo nado seja linear (CASSIANO et al., 2009; MILLER, 1991; RIBEIRO
et al., 2008; SINGTOROJ et al., 2006) ou que o modelo de regressao linear ndo atenda a faixa
de concentracdo estabelecida (CASSIANO et al., 2009).Sendo assim, também foi realizado o
teste de ajuste do modelo linear pela aplicacdo do teste F de significancia e pela observagao
do grafico de residuos (Figuras 23 e 24 e Tabela 12), cuja andlise permite detectar problemas
na curva como: desvio de linearidade, presenca de amostras atipicas, heterocedasticidade e
dependéncia entre erros (RIBEIRO et al., 2008).

O valor de F experimental € expresso como a razao entre as variancias obtidas no
menor e maior nivel de concentracao da faixa de trabalho (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO;
FALCAO, 2002; CASSIANO et al., 2009). J4 0 Fpelado foi obtido de uma tabela F com nivel
de confiancga de 95 % para f;=f,= (n-1) graus de liberdade.

Quandoo F experimentalé menor que o Fipelado,a Variancia € constante em toda a faixa
da curva de calibracdo, os residuos ficam aleatoriamente distribuidos no eixo x, de modo queo
ajuste do modelo € considerado satisfatério ea linearidade é aceita (ALMEIDA; CASTEL-
BRANCO; FALCAO, 2002; CASSIANO et al., 2009).

Nas curvas apresentadas os valores de F atendem as condi¢des estabelecidas. Além
disso, os valores de psdo superiores a 0,05, o que também confirma a adequagdo dos
resultados obtidos (Tabela 12). Deste modo, pode-se afirmar que o ajuste do modelo é

considerado satisfatorio.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO 55

Tabela 12 —Linearidade e teste do modelo linear para a OXY e a DEO

Equacio

T

Faixa linear

F

Valor de p

0):4% DEO

y =0,0062x — 0,1294 y = 0,0072x — 0,6093
0,9901 0,9981

90-300 ng/mL 187,5-750 ng/mL
1,40 0,79

0,29 0,58

y = Ax + B, no qual y € a razdo da drea do analito (OXY ou DEO)/ drea do padrdo interno e x € a concentragdo
do analito na urina (OXY ou DEO) em ng/mL

r = coeficiente de correlagdo
F = valor obtido no teste F de significancia

Fobelado = 3,00 (PAGANO; GAUVREAU, 2004)

p < 0,05 € considerado como estatisticamente significante.
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Figura 23-Grifico de residuos para OXY.
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Figura 24-Grifico de residuos para DEO.

4.3.4. Limite de quantificacao

A sensibilidade do método € determinada pelo limite de detec¢do e quantificacdo
(BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010), que sdo particularmente tteis quando o analito que se
deseja mensurar estd presente em quantidades muito baixas na amostra (GUILHEN et al., 2010).

O limite inferior de quantificagdo (LIQ) € a menor concentra¢do do analito que pode
ser determinada quantitativamente com precisdo e exatidio (BONATO; JABOR; de
OLIVEIRA, 2010; GONZALEZ; HERRADOR, 2007; ROZET et al., 2011). E estabelecido
por meio da andlise de matriz biolégica contendo concentragdes decrescentes do farmaco até
o menor nivel quantificivel com precisdo e exatidao aceitdveis e deve ser, no minimo, cinco
vezes superior a qualquer interferéncia da amostra branco no tempo de migracdo do farmaco
(ANVISA, 2003).

Para avaliar o limite de quantificacdo foram analisadas, em quintuplicata, amostras de
urina fortificadas nas concentracdes de 90 ng/mL para OXY e 187,5 ng/mL para a DEO. Os
resultados de precisdo e exatiddao para estas concentragcdes estdo representados na Tabela
13.0s valores estdo de acordo com a literatura para métodos bioanaliticos, que admite valores

de LIQ com exatidao e precisdo inferiores a 20%(ANVISA, 2003; BERTHIER, 2004).
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Tabela 13-Limite de quantificagdo do método para a andlise da OXY e da DEO em urina

(0).9¢ DEO
Concentracdo nominal (ng/mL) 90 187,5
Concentragao analisada (ng/mL)* 90,8 190,9
Precisio (CV, %)° 5,2 2,2
Exatiddao®(%) 0,9 1,8

a L .

n = 5,n = nimero de replicatas
b . . . ~

CV = coeficiente de varia¢do, expresso em porcentagem
“Exatiddo, expressa como a porcentagem de erro (%).

