UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIASFARMACEUTICASDE RIBEIRAO PRETO

Avaliacdo da microextracao liquido-liquido disper siva para andlise de
oxibutinina e de N-desetiloxibutinina em urina por eletroforese capilar

Bruna JulianaMoreira

Ribeirdo Preto
2012



RESUMO

MOREIRA, B. J. Avaliacdo da microextracao liquido-liquido dispersiva para analise de
oxibutinina e de N-desetiloxibutinina em urina por eletroforese capilar. 2012. 79 f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
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A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) é uma técnica de preparo de amostra
baseada no equilibrio de distribuicdo do analito entre a fase doadora (amostra) e a fase
aceptora (solvente organico) em um sistema ternario de solventes. Foi desenvolvida em 2006
por Rezaee e colaboradores para a determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos
em amostras de &gua 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 urinaria, e 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 solucéo de eletrdlito, tensdo de 30
kV, temperatura de 30°C e deteccdo em 204 nm. Nestas condigbes 0 tempo de migragdo 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 NaCl e cujo pH foi gustado para 11. O solvente para a extracéo
consistiu de uma mistura de 140 pL de tetracloreto de carbono (solvente extrator) e 260 pL de
acetonitrila (solvente dispersor), que permaneceram em contato com a amostra por dois
minutos. A avaliagdo das caracteristicas de desempenho analitico apresentou faixa linear de
90-300 ng/mL para a OXY e 187,5-750 ng/mL para a DEO. A recuperacéo absoluta foi de
71,4 e 60,9% e o limite de quantificagdo foi de 90 e 187,5 ng/mL para a OXY e DEO,
respectivamente. Os estudos de precisdo e exatiddo apresentaram coeficientes de variagdo e
erros relativos inferiores a 15% e as amostras foram estaveis nos estudos de estabilidade.
Portanto, foi possivel desenvolver um método rapido, facil e confiavel para analisar e
quantificar aOXY e a DEO em amostras de urina por CE, usando a DLLME como técnica de
preparo de amostra.

Palavras-chave: eletroforese capilar, microextracao liquido-liquido dispersiva, oxibutinina, N-
desetiloxibutinina, urina.
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1.1. Eletroforese capilar

Técnicas que empregam a eletromigracdo em capilares t€ém se tornados populares na
area da quimica analitica, especialmente no campo da bioanalise (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 focalizagao 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
separacao 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 sdo empregadas como técnicas alternativas e complementares a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — “high performance liquid chromatography’’) em analises de
rotina (MAYER, 2001; NATISHAN, 2005).

As técnicas de eletromigracao apresentam alta resolucdo e eficiéncia de separagao,
pardmetros importantes para técnicas de separacdo, principalmente para a anélise de fArmacos
em amostras bioldgicas (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 producdo 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 varios 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 optico 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 ¢ uma das técnicas de eletromigracao
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 i0nicos ou ionizaveis sob influéncia de um campo elétrico
(BOONE et al., 1999; SKOOG, 2002).

Um esquema tipico de um sistema de CE ¢ mostrado na Figura 1. Os principais
componentes sdo: uma fonte de alta tensao, eletrodos de platina, um capilar, um sistema de
detec¢do conectado a um sistema de aquisicdo de dados, um sistema de introdugdo de amostra
e dois reservatdrios contendo solucdo de eletrdlitos (BGE - “background electrolyte™)

(BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005).

Sistema de aquisigdo

Anodo

Capilar

(&)
Amostra

Solugdo de eletrolitos

/!

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

O capilar de CE ¢ 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 concentragdes variam de 5-200 mmol/L e com intervalo de pH de 2 a 11
(TAVARES, 1997).

Para cada andlise, o tubo capilar ¢ preenchido com uma solu¢do de BGE conveniente,
geralmente uma solugdo tampao aquosa. A solugdo da amostra € injetada pela extremidade
frontal do capilar, usualmente o anodo, por substitui¢do de um dos reservatorios da solugdo de
BGE por outro que contém a amostra (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005). O volume
injetado ¢ da ordem de nanolitros (ASSUNCAO 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: inje¢do hidrodinamica, por
sifonagem e eletrocinética. A injecao hidrodinamica ¢ realizada aplicando-se pressao no
reservatdrio contendo a amostra ou pela aplicagdo de vacuo no reservatorio contendo solucao
de BGE na outra extremidade do capilar. A inje¢ao por sifonagem ¢ feita por deslocamento de
liquido devido a diferenca de altura dos reservatorios de amostra e de BGE e a injecao
eletrocinética ¢ realizada pela aplicacdo de um potencial, geralmente entre 5 e 15 kV, por
alguns segundos. O ultimo tipo de inje¢do apresentado ¢ discriminatério, ja que a amostra
injetada dependera da relagdo carga/massa dos solutos presentes, e ¢ menos preciso e robusto
de que a inje¢do hidrodindmica, na qual ocorre uma simples transferéncia de volume
(MAYER, 2001; TAVARES, 1996). Para amostras biologicas como plasma e urina que
variam em composicdo e condutividade, o modo de inje¢do 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 tensao sao imersos novamente nos dois reservatorios contendo solucdo 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 ¢
conectado a um fio terra, o que resulta na obtencdo de um anodo (+) e um catodo (-),
respectivamente (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005).

