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RESUMO

MOREIRA, B. J. Desenvolvimento e validacao de técnicas de microextracio para analise
do fluconazol em fluidos biolégicos. 2018. 134 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O fluconazol (FLU) ¢ um antifingico de amplo espectro de acdo desenvolvido na década de
80. Sua analise em amostras bioldgicas ja foi descrita utilizando varias técnicas de preparo
como a extragdo liquido-liquido, em fase solida, a ultrafiltracdo e a precipitacao de proteinas.
No entanto, estas extragdes requerem trabalho laboratorial intenso e, muitas vezes, o uso de
grandes volumes de solventes orgédnicos. Assim, o objetivo deste estudo foi o
desenvolvimento de métodos para a quantificacdo do fluconazol em amostras de liquor
utilizando a microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e em amostras de plasma
utilizando a microextragdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME). Para a defini¢do das
condicdes de extragdo do FLU foram utilizados delineamentos fatoriais fracionados e
delineamentos compostos centrais. A condicdo estabelecida para extracdo por DLLME
utilizou apenas 200 pL de liquor e cloroféormio e isopropanol como solvente extrator e
dispersor, respectivamente. Para a HF-LPME a condicdo de extracdo selecionada fez uso de
500 puL de plasma, sendo a precipitacdo de proteinas realizada com Na,SO4. A fibra de
polipropileno de 13 cm foi impregnada com solugio de octanol:Adogen® 464 (90:10, v/v), a
fase aceptora foi composta por NaCl 1 mol.L" e varias amostras foram extraidas
simultaneamente. Para a analise nos dois métodos foi utilizada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos, sendo a fase movel composta por etanol e agua.
A validacdo dos métodos procedeu-se de acordo com os guias da ANVISA e EMA e foi
obtida faixa linear de analise de 0,25 a 62,5 pg.mL'l, recuperagdo de 70 % para o FLU e de 81
% para a fenacetina por DLLME e o intervalo linear de 1,0 a 62,5 pg.mL"™, com recuperacgao
de 12 % para o FLU por HF-LPME mediada por carreador. Os valores de precisdo e exatidao
permaneceram dentro dos limites recomendados, as amostras mantiveram-se estaveis e 0s
métodos foram seletivos e ndo apresentaram efeito residual, sendo aplicados para
determinagdo da concentracdo do FLU em amostras de um paciente em tratamento para
neuromicose utilizando o farmaco estudado. Portanto, os métodos desenvolvidos utilizaram
baixos volumes de solventes e de amostra, apresentaram faixa linear ampla, que permite a
analise de amostras de pacientes que fazem uso de diferentes esquemas terapéuticos e, até o
momento, sdo os unicos métodos descritos que fizeram uso de técnicas de microextragdo para
a analise do FLU em amostras biologicas.

Palavras-chave: Fluconazol. Microextracao liquido-liquido dispersiva. Microextragdo em fase
liquida com fibra oca mediada por carreador. Liquor. Plasma.
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ABSTRACT

MOREIRA, B. J. Development and validation of liquid microextraction techniques for
fluconazole analysis in biological fluids. 2018. 134 f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Fluconazole (FLU) is a broad-spectrum antifungal agent developed in the 80’s, which analysis
in biological samples has already been described using several sample preparation techniques
such as liquid-liquid extraction, solid-phase extraction, ultrafiltration and protein
precipitation. These extractions require intensive work and sometimes the use of large
amounts of organic solvents, thus, the aim of this study was the development of two methods
for FLU quantification in cerebrospinal fluid (CSF) samples by dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) and in plasma by using hollow fiber liquid phase microextraction
(HF-LPME). For extraction optimization, fractional factorial designs and central composite
designs were employed. The condition established for DLLME used 200 pL of CSF and
chloroform and isopropyl alcohol as extraction and disperser solvents. For HF-LPME method
the extraction was performed with 500 pL of plasma and protein precipitation with Na;SOs.
Also, a 13 cm polypropylene fiber impregnated with octanol: Adogen® 464 (90:10, v/v) and
an acceptor phase consisting of NaCl 1 mol L ™' were used and several samples were extracted
simultaneously. Quantification for both methods was performed using high performance
liquid chromatography with diode array detector and the mobile phase was composed of
ethanol and water. The validation was performed according to ANVISA and EMA guidelines
and for DLLME method a recovery of 70% for FLU and 81% for phenacetin and a linear
range from 0.25 to 62.5 pg.mL™ were obtained. For carrier mediated HF-LPME method a
range from 1.0 to 62.5 pg.mL™" and a recovery of 12% for FLU were achieved. The precision
and accuracy values were within the recommended limits, samples kept stable and the
developed methods were selective, had no residual effect and were applied to determine the
FLU concentration in samples of a patient treated for neuromycosis. Therefore, the developed
methods used low solvent and sample volumes and showed wide linear range, which allows
the analysis of samples from patientes that make use of different therapeutic schemes and, so
far, are the only ones described in literature that are based on microextraction techniques for
FLU analysis in biological samples.