4.3.5. Precisao

A precisao é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BONATO; JABOR; de
OLIVEIRA, 2010; PAI; DUBHASHI, 2010). E um parametro importante que possibilita
decidir se o método analitico é confidvel para o objetivo da anélise (CASSIANO et al., 2009).

A precisdo intradia foi avaliada pela realizacao de quintuplicatas em trés niveis de
concentracdo em um mesmo dia, enquanto que a precisdo interdia foi avaliada pela realizacdo
de quintuplicata em trés niveis de concentracdo em trés dias diferentes. Como pode ser
observado na Tabela 14, a precisio manteve-se dentro dos critérios recomendados na
literatura (CV < 15%), tanto para a precisdo intradia como para a precisao interdias

(ANVISA, 2003).

Tabela 14 -Precisdo intradia e interdias do método para a andlise da OXY e da DEO em urina

Dia OXY DEO
Concentra¢ao nominal
(ng/mL) 120 180 300 200 500 750
INTRADIA
Concentracdo analisada
(ng/mL) Dia 1 113,7 182,8 278,9 193,6 507.,4 745,0
Dia 2 109,7 187,5 293.,6 1984 522,1 747,2
Dia 3 118,3 1754 313,7 197,1 515,8 718,1
Precisdo (CV, %)* Dia 1 7,7 12,2 10,4 7,9 10,1 5,8
Dia 2 5,6 12,6 4,7 8,9 5,7 8,3
Dia 3 5,5 10,0 11,5 3,0 6,9 3,4
INTERDIAS
Concentracdo analisada
(ng/mL) 1139 181,9 2954 196,4 505,1 737,0
Precisio (CV, %)* 6,7 11,2 10,1 6,7 7,3 6,0

* CV = coeficiente de variagio, expresso em porcentagem.
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4.3.6. Exatidao

Exatiddo representa o grau de concordincia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(RIBANI et al., 2004; ROZET et al., 2011). E determinada pelo enriquecimento de amostras
branco com quantidades conhecidas do analito e comparacdo dos valores obtidos com os
valores esperados (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010).

A exatidao reflete a proximidade entre o valor medido e o valor de referéncia considerado
como verdadeiro (RIBEIRO et al., 2008) e foi expressa como a porcentagem de erro em relacio a
concentrag@o tedrica. Para o cdlculo da exatidao foram utilizadas as médias das concentracdes
obtidas nos estudos de precisdo intradia (quintuplicata em trés concentragdes em um mesmo dia) e
nos estudos interdias (quintuplicata em trés concentra¢des em trés dias diferentes). Os erros,
apresentados na Tabela 15, ndo excederam a 15%, de modo que os resultados estdo de acordo

com os critérios definidos pela resolu¢c@o adotada para a validacdo do método (ANVISA, 2003).

Tabela 15 - Exatidao intradia e interdias do método para a andlise da OXY e da DEO em urina

Dia OXY DEO
Concentra¢do nominal
(ng/mL) 120 180 300 200 500 750
INTRADIA
Concentracdo analisada
(ng/mL) Dia 1 113,7 182,8 2789 193.,6 5074 745,0
Dia 2 109,7 187.,5 293,6 198,4 522,1 747,2
Dia 3 118,3 1754 313,7 197,1 515.,8 718,1
Exatidédo (%)" Dia 1 -5,2 1,6 -7,0 -3,2 1,5 0,7
Dia 2 -8,6 4,2 -2,1 -0,8 4.4 -0,4
Dia 3 -1,4 -2,6 4,6 -1,4 3,2 -4,2
INTERDIAS
Concentracdo analisada
(ng/mL) 1139 181,9 2954 196,4 505,1 737,0
Exatidéo (%)* -5,1 1,1 -1,5 -1,8 3,0 -1,7

*Exatiddo, expressa como a porcentagem de erro (%).