A aplicagdo de potencial elétrico através do capilar permite, entdo, a ocorréncia de
movimentos eletroforéticos e eletrosmoticos. A deteccdo dos compostos separados ¢ realizada
na extremidade terminal do capilar (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005; TAVARES,
1996).
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1.2. Principio datécnica de separacdo

Basicamente, a seletividade em CE ¢ 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, cations migram em dire¢do ao catodo e os anions migram em dire¢dao ao
anodo e quanto maior a carga ¢ menor o tamanho do ion, maior ¢ a mobilidade (BONATO;
JABOR; de GAITANI, 2005), que pode ser expressa pela Equagdo 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).

Equacao 1: LE = 9
6 Tnr

Outro fator que contribui para a separa¢do, além da mobilidade eletroforética, ¢ o
fluxo eletrosmotico (EOF — “electroosmotic flow”). O EOF ¢ uma das mais distintas
propriedades das técnicas de eletromigragdo 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 hidrodindmico apresenta um perfil parabdlico ou laminar, ocasionando um
alargamento das bandas. J4 em técnicas de eletromigracdo, o perfil do EOF ¢ 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 - Comparagéo entre as técnicas de HPLC e de eletromigragdo, como, por exemplo a CE. Em

A: diferenga entre os perfis dos fluxos e em B: comparagao entre as eficiéncias (adaptado de HARRIS,
2008; HARVEY, 2000).

O EOF ¢ proporcional ao potencial zeta (¢ ) e dependente da constituicdo quimica,
viscosidade (1) e constante dielétrica (¢) da solucdo de BGE (FEKETE; SCHMITT-
KOPPLIN, 2007), como pode ser observado pela Equacao 2, da mobilidade eletrosmotica .

€6

Equacio 2: FRED ==

4mn

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 atracdo
da superficie e ¢ bastante elevado em meio bésico, decrescendo rapidamente entre pH 8,0 e
4,0 e praticamente estabilizando em meio acido (TAVARES, 1996).

Em valores de pH acima de quatro, ocorre a ionizacdo dos grupos silanois acidos
(SiOH) da parede interna do capilar (TAVARES, 1996). Estes grupos silanois dissociados
(Si0") atraem cations (contra ions) para a regido imediatamente adjacente a sua superficie,
formando a camada rigida ou fixa. A concentracdo de contra ions decresce com a distancia e,
eventualmente, aproxima-se do valor da concentragdo dos ions na solugdo formando a camada
difusa (Figura 3). Quando um campo elétrico ¢ disposto tangencialmente a superficie, forcas
elétricas atuam na camada difusa, causando o movimento unilateral de ions em direcdo ao

eletrodo de carga oposta. Estes ions durante a migracdo arrastam o solvente com eles,
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induzindo um fluxo de solugdo como um todo, conhecido como EOF (HARRIS, 2008;

SKOOG et al., 2008; TAVARES, 1996).
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Figura 3 - Esquema representando a origem do fluxo eletrosmotico (adaptado de HARVEY, 2000).

O tempo de migragao total de um analito est4, portanto, relacionado a sua mobilidade
eletroforética (LE) e a mobilidade eletrosmotica (LEO), promovida pelo EOF (Figura 4). O
termo mobilidade aparente (LA), ¢ medido a partir do tempo de migracdo (Ty,) e corresponde
a soma de pE e pEO (Equacdo 3), que podem ter sinais opostos (HARRIS, 2008;
WEINGERBER, 2000), sendo que para solutos neutros pE ¢ igual a zero e para solutos

carregados negativamente, LE tem sinal negativo.
Equagdo 3: pA =pE + uEO=(1L/Ty, V)

na qual: 1= comprimento efetivo do capilar - distancia até o detector (cm),
V = tensdo aplicada (kV),
L = comprimento total do capilar (cm).
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Figura 4 — Representagcdo 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 urinaria com ou sem
incontinéncia urindria, com aumento da frequéncia de mic¢do e nocturia (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 ¢
a incontinéncia urindria, definida como condicdo de perda involuntéaria 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 ¢ 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 ligagdo 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 espontidnea durante a fase de enchimento da bexiga, com consequente
diminuicdo da frequéncia uriniria e da intensidade de contracdo do musculo 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 fAirmacos 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).
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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 (DEO)