Keywords: Fluconazole. Dispersive liquid-liquid microextraction. Carrier mediated hollow
fiber liquid phase microextraction. Cerebrospinal fluid. Plasma.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Fluconazol (FLU)

Os fungos sdo micro-organismos encontrados em varios ambientes como solo, agua,
ar, plantas e animais. Algumas espécies apresentam potencial patogénico para o homem e
podem levar ao desenvolvimento de micoses, que podem ser superficiais, subcutineas ou
sistémicas. Para o tratamento destas doencas sdo utilizados os antifingicos, contudo a
terapéutica pode ser limitada por problemas de seguranca, baixa eficiéncia e resisténcia
microbiana (CORREA; SALGADO, 2011).

Até a década de 1940, o tratamento de infeccdes sistémicas era limitado a poucas
substancias. A era da quimioterapia antifungica teve inicio com a disponibilizagdo da
anfotericina B na década de 1950, farmaco que continua sendo o tratamento padrdo para
infec¢des graves até hoje, porém, os efeitos adversos relacionados a infusdo e a
nefrotoxicidade relacionada a dose levaram a busca por compostos menos toxXicos € que
pudessem ser administrados por via oral e intravenosa (LEWIS, 2011). Por isso, a partir da
década de 70, os compostos imidazdlicos foram inseridos na pratica clinica, fornecendo a
possibilidade de administracao por via oral e largo espectro de acdo. Por fim, na década de 90,
os compostos triazolicos foram descobertos, apresentando além das vantagens dos compostos
imidazolicos, uma maior atividade e biodisponibilidade (MARTINEZ, 2006).

Os azois sdo farmacos totalmente sintéticos e com tempo de meia-vida
suficientemente longo para permitir uma terapia de uma a duas doses diarias. O seu
mecanismo de acdo ¢ baseado na inibicdo da biossintese do ergosterol, que ¢ o principal
componente da membrana celular dos fungos (CORREA; SALGADO, 2011; EKIERT;
KRZEK; TALIK, 2010) e sdo classificados em imidazdlicos e triazdlicos, de acordo com o
anel pentagonal de sua estrutura quimica (Figura 1). Os imidazolicos apresentam trés
carbonos e dois atomos de nitrogénio (cetoconazol e miconazol) e os triazolicos apresentam
trés atomos de nitrogénio e dois de carbono (fluconazol, itraconazol, voriconazol e
posaconazol) (MARTINEZ, 2006), sendo que os ultimos t€m sitios de acdo mais especificos e
inibem a enzima citocromo P450 lanosterol 14-a-demetilase (Figura 2), o que compromete a
sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e leva ao acimulo de 14-o-metilesterdis,
compostos capazes de desagregar o arranjo compacto das cadeias aciclicas de fosfolipidios.
Desta maneira, ocorre o comprometimento das fungdes de sistemas enzimaticos ligados a
membrana, como as enzimas do sistema de transporte de elétrons e a ATPase, o que ocasiona

a inibigio do crescimento dos fungos (agdo fungistatica) (CORREA; SALGADO, 2011;
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EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010).

Figura 1 - Estrutura quimica dos antifingicos azélicos
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Figura 2 - Mecanismo de agdo dos triazdis
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Fonte: elaborada pelo autor, com base em Corréa e Salgado (2011) e Ekiert, Krzek e Talik (2010).

O FLU ¢ um bistriazol desenvolvido na década de 1980 (BAFELTOWSKA;
BUSZMAN, 2005; HILLIS et al., 2004; WATTANANAT; AKARAWUT, 2006). E um
antifungico de amplo espectro de agio (BAFELTOWSKA; BUSZMAN, 2005), indicado para
o tratamento de dermatomicoses (HILLIS et al., 2004), meningites (BAFELTOWSKA;
BUSZMAN, 2005; CORREA: SALGADO, 201 1) e candidiases orofaringea, esofigica,
vaginal e profunda (CORREA; SALGADO, 2011; PORTA, CHANG, STORPIRTIS, 2005).
Também tem impacto na redugdo de infeccdes por Candida sp. em pacientes com neutropenia
(CORREA; SALGADO, 2011), assim como pode ser 1util na prevengdo de infecgdes em
pacientes submetidos a quimioterapia e radioterapia (JEBALIYA et al., 2013), na prevengao e
no tratamento de infecgdes em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(GROSS et al., 2001; HILLIS et al., 2004) e na prevengao de sepse em pacientes queimados
(SANTOS et al., 2010).
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Este farmaco pode ser administrado por via intravenosa (CORREA; SALGADO,
2011; EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010) ou por via oral. A biodisponibilidade, quando ¢
administrado oralmente, & superior a 90 % (CARRASCO-PORTUGAL; FLORES-
MURRIETA, 2007; JOVANOVIC et al., 2005; KIM et al., 2007), ndo sofrendo influéncia da
presenga de alimentos ou de alteragdes no pH gastrico (COUSIN et al., 2003; WILDFEUER
et al., 1997). Concentragdes plasmaticas de 4,6 ¢ 9 pg.mL" foram alcancadas no estado de
equilibrio, ap6s a administracdo de doses multiplas de 200 e 400 mg, respectivamente
(COUSIN et al., 2003). Ja quando o tratamento foi realizado com 800 mg por dia valores de
concentragdo no soro de 17 a 60,5 pg.mL" foram obtidos (SCHIAVE et al., 2018). Por se
difundir facilmente, o FLU também pode ser encontrado em liquor (CSF), escarro, saliva e
leite. No CSF as concentragdes correspondem de 50 a 90 % dos niveis plasmaticos
(CORREA; SALGADO, 2011; EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010) como observado por
Bafeltowska e Buszman (2005) que, por meio de andlise de amostras provenientes de
pacientes com meningites coccidioidal e criptocdcica mostraram que doses de 50-400 mg por
dia promovem a penetragdo substancial do FLU neste fluido.