4.3.7. Recuperacao

A recuperagao mede a eficiéncia do procedimento de extragao de um método analitico
dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacdo do analito e do padrdo
internoproximas a 100% sdo desejaveis e melhoram a detectabilidade, porém, admite-se
valores menores, desde que a recuperagdo seja reprodutiva, consistente e precisa (ANVISA,

2003; CASSIANO et al., 2009).
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Os valores obtidos de recuperacdo sdo apresentados na Tabela 16, na qual estdo
descritas as recuperagdes da OXY e da DEO para cada nivel de concentragdo bem como suas
recuperacdoes médias. Também sdo apresentadosna tabela, os valores de recuperacdo para o
IS. Pode-se observar que, em todas as concentracdes avaliadas, os coeficientes de variacdo

foram inferiores a 10%.

Tabela 16-Recuperacio do método para a OXY, a DEO e o IS em urina

OXY DEO IS
Concentracdo nominal (ng/mL.) 120 180 300 200 500 75 5
Recuperacdo (%) 75,4 66,3 72,5 56,4 60,6 65,6 65,4
(CV, %)° 4,0 4,5 0,9 3,1 1,9 9,6 46
Recuperacdo média (%) 71,4 60,9 65,4
(CV, %)° 6,4 8,5 4,6

b . . .~ ~
CV = coeficiente de varia¢do, expresso em porcentagem para cada concentragdo.
¢ CV = coeficiente de variagio, expresso em porcentagem entre as concentragdes.

Ja o EF foi calculado através da Equacgdo 4 e para a OXY foi de 30,5 enquanto que
para a DEO foi de 26,0. Valores semelhantes também foram obtidos por Melwanki et al.

(2009) para a extracao de 7-aminoflunitrazepam em amostras de urina.

4.3.8. Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos e indica sua confianca durante o
uso normal(ANVISA, 2003).

Parasua andlise, varios parametros que podem sofrer pequenas variagdes durante a
rotina de andlise devem ser avaliados, como a concentracdo e o pH do BGE, a temperatura de
andlise e os ciclos de lavagem do capilar (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010).

Neste trabalho, para avaliar a robustez do método, foi utilizado planejamento fatorial
completo composto por trés fatores,os quais foram estudados em dois niveis (maximo e
minimo). Os resultados obtidos estdo representados pelo Grafico de Pareto (Figura 25) e
mostram a influéncia de cada fator (A = temperatura de andlise, B = concentracdo do BGE e
C =pH do BGE) na area e no Ty, dos analitos (OXY, DEO e IS). A linha vertical representa o
valor t-critico para a = 0,05. Os efeitos menores que o valor de t-critico sdo considerados
como efeitos ndo significativos, enquanto que os valores que ultrapassam a linha vertical sdo

considerados estatisticamente significativos. O método € robusto para quase todos os fatores
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avaliados, porém, a variacdo do fator concentracio do BGE e da combinacdo de fatores

concentracdo e pH do BGE afetam a resposta area da OXY, de modo que sao fatores que

devem ser controlados com maior cuidado durante o preparo do BGE.
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Figura 25 -Avaliacdo da robustez do método, representada pelo grafico de Pareto, no qual A =
temperatura da andlise, B = concentra¢do do BGE e C = pH do BGE.
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4.3.9. Estudos de estabilidade do farmaco em fluidos biolégicos

A estabilidade do farmaco em fluidos bioldgicos depende de suas propriedades
quimicas, da matriz biolégica e do material de acondicionamento usado. A estabilidade
determinada para um tipo de matriz e de material de acondicionamento especifico nao pode
ser extrapolada para outros (ANVISA,2003).