A OXY (CpH3NOs) ¢ um farmaco com propriedades antiespasmoddicas e
anticolinérgicas, sendo utilizada para o tratamento de incontinéncia urinaria 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 hidrofobica (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 administracao 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 farmacodindmicos e farmacocinéticos: um
carbono assimétrico, um grupo éster ¢ uma amina terciaria (MIYAMOTO et al., 1994).

O tempo de meia vida da oxibutinina (forma farmacéutica de liberacdo imediata)
administrada por via oral ¢ de duas a trés horas em pessoas saudaveis (ABRAMS;
ANDERSSON, 2007; ANDERSSON; CHAPPLE, 2001; BIRNS et al., 2000; REIZ; SALEM;
DARKE, 2007), sendo extensivamente metabolizada pelas enzimas hepaticas do citocromo
P450 (principalmente pelas isoenzimas CYP3A4) a varios metabdlitos, sendo a DEO seu
principal metabolito 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)
glicolico seu principal metabolito inativo (MICHEL; HEDGE, 2006). Tanto o farmaco como
o metabdlito ativo ligam-se fortemente as proteinas plasmaticas (mais de 99%)
(MIZUSHIMA et al., 2007a) e competem pelo mesmo sitio de ligagdo da glicoproteina 4cida
(SHIBUKAWA et al., 2002a). Menos de 0,1% da dose administrada ¢ eliminada de forma
inalterada na urina (ABRAMS; ANDERSSON, 2007).

\ 7/
OH SN N OH AN
o ” o P
o) o)
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
concentragdo plasmatica versus tempo da OXY e da DEO sdo parecidos, porém a

concentragdo maxima e a area 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 reducdo da pressdo intravesical e da frequéncia de contragdo da musculatura
(COMAR; SUZUKI-KEMMELMEIER; BRACHT, 2003), porém, as atividades
farmacologicas nao sdo restritas ao trato urinario (bloqueio nao seletivo dos receptores
muscarinicos) levando a efeitos sistémicos como constipagdo, sensacdo de boca seca,
confusdo, visdo turva e taquicardia, que sdo os principais efeitos adversos que contribuem
para a ndo adesdo 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 parotidas e
moderadamente na bexiga e prostata. Ja o subtipo M,, por sua vez, predomina na bexiga,
colon e coracdo. A OXY tem maior afinidade pelos receptores M3 € a DEO também contribui
para a ocupacdo de longa durag¢do dos receptores muscarinicos da glandula salivar, pois tem
maior afinidade por este tecido do que pela bexiga urinaria, logo a dose administrada muitas
vezes ¢ ajustada pela presenga 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 concentragdes plasmaticas do metabolito (Tabela 1) estejam relacionadas com uma
menor tolerabilidade ao tratamento (GUAY, 2003), sendo os efeitos colaterais minimizados
com a administrag¢ao transdérmica (ANDERSSON; CHAPPLE, 2001; ERDEM; CHU, 2006;
FONSECA et al., 2008; GUAY, 2003; MIZUSHIMA et al., 2007b) ou com formulagdes orais
de liberacao 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 didria administrada Concentracdo plasmatica média (ug/mL)
OoXY DEO
<10 mg 2.4 2,0
11-15 mg 3,9 33

>20 mg 6,3 5,4
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Em relagdo a suas propriedades fisico-quimicas, pode ser observado na Tabela 2 que
sdo compostos hidrossoluveis quando estao em baixos valores de pH, por estarem carregados
positivamente devido a presenca 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 degradacdo quimica da OXY ocorre por clivagem da
ligacdo éster e segue cinética de primeira ordem e seu tempo de meia vida de degradagao ¢ de
14 minutos calculado em valor de pH 12 (MIYAMOTO et al., 1994). Para condigdes aquosas
ou de exposicdo a luz UV-visivel e ao calor nenhuma degradagdo foi observada (PAI;

DUBHASHI, 2010).