O FLU ¢é um composto pouco metabolizado e a maior parte do farmaco administrado
(80 %) ¢ eliminado inalterado na urina (BELAL et al., 2014; CARRASCO-PORTUGAL;
FLORES-MURRIETA, 2007; EERKES; SHOU; NAIDONG, 2003). A baixa metabolizacao
deve-se a estabilidade do anel triazolico ao ataque oxidativo, ao bloqueio estérico da hidroxila
e ao bloqueio da hidroxilagdo aromatica fornecida pela presenga dos dois atomos de fluor
(CORREA; REICHMAN; SALGADO, 2012). Aproximadamente 11 % do FLU sdo
excretados na urina como metabolitos (JOVANOVIC et al., 2005), tendo sido identificados
por Brammer et al. (1991) os conjugados glicuronideos do fluconazol e o fluconazol N-6xido.
Logo, a via renal é responsavel por mais de 90 % da eliminagdio (CORREA; SALGADO,
2011) e o farmaco apresenta tempo de meia-vida de 25-30 horas (BAFELTOWSKA;
BUSZMAN, 2005; CORREA; SALGADO, 2011).

Este antifungico possui ligacdo as proteinas plasmaticas de 11-12 %
(BAFELTOWSKA; BUSZMAN, 2005; CARRASCO-PORTUGAL; FLORES-MURRIETA,
2007; CORREA; SALGADO, 2011; KIM et al., 2007) e pode ter sua concentragdo plasmatica
diminuida pelo uso concomitante de indutores do CYP3A, como a rifampicina. Ao mesmo
tempo, seu uso pode reduzir o metabolismo de medicamentos como a ciclosporina, a
fenitoina, o ritonavir e a varfarina pela inibicdo do citocromo P450 (CYP), principalmente o

CYP3A (MORAES et al., 1999).
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As principais reacdes adversas do FLU sdo erupgdes cutaneas, nausea, vomito, dor
abdominal, dor de cabeca e alopecia em pacientes que fazem tratamento prolongado com
doses diarias de 400 mg (CORREA; SALGADO, 2011).

O FLU ¢ uma base fraca, com log P = 0,5 a 37 °C e féormula molecular C;3H;,F>N¢O.
E um composto que apresenta alta estabilidade em solugdo aquosa e trés valores de pKas:
11,01 £ 0,29; 2,94 + 0,10 e 2,56 = 0,12 (Figura 3). Além disso, o grupamento fenil contendo
halogénios presente em sua estrutura promove o aumento da atividade antifungica e da
solubilidade em 4gua, com consequente melhora de sua biodisponibilidade (CORREA;

SALGADO, 2011; CORREA; REICHMAN; SALGADO, 2012).

Figura 3 - Estrutura quimica do FLU e grupos relacionados a sua ionizagdo

pKa=2,56+0,12
N
\ pKa=11,01+0,29

F

pKa=2,94 +0,10

Fonte: elaborada pelo autor, com base em Corréa, Reichman e Salgado (2012).

A determinacdo da concentragdo de FLU em fluidos biologicos pode auxiliar na
defini¢ao da dose a ser administrada (DECOSTERD et al., 2010; SAFAEI et al., 2015) ¢ ¢ de
relevancia clinica no tratamento de infec¢des causadas por fungos com baixa susceptibilidade
ao farmaco, em pacientes com adesdo terapéutica duvidosa ou em tratamentos com
medicamentos que interferem em seu metabolismo e quando a farmacocinética ¢ imprevisivel
(pacientes queimados, com rapido declinio da fun¢do renal ou em hemodialise) (COCIGLIO
et al., 1996; EGLE; TRITTLER; KUMMERER, 2004; MAJCHERCZYK et al., 2002;
SANTOS et al., 2010). Entretanto, para se realizar a quantificacdo de farmacos em matrizes