As condi¢oes de realizacdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais
condi¢cdes de manuseio e andlise das amostras. Para isso, devem ser avaliadas: a estabilidade
do analito nas condicdes de andlise,apds armazenagem de longa duracdo (congelamento) e de
curta duracdo (a temperatura ambiente) e apds ciclos de congelamento e descongelamento

(ANVISA, 2003).

v Estabilidade apoés ciclos de congelamento e descongelamento

Normalmente as amostras sdo congeladas e descongeladas para re-andlises. Por esse
motivo, a estabilidade dos analitos nas amostras bioldgicas deve ser analisada apds no minimo
trés ciclos de congelamento e descongelamento (CASSIANO et al., 2009).

Ap6s a extracdo, foi realizada a comparag@o entre as concentracdes das amostras que
foram submetidas aos ciclos de congelamento e descongelamento com as concentragdes das
amostras recém-preparadas. Como pode ser constatado pelos valores de p obtidos (p > 0,05) e
pelos valores de CV inferiores a 15% (Tabela 17), a OXY e a DEO mantiveram-se estaveis a
ciclos de congelamento e descongelamento, pois nao houve diferenca significativa entre os

resultados das amostras comparadas.

Tabela 17 -Estabilidade da OXY e da DEO em urina apés ciclos de congelamento e descongelamento

Concentracio na urina (ng/mL)

Ciclo OXY DEO

de congelamento 120 300 200 750

e descongelamento” Valor de p 0,32 0,76 0,16 0,78
cv® (%) 14,1 3.4 3.4 3.2

*n = 6, n = nimero de replicatas, compreendendo as amostras frescas e do ciclo de congelamento e

descongelamento

b S . ~
CV = coeficiente de variacdo, expresso em porcentagem.

v Estabilidade de curta duracio
A estabilidade do analito em matrizes biolégicas € geralmente critica, mesmo em

curtos periodos de tempo e, portanto, é importante analisar a estabilidade dos compostos na
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matriz em temperatura ambiente (estabilidade antes do processamento) para verificar a
necessidade de condi¢des especiais de preservacdo da amostra (HARTMANN et al., 1998).
Quando as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por um periodo de 12 horas, nao
foi observada a degradac@o dos analitos, j4 que a comparacdo com amostras frescas também
submetidas ao processo de extra¢do obteve p > 0,05 (Tabela 18), o que significa que ndo ha
diferenca significativa entre as amostras, ou seja, as amostras sao estdveis quando mantidas a
temperatura ambiente por um curto periodo de tempo. Os CVs também mantiveram-se em

valores inferiores ao estabelecido pela literatura (CV < 15%).

Tabela 18 - Estabilidade de curta durag@o para OXY e DEO em amostras de urina

Concentracio na urina (ng/mL)

. OXY DEO

Estabilidade de

curta duragﬁoa 120 300 200 750
Valor de p 0,31 0,13 0,66 0,60
cv® (@) 7.0 11,7 10,6 33

“n =6, n = ndmero de replicatas, compreendendo as amostras frescas e da estabilidade de curta duragdo
b S . ~
CV = coeficiente de varia¢do, expresso em porcentagem.

v Estabilidade de longa duracao

Alguns problemas podem ocorrer quando amostras bioldgicas sdo armazenadas por
por longos periodos de tempo, como a adsor¢do dos analitos no recipiente ou degradacdo dos
compostos de interesse, com consequente formacdo de metabdlitos e outras substincias
(CASSIANO et al., 2009). Por esse motivo, a estabilidade de longa duracdo deve ser
estabelecida. Neste estudo, amostras de urina fortificadas com OXY e DEO foram mantidas
em freezer por um periodo de uma semana. Apds este periodo as amostras foram
descongeladas e submetidas ao processo de extracdo. As concentragdes obtidas foram
comparadas com os valores de amostras recém-preparadas.Os resultados, apresentados na
Tabela 19, mostram que ndo hd diferenca significativa entre as amostras, uma vez que 0s

valores de p sdo maiores que 0,05 para as duas concentracdes analisadas.
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Tabela 19 - Estabilidade de longa duracio para OXY e DEO em amostras de urina

Concentracio na urina (ng/mL)

N OXY DEO

Estabilidade de

longa duraciio® 120 300 200 750
Valor de p 0,06 0.83 0,59 078
cv® (%) 12.1 12,5 9.6 13,5