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

Propriedades fisico-quimicas OoXY DEO

Massa molecular 357,49 329,43

Regides aceptoras de hidrogénio 4 4

Regides doadoras de hidrogénio 1 2
Ko/aa25°CepH 10 12900 4210

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

pKa 11,95+0,29 e 8,24 £ 0,25 11,94+ 0,29 ¢ 7,56 + 0,10

A anélise de medicamentos em amostras bioldgicas fornece informagdes valiosas
sobre biodisponibilidade, metabolismo, toxicologia, farmacocinética e farmacodindmica
(BOONE et al., 1999; REZAEE et al., 2010). Porém, para a analise da oxibutinina ¢ de seu
metabolito 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 andlise
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 analise da OXY em amostras de
bexiga. Alguns trabalhos também realizaram, por andlise frontal de alta eficiéncia, a
determinagdo da ligacdo da OXY e da DEO as proteinas plasmaticas (SHIBUKAWA et al.,
2002a; SHIBUKAWA et al.,, 2002b). Para o preparo das amostras varios dos métodos
descritos na Tabela 3 utilizaram a extrag¢ao liquido-liquido (LLE - “liquid liquid extraction™)

para a extragdo da OXY e da DEO.
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Tabela 3 - Métodos descritos na literatura para separacdo e quantificagdo da OXY e da DEO em

matrizes bioldgicas

Com.p.osto Amostra TecmcaNde Técnicade sgparagap/ LIQ Referéncia
guantificado extracao Coluna efase movel utilizada
Enantiémeros | b HPL(?.- Coluna Cll.nralpa{( AD_/' 250 FONSECA et al.,
OXY ¢ DEO Plasma LPME exano: isopropanol: §tano (95:4:1 ng/mL 2008
v/v/v) + dietilamina 0,3%
Fnantiémer LC -MS/MS- Coluna Chiralpak AD/ KOLBAH;
OXY (e) D%(())s Plasma LLE hexano: isopropanol: dietilamina - ZAVITSANOS,
(90:10:0,1 v/v/v) 1997
Enantiémeros LC—MS/MS.,— Coluna? Atlantis dC18/ 02 MIZUSHIMA
OXY ¢ DEO Plasma SPE metanol:agua (75:25 v/v) + 10 ng/mL
mmol/L de acetato de amonio etal., 2007a
Amosiras HPL.CT Col}ma Ultrasphere OD§/ ' MASSOUD et al..
(0):4¢ de bexioa LLE acetonitrila - agua - acetato de amonio 5 ng/mL 1999
& 1mol/L (85:13:2, V/Iv/v)
HPLC - Coluna Techsil 5 pm CN /
OXY ¢ DEO Plasma LLE tampao fosfato 0,02 mol/L pH 6,2: - HUGHES etal,
1992
metanol (60:40 v/v)
LC-MS/MS- Coluna C18 X Terra/ 0,1 .
OXY ¢ DEO Plasma LLE 90% metanol ng/mL KIM; HAN, 2003
LC- MS/MS- Coluna RP 18/ Sem 0,5 KONTANI et al.,
OXY e DEO Plasma SPE informagdes de fase movel ng/mL 2006
OXYeDEO  Plasma  LLE CG-MS / Hélio . OKLOKLRA,

YAMADA, 2005

LIQ - limite inferior de quantificagdo

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 - microextragdo em fase sélida (SPME — “solid phase microextraction”)
SPE - extragdo em fase s6lida (SPE — “solid phase extraction™)

Em relacdo a andlise da OXY em formulagdes farmacéuticas, poucos trabalhos sdo

descritos na literatura e fazem wuso principalmente da cromatografia liquida (PAIL

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

Composto - . Comprimento de -
quantificado Técnica de separagéo onda Referéncia
HPLC - Coluna Zorbax SB-Cyano/ tampio )
OXY e impurezas aquoso trietilamina 0,2%: acetonitrila (49:51 205 nm PAL DUBHASHI,
2010
v/v) pH 6,3
OXY e impurezas CE/ MEECK - HP-B-CD 195 nm GIANNINTI et al.,
2009
Enantidmeros da  HLPC - Coluna Diamonsil C18/ acetonitrila: 293 nm TANG etal., 2011

00:4'¢ 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 microemulsdo

1.5. Microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME — “dispersive liquid-
liquid microextraction™)

A preparagdo da amostra ¢ uma etapa de extrema importancia para a obtengdo 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; FARAIJI, 2010).