bioldgicas uma etapa de preparo de amostra ¢ geralmente realizada com o intuito de extrair e
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concentrar os analitos e remover grande parte dos componentes enddgenos da matriz
(PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003; XIA et al., 2012). Para isto, técnicas como a extracao
liquido-liquido (LLE), a extracdo em fase solida (SPE), a precipitacdo de proteinas e a
filtracdo em membranas podem ser utilizadas. Uma das caracteristicas da maioria destas
técnicas ¢ o uso de quantidades relativamente altas de solventes, que podem oferecer risco a
saude humana e podem ser prejudiciais ao meio ambiente (KOHLER; SCHAPPLER;
RUDAZ, 2013). Outro inconveniente ¢ que, muitas vezes, ¢ requerido o uso de pelo menos
um mililitro de amostra bioldgica, o que dificulta a determinagdo quando a quantidade ¢
limitada.

Como pode ser visto na Tabela 1, para a andlise do FLU em plasma, os métodos
descritos na literatura utilizaram a LLE, a SPE, a precipitacdo de proteinas e a ultrafiltracdo e
para a analise em CSF os métodos descritos utilizaram a LLE e a SPE, sendo que até o
momento, nenhum estudo foi realizado para a determinacdo do FLU em matrizes

bioldgicas fazendo uso de técnicas de microextragao.
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Tabela 1 - Métodos descritos na literatura para quantificagdo de FLU em amostras biologicas

(continua)

Matriz biolégica  Método de Método de Limite de Referéncia

(quantidade) extracio quantificacio quantificacio

Liquor (20 uL) SPE automatizada LC-HRMS 0,040 pg.mL’1 (QUetal., 2017)

Liquor (500 pL) LLE GC-ECD 0,100 uyg.mL"  (REGE et al., 1992)

Liquor (500 pL) LLE HPLC-UV 0,200 pg.mL'  (WALLACE, et al., 1992)

Liquor (1 mL) SPE HPLC-UV 1,560 pg.mL”'  (BAFELTOWSKA;
BUSZMAN, 2005)

Liquor (-------- ) LLE HPLC-UV 0,500 pg.mL™"'  (SCHIAVE, et al., 2018)

Plasma (20 pL) SPE automatizada LC-HRMS 0,040 pg.mL'  (QUetal., 2017)

Plasma (50 pL) PPT LC-MS/MS 0,010 pg.mL"'  (TOUSSAINT et al., 2017)

Plasma (50 pL) LLE LC-MS 0,500 ug.mL'1 (EERKES; SHOU;
NAIDONG, 2003)

Plasma (70 pL) PPT LC-MS/MS 0,010 uyg.mL" (WU et al., 2009)

Plasma (100 uL)  PPT UPLC-MS/MS 0,010 pygmL"  (DECOSTERD et al., 2010)

Plasma (100 uL)  PPT LC-MS 0,050 pg.mL™"  (HILLIS et al., 2004)

Plasma (100 pL) LLE GC-ECD 0,010 pg.mL"  (BEIJNEN etal., 1991)

Plasma (100 uL) SPE automatizada LC-MS/MS 0,014 pg‘mL'1 (BESTE; BURKHARDT,
KAEVER, 2012)

Plasma (160 uL) SPE in-line LC-MS/MS 0,001 pg.mL™"  (MITCHELL et al., 2010)

Plasma (200 puL) LLE HPLC-UV 0,400 pg.mL"'  (SANTOS et al., 2010)

Plasma (200 pL) LLE MEKC 0,125 pg.mL'  (VONHEEREN et al., 1996)

Plasma (200 pL) SPE off-line LC-MS/MS 0,001 pg.mL"  (MITCHELL et al., 2010)

Plasma (240 uL) Ultrafiltragao HPLC-UV 0,195 pg‘mL’1 (MAJCHERCZYK et al.,
2002)

Plasma (300 puL) SPE HPLC-UV 0,050 pg.mL"'  (GORDIEN et al., 2009)

Plasma (400 pL) LLE HPLC-UV 0,200 ug.mL'1 (SASONGKO et al., 2003)

Plasma (450 puL) PPT HPLC-UV 0,061 ug.mL'1 (SAFAEI et al., 2015)

Plasma (500 uL)  -------- HPLC-UV 0,400 ug.mL"  (COCIGLIO et al., 1996)

Plasma (500 pL) LLE HPLC-UV 0,050 pg.mL"'  (KIM et al., 2007)

Plasma (500 puL) LLE HPLC-UV 0,100 ug.mL'1 (KOKS et al., 1995)

Plasma (500 uL)  LLE HPLC-UV 0,200 pg.mL"  (WALLACE, et al., 1992)

Plasma (500 uL)  LLE HPLC-UV 0,250 pg.mL"'  (PORTA, CHANG,
STORPIRTIS, 2005)

Plasma (500 uL)  LLE GC-ECD 0,100 pg.mL"  (REGE et al., 1992)