“n =6, n = ndmero de replicatas, compreendendo as amostras frescas e da estabilidade de longa duragéo
b . . . ~
CV = coeficiente de variacdo, expresso em porcentagem.

v Estabilidade pds-processamento

Problemas de instabilidade podem ocorrer ndo somente na matriz biolgica e durante o
tratamento das amostras, como também nas amostras processadas. Assim, € necessario avaliar
a estabilidade dos analitos no solvente em que foram reconstituidos e na temperatura em que
permanecem antes das andlises por tempo superior ao programado para completar todas as
andlises (CASSIANO et al, 2009). Os resultados,presentes na Tabela 20, mostram que nao ha
diferenca significativa entre as amostras, uma vez que os valores de p sdo maiores que 0,05

para as concentragdes baixas e altas de OXY e DEO analisadas.

Tabela 20 - Estabilidade da OXY e da DEO pds-processamento

Concentracio na urina (ng/mL)

OXY DEO

Estabilidade

pés-processamento” 120 300 200 750
Valor de p 0,61 0,91 0,70 0,97
cv® @) 13.5 44 11,0 77

* n =10, n = nimero de replicatas, compreendendo as amostras recém processadas e apOs 24 horas de

processamento
® CV = coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem.
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5. CONCLUSOES

v Foi possivel analisar a OXY e a DEO por eletroforese capilar, com tempo de
migragao de 7,42 e 7,12, respectivamente e separacdo entre os picos com resolugao de 3,1.

v A técnica de DLLME utilizada para a extracdo da OXY e DEO em amostras de
urina foi adequada e, de acordo com os parametros avaliados, a melhor condi¢do para
extragdo foi obtida com o uso de 140 pL de tetracloreto de carbono (solvente extrator) e 260
puL de acetonitrila (solvente dispersor) e tempo de extracdo de 2 minutos.

v As caracteristicas de desempenho analitico avaliadas apresentaram resultados
satisfatorios e de acordo com a legislacdo vigente.

Portanto, foi possivel desenvolver um método rdpido, ficil e confidvel para analisar e
quantificar a OXY e a DEO em amostras de urina por eletroforese capilar usando a DLLME

como técnica de preparo de amostra.
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovacao do projeto pelo Comité de Etica

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

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

Of. CEP/FCFRP n°. 37/2011
dvp

Ribeirdao Preto, 30 de maio de 2011.

N

A
PROF.2 DR.* CRISTIANE MASETTO DE GAITANI

DCF
FCFRP-USP

Prezado Senhora,

O Comité de Ftica em Pesquisa da FCFRP/USP aprovou, em sua 90°
Sessdo Extraordinéria, realizada em 27/05/2011, o projeto de pesquisa intitulado
“ANALISE DE OXIBUTININA E DE NN-DESETILOXIBUTININA EM URINA POR ELETROFORESE

CAPILAR”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEF/FCFRP n°.

205.
Em atendimento & Resolugdo 196/96, lembramos que deverd ser

encaminhado ao CEP o relatério final da pesguisa e a publicacdo de seu resultado,

para acompanhamento, bem como comunicada qualquer alteracdo, intercorréncia ou

interrupcdo do mesmo.
Atenciosamente,

Pror:. DR*. MARIA REGIN.
Coordenadora do CEP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP
Comité de Etica em Pesquisa — cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 36024213 ou 3602-4216 — Fax: (16) 3602-4892
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ERRATA
Folha Paragrafo/linha Onde se 1€ Leia-se
ii Linha 1 The dispersive Dispersive
ii Linha 10 with and
il Linha 12 time times
il Linha 15 were was

SR %
9 Figura 5 O\/\ |\ \C(\/\ N J\

& oH A

Tolteroding Tolterodina
11 Tabela 1 pug/mL pg/L
22 Item 3.1.2. Par4grafo 2 foram obtidos foi obtido
23 Item 3.1.5. Par4grafo 2 a base base
28 Item 3.2.4.6. Pardgrafo 1 na fase para a fase
32 Linha 1 processadas processada
55 Tabela 12 Fuabetado = 3,00 Flabelado = 4,28

60 Linha 1 concentracdo do BGE pH do BGE