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

Na tultima década, esfor¢os foram realizados visando o desenvolvimento de técnicas de
preparo de amostra eficientes, rapidas e economicas (REZAEE; YAMINI; FARAIJL 2010). A
miniaturizacdo das técnicas ja existentes alcangou esses objetivos (OJEDA; ROJAS, 2009;
REZAEE; YAMINI; FARAIJIL 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008). Dentre as
técnicas desenvolvidas destacam-se: a SPME primeiramente citada por Arthur e Pawliszyn, a
LPME desenvolvida por Jeannot e Cantwell e a microextragdo em gota suspensa (SDME -
“single drop microextraction”) (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; MORADI; YAMINI;
BAHERI, 2011; REZAEE et al., 20006).
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Tendo em vista a necessidade de técnicas mais eficazes para a analise ambiental,
Rezaee et al. desenvolveram, em 2006, a DLLME e a utilizaram para a determinacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras de agua.

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

A razdo entre o volume de fase aceptora (solvente extrator) ¢ 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 ¢ alcangado rapidamente
devido a utilizagdo de um sistema ternario de solventes (amostra aquosa, solvente dispersor e
solvente extrator), tornando a extracdo 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 soluvel tanto na fase
doadora quanto na fase aceptora, o que permite a dispersdo 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
extragdo. 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 condigdes: ter maior
densidade que a dgua, ndo ser soluvel 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 1-undecanol, 1-
dodecanol, 2-dodecanol e n-hexadecano (OJEDA; ROJAS, 2009).

A Figura 7 mostra o sistema ternario 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 analise (D) (FARAJZADEH; DJOZAN; BAKHTIYARI, 2010;

KOCUROVA et al., 2012; REZAEE et al., 2006; ZANG et al., 2009).

|

Injegdo da Remogdo
solugdo solvente do solvente
extrator/solvente extrator
dispersor

I

Formagio |.i:if
da solugdo |4 Centrifugaga Goticulas
EVS do solvente
Amostra extrator
(A) (B) (C) (D)

Figura 7 - Procedimento da microextragdo 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 = Vang

Equagdo 4: Vsed x 100

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

Alguns fatores podem afetar a eficiéncia desta microextragdo: o solvente extrator e

dispersor escolhido, o volume de solvente extrator e dispersor utilizado, a temperatura, o pH

da amostra e a adi¢ao 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 recuperagao do analito, alto fator de enriquecimento e

baixo impacto ecoldgico, j4 que as quantidades de solventes utilizados sdo muito pequenas
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(OJEDA; ROJAS, 2009; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; YAZDI; RAZAVI;
YAZDINEJAD, 2008; ZANG et al., 2009).

As desvantagens da técnica sdo: todo o processo de extragdo ¢ 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; ZAREI; GHOLAMIAN, 2011).

A utilizagdo da técnica ¢ 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 estagio inicial (SHAMSIPUR; FATTAHI,
2011) apesar de apresentar boa perspectiva para uso (CHEN et al., 2011).

m2006 =m2007 =m2008 =m2009 =m2010 =2011 =mai/l2

129

DLLME DLLME em amostras aquosas

Figura 8 - Publicagdes da DLLME encontradas desde a criagdao da técnica por busca realizada na
plataforma de pesquisa Web of Knowledge.

Portanto, ¢ necessario explorar a técnica para a extracdo em matrizes biologicas e
buscar a associacdo desta técnica de extracdo com outras técnicas analiticas (ZANG et al.,
2009). Trabalhos descritos na literatura mostram a associagdo de DLLME com GC
(BERIJANI et al., 2006; OJEDA; ROJAS, 2009), espectrometria de absor¢do atomica (AAS —
“atomic absorption spectrometry”) (REZAEE; YAMINI; FARAIJI, 2010) e HPLC
(MASHAYEKHI et al., 2010; XIONG et al., 2009), todavia, até o0 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 utilizagdo da DLLME para a extragdo da OXY e da DEO de amostras de urina,

tendo como técnica de andlise a CE.

= DLLME/CE mDLLME/Urina

8

2010 1011

mai/12

Figura 9 - Publicagdes da DLLME envolvendo CE e amostra bioldgica (urina) encontradas por busca

realizada na plataforma de pesquisa Web of Knowledge.
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5. CONCLUSOES

4 Foi possivel analisar a OXY e a DEO por eletroforese capilar, com tempo de
migracdo de 7,42 e 7,12 , respectivamente e separagdo entre os picos com resolucdo 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 condicdo para
extracdo foi obtida com o uso de 140 uL de tetracloreto de carbono (solvente extrator) e 260
nL de acetonitrila (solvente dispersor) e tempo de extracao de 2 minutos.

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

Portanto, foi possivel desenvolver um método rapido, facil e confiavel 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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