Plasma (500 puL) SPE HPLC-UV 0,200 ug.mL'1 (WATTANANAT;
AKARAWUT, 2006)

Plasma (500 uL) SPE LC-MS/MS usado como IS (BHARATHI et al., 2008)

Plasma (1 mL) SPE MEKC 0,125 ug.mL'1 (VONHEEREN et al., 1996)
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Tabela 1 - Métodos descritos na literatura para quantificagdo de FLU em amostras biologicas
(conclusdo)

Matriz biolégica  Método de Método de Limite de Referéncia

(quantidade) extracio quantificacio quantificacio

Plasma (1 mL) LLE HPLC-UV 0,125 pgmL"'  (LIEW etal., 2012)

Plasma (1 mL) LLE HPLC-UV 0,200 pg.mL"'  (MCLACHLAN et al., 2001)

Plasma (1 mL) LLE HPLC-UV 0,100 pg.mL"'  (CARRASCO-PORTUGAL;
FLORES-MURRIETA, 2007)

Plasma (1 mL) Nao realizada HPLC-UV 1,090 pg‘mL’1 (BELAL etal., 2014)

Plasma (-------- ) LLE HPLC-UV 0,500 pg.mL"  (DE SOUSA etal., 2011)

Plasma (-------- ) LLE HPLC-UV 0,050 pg.mL"'  (YUAN et al., 2014)

Plasma (-------- ) PPT UPLC-MS/MS 0,010 pgmL"  (SONG et al., 2015)

Plasma (-------- ) PPT LC-MS/MS 0,100 ug.mL'1 (VERDIER et al., 2010)

Sangue (300 nL)  SPE HPLC-UV 0,500 pg.mL"  (ZHANG et al., 2008)

Soro (20 uL) PPT UPLC-MS/MS 1,000 pgmL"'  (BASU etal., 2017)

Soro (100 pL) PPT LC-MS/MS 0,500 pg.mL"'  (ALFFENAAR et al., 2010)

Soro (150 uL) SPE in-line HPLC-UV 0,650 pg.mL"'  (EGLE; TRITTLER,;
KUMMERER, 2004)

Soro (500 pL) LLE HPLC-UV 0,200 pg.mL"'  (WALLACE, et al., 1992)

Soro (1 mL) LLE HPLC-UV 0,300 pg.mL'  (JOVANOVIC et al., 2005)

Soro (-------- ) PPT LC-MS/MS 0,060 pg.mL"'  (CHAHBOUNI et al., 2010)

Soro (-------- ) LLE HPLC-UV 0,500 ug.mL'1 (SCHIAVE, et al., 2018)

Saliva (250 pL) LLE HPLC-UV 1,000 uygmL"  (KOKS et al., 1995)

Urina (1 mL) LLE HPLC-UV 2,000 pg.mL'  (MCLACHLAN et al., 2001)

Urina (1 mL) LLE HPLC-UV 0,250 ug.mL'1 (BARANOWSKA;
MARKOWSKI;
BARANOWSKI, 2009)

Urina (1 mL) Nao realizada HPLC-UV 1,090 pg.mL"'  (BELAL etal., 2014)

Urina (1 mL) SPE HPLC-UV 1,280 ug.mL'1 (HERMAWAN et al., 2013)

LLE - extragdo liquido-liquido, PPT - precipitacdo de proteinas, SPE - extragdo em fase solida, (-------
-) - informag@o ndo encontrada, GC-ECD - cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons,
HPLC-UV - cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV, LC-MS - cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, MEKC - cromatografia eletrocinética micelar, LC-HRMS -
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo, UPLC-MS/MS -
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem, LC-MS/MS
- cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem.

Ja& dentre as técnicas analiticas, a maioria utilizou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) como demonstrado nos trabalhos de revisdo de Corréa e Salgado (2011) e

Ekiert, Krzek e Talik (2010). Também estdo disponiveis métodos utilizando a cromatografia
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gasosa (GC), a eletroforese capilar (CE), a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em tandem (UPLC-MS/MS) e a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) (Tabela 1).

Assim, esta tese descrevera o desenvolvimento de métodos para a quantificagdo do
FLU em amostras biologicas empregando microextra¢des liquidas: a microextragdo em fase
liquida com fibra oca (HF-LPME) para amostras de plasma e a microextragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) para amostras de CSF e fara uso de delincamentos experimentais para a

otimizagdo das condi¢des analiticas.

1.2 Delineamento experimental

Tradicionalmente em quimica analitica, a avaliagdo da influéncia dos parametros sobre
a resposta ¢ estudada de forma isolada para cada varidvel, ou seja, a variavel de interesse &
estudada em varios niveis enquanto as demais variaveis envolvidas no processo sdo mantidas
em valores fixos. Entre as desvantagens da utilizagdo desta estratégia estdo a impossibilidade
de avaliar a interagdo entre os fatores, o alto nimero de experimentos necessarios e o alto
consumo de reagentes e de tempo para a realizacdo das analises (BEZERRA et al., 2008).

Os inconvenientes apresentados podem ser estrategicamente solucionados pela
aplicacdo dos delineamentos experimentais (FERREIRA et al., 2004; ORLANDINI; GOTTI;
FURLANETTO, 2014), cujo uso tem aumentado nos ultimos anos devido ao aumento da
transferéncia de conhecimentos e da colaboragdo entre universidade e industria, a larga
difusdo de programas estatisticos € a necessidade de andlise sistematica dos dados
experimentais (ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2014).

Estudos publicados recentemente abordam o seu uso nas areas de métodos analiticos
em geral (FERREIRA et al., 2004; FERREIRA et al., 2007a; KUMAR et al., 2014), métodos
cromatograficos (FERREIRA et al., 2007b; HIBBERT, 2012), métodos eletroforéticos
(HANRAHAN; MONTES; GOMEZ, 2008; ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2014;
SENTELLAS; SAURINA, 2003) e para a otimizagdo de técnicas de extragdo (GIACOMINO
etal., 2011; STALIKAS et al., 2009).

Os delineamentos podem ser classificados como de primeira ordem, que estdo
geralmente relacionados com a triagem dos fatores que exercem influéncia na eficiéncia do
método e as variaveis sdo estudadas em apenas dois niveis (DEJAEGHER; HEYDEN, 2011;

FERREIRA et al.,, 2004) e em delineamentos de segunda ordem, que por serem mais



1 INTRODUCAO GERAL 11

complexos, podem ser utilizados para a obten¢do das condi¢des Otimas de andlise apds a
identificacdo dos fatores importantes para o processo (FERREIRA et al., 2007a).

Entre os de primeira ordem estdo: o delineamento de Plackett-Burman - P-B
(KHODADOUST; HADIMOHAMMADI, 2011; PANAGIOTOU; SAKKAS; ALBANIS,
2009), o delineamento fatorial fracionado (FFD) (SERESHTI; KHOJEH; SAMADI, 2011) e
o delineamento fatorial completo (CFD) (FERREIRA et al., 2007a). O CFD ¢é comumente
preterido em relagdo ao FFD quando o numero de varidveis € superior a quatro, ja que seu
niamero de experimentos ¢ calculado pela formula 2%, sendo k o ntimero de variaveis. E o
delineamento P-B, por sua vez, ¢ um tipo particular de delineamento fatorial fracionado, no
qual sdo obtidos apenas os efeitos principais, devido ao reduzido nimero de experimentos da
matriz gerada (BIANCHI; CARERI, 2008).

Ja entre os de segunda ordem estdo: o delineamento de Box-Behnken (BBD), o
delineamento Doehlert e o delineamento composto central (CCD) (FERREIRA et al., 2007a).

O BBD permite estimar coeficientes de interacdo de primeira e segunda ordens
(BORGES et al., 2009) e ¢ mais econdmico e eficiente que os delineamentos 3k,
principalmente quando o numero de variaveis ¢ grande (BEZERRA et al., 2008). Outra
caracteristica deste delineamento € ndo possuir combinagdes nas quais todos os fatores estdo
simultaneamente nos seus niveis altos e baixos, o que evita a realizacdo de experimentos em
condigoes extremas (FERREIRA et al., 2007a; LI et al., 2013) e seus fatores sdao avaliados em
trés niveis (-1, 0, +1) (BEZERRA et al., 2008).

Ja 0 CCD constitui-se de um delineamento fatorial 2 com pontos adicionais (pontos
estrelas) e pelo menos um ponto no centro da regido experimental para a obtencdo de
ortogonalidade ou rotacionalidade (FERREIRA et al, 2004; KHODADOUST;
HADJMOHAMMADI, 2011). E o delineamento mais popular para a otimizagio de métodos
(HIBBERT, 2012) e todos os fatores sdo estudados em cinco niveis (-a, -1, 0, +1, +a)
(BEZERRA et al., 2008).

Por fim, o delineamento Doechlert apresenta alta eficiéncia, com distribui¢do uniforme
dos intervalos entre os niveis e possibilidade de deslocamento da matriz para outra regido
experimental utilizando-se de pontos adjacentes previamente estudados. Neste delineamento,
as variaveis podem ser estudadas em diferentes niveis, porém com a desvantagem de ndo
apresentar rotacionalidade (BEZERRA et al., 2008).

Desta forma, tem-se que os principais passos para a execucdo de experimentos

envolvem as etapas descritas na Figura 4. Primeiramente devem ser selecionados os fatores
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(variaveis independentes) e a regido experimental deve ser delimitada. Caso a estratégia
selecionada seja a de delineamentos simultaneos, um delineamento de primeira ordem pode
ser realizado com a finalidade de realizar a triagem dos fatores de maior relevancia para o
estudo e para a identificacdo de possiveis interacoes. Na auséncia de interacdes entre as
varidveis, pode-se seguir o estudo com a realiza¢do de estudos univariados com mais de dois
niveis, porém, quando as interacdes sdo identificadas nesta etapa, deve-se selecionar um
delineamento de segunda ordem para ser utilizado (BBD, CCD ou delineamento Doehlert). A
partir dos dados gerados, pode-se entdo desenvolver a metodologia de superficie de resposta
(RSM) assim como pode ser definida a condi¢do 6tima de andlise realizando-se o célculo da
desejabilidade (BEZERRA et al., 2008; MASSART et al., 2008).

A RSM ¢ uma das mais relevantes técnicas multivariadas utilizadas na otimizagao de
procedimentos analiticos e compde um conjunto de técnicas estatisticas e matematicas que se
baseiam no ajuste de uma equagio polinomial aos dados experimentais. E ttil para a previsao
do comportamento do sistema (BEZERRA et al., 2008), podendo ser obtidos graficos que
auxiliam na previsdo da resposta e para a obtencdo dos valores Otimos para cada fator
estudado (BEZERRA et al., 2008; DEJAEGHER; HEYDEN, 2011).

O célculo da desejabilidade, por sua vez, ¢ uma funcdo muito utilizada em
metodologias multicritérios. Neste caso, as propriedades medidas para cada resposta sdo
transformadas em uma escala de desejabilidade sem dimensdo, que varia de d = 0 para
resposta completamente indesejavel até d = 1 para resposta totalmente desejada, o que torna
possivel a combinagao de resultados obtidos de variaveis com diferentes ordens de magnitude.
A desejabilidade total (Do) € definida como a média geométrica ponderada das

desejabilidades individuais (d). (BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2007a).
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Figura 4 - Principais etapas de realizacéio de experimentos para a otimizagdo de uma resposta
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Fonte: elaborada pelo autor, com base em Massart et al. (1998).

Nos capitulos apresentados nesta tese a otimizacdo das condi¢des de extragdo do FLU

a partir de amostras de plasma ¢ CSF foram realizadas com o auxilio de FFD, CCD, RSM ¢

Dtota1~
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(WATERSON, 2007)
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2 OBJETIVOS
Desenvolver e validar métodos para analise do FLU em amostras bioldgicas (plasma e
CSF), utilizando como técnicas de preparo de amostra as microextracoes HF-LPME e

DLLME.

2.1 Objetivos especificos

- Avaliar as condigdes para analise do FLU por HPLC-PDA;

- Desenvolver e validar um método para analise do FLU em amostras de CSF por
DLLME com o auxilio de delineamentos experimentais;

- Desenvolver e validar um método para analise do FLU em amostras de plasma por
HF-LPME com o auxilio de delineamentos experimentais;

- Aplicar os métodos desenvolvidos e validados em amostras biologicas de um
paciente que realizou tratamento com o FLU no Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeirao Preto/USP (HCFMRP/USP).
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(WATERSON, 2007)

3 CAPITULO 1

Desenvolvimento de um método para andlise do fluconazol em amostras de

liquor por DLLME/HPLC-PDA
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(WATERSON, 2010b)
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3.1 INTRODUCAO
3.1.1 As técnicas de microextracio

Analises de amostras biologicas sdo de dificil realizacdo devido a complexidade da
matriz, as baixas concentragoes dos analitos e de seus metabolitos ¢ ao limitado volume das
amostras, porém, sdo importantes para obten¢do de informagdes farmacocinéticas,
toxicocinéticas, de bioequivaléncia e para investigagoes forenses e de exames antidoping em
esportes (PRABU; SURIYAPRAKASH, 2012; ZARGAR; HATAMIE, 2014).

A LLE ¢ uma técnica de preparo de amostras amplamente aceita e muito utilizada para
a analise de farmacos em fluidos biologicos. Embora seja bastante robusta, ela demanda
trabalho laboratorial intenso, apresenta baixo potencial de automacao, tendéncia a formagao
de emulsdo e requer o uso de grande volume de solventes de alta pureza, o que também
contribui com a producdo de residuos laboratoriais (EBRAHIMPOUR; YAMINI; ESRAFILI,
2011; ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007).

Assim, com o intuito de desenvolver técnicas de preparo de amostra eficientes, rapidas
e econdmicas que pudessem diminuir o volume de amostra e o uso de solventes toxicos,
esforcos foram realizados visando o uso de solventes ambientalmente adequados ou a
miniaturizacdo das técnicas ja existentes (AGUIRRE et al., 2015; OJEDA; ROJAS, 2009;
PROSEN, 2014; REZAEE; YAMINI; FARAJL 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD,
2008). Neste ultimo grupo apresentado destacam-se as microextragdes em fase solida (SPME)
(CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; REZAEE et al., 2006) ¢ as microextracoes em fase
liquida (LPME). As LPMEs utilizam quantidade de solvente da ordem de microlitros
(ZARGAR; HATAMIE, 2014) e podem ser divididas em trés categorias principais: HF-
LPME, a microextragdo em gota suspensa (SDME) e a DLLME (CALDAS; COSTA;
PRIMEL, 2010; MORADI; YAMINI; BAHERI, 2011; REZAEE et al., 2006; ZARGAR;
HATAMIE, 2014).

3.1.2 DLLME

A DLLME ¢ uma técnica de microextracdo em fase liquida, desenvolvida por Rezaee
et al. em 2006 e que foi primeiramente utilizada para a determinagdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos em amostras de 4gua. E baseada, assim como a LLE, no equilibrio de
distribuicdo do analito entre as fases, todavia, o estado de equilibrio ¢ alcangado rapidamente
devido a utilizagdo de um sistema terndrio de solventes composto por solvente extrator,
solvente dispersor e amostra aquosa, sendo que o solvente dispersor proporciona aumento da

area de contato entre o analito a ser extraido e o solvente extrator e acelera o processo de
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transferéncia de massa (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; LOPEZ-DARIAS et al.,
2010; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009).

A utilizagdo da DLLME ¢ mais difundida para o preparo de amostras em matrizes
simples como amostras de dgua. Entretanto, atualmente esta técnica tem sido utilizada para
matrizes complexas como alimentos e amostras biologicas. Podem ser citados como exemplos
para matrizes bioldgicas os trabalhos de Mashayekhi et al. (2010) para analise de
carbamazepina em amostras de dgua, plasma e urina, de Saraji, Boroujeni e Bidgoli (2011)
para analise de fentanil, alfentanil e sufentanil em amostras de plasma e urina, de Moreira et
al. (2015) para quantificacdo de oxibutinina e seu metabdlito em amostras de urina e de
Alcantara et al. (2016) para a determinagdo de levetiracetam em amostras de plasma. Todavia,
ressalta-se que a DLLME nunca foi utilizada para a extracdo de farmacos que possam estar
presentes no CSF, talvez devido a dificuldade de obten¢do deste tipo de matriz.

Esta microextracdo pode ser realizada utilizando-se solventes extratores de alta ou
baixa densidade, desde que estes sejam insoliveis na amostra e capazes de extrair o0 composto
de interesse (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al., 2008; YAN et al.,
2011; ZANG et al., 2009). Os solventes de alta densidade comumente utilizados sdo os
hidrocarbonetos halogenados como clorobenzeno, cloroférmio, tetracloreto de carbono,
diclorometano e tetracloroetileno (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al.,
2008; ZANG et al., 2009) e entre os solventes de baixa densidade estao: 1-undecanol, n-
hexadecano, 2-dodecanol, 1-decanol e¢ 1-dodecanol (AHMADI-JOUIBARI; FATTAHI,
SHAMSIPUR, 2014; HOU et al., 2014; JIA et al., 2013). Além dos solventes acima
mencionados, pode-se utilizar liquidos i6nicos, que podem ser injetados diluidos em sistemas
analiticos como o equipamento de HPLC e sdo menos toxicos (RAO; RAJU; VALI, 2013). Ja
os solventes dispersores t€ém como principal caracteristica serem soliveis tanto na fase
doadora quanto na fase aceptora e os mais empregados sdo o metanol, o etanol, a acetonitrila,
a acetona ¢ o tetraidrofurano (AHMADI-JOUIBARI; FATTAHI; SHAMSIPUR, 2014; HUO
etal., 2011; YAN et al., 2011; ZANG et al., 2009).

A extracdo procede-se de acordo com a Figura 5. O solvente extrator e o solvente
dispersor sdo rapidamente injetados na amostra aquosa com uma seringa € €sse pProcesso
promove a formacdo de uma solucdo turva. Apos a centrifugagdo, as goticulas do solvente
extrator se depositam na parte inferior do tubo de fundo conico e sdo retiradas com uma
microsseringa para posterior analise (FARAJZADEH; DJOZAN; BAKHTIYARI, 2010;
KOCUROVA et al., 2012; REZAEE et al., 2006; ZANG et al., 2009).
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Os volumes normalmente utilizados em DLLME sdo de 20 a 100 pL de solvente
extrator e de 0,5 a 2 mL de solvente dispersor. O volume de amostra varia entre 5 e 10 mL e o
tempo de extracdo compreendendo o preparo da amostra, injecdo dos solventes e a etapa de
centrifugacdo ¢ geralmente inferior a 10 minutos (LEONG; FUH; HUANG, 2014). Logo, as
vantagens desta técnica incluem simplicidade de operacdo, baixo tempo de extracdo, rapidez,
baixo custo, alto fator de enriquecimento e alta recuperacdo do analito (OJEDA; ROJAS,
2009; REZAEE; YAMINI; FARAIJL 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008; ZANG
et al., 2009).

Figura 5 - Procedimento da DLLME

Injecio dos solventes
extratore dispersor

Analise
—__ UL

Amostra Solucao Coleta do
turva solvente extrator
Fonte: Saraji e Boroujeni (2014) - reproduzida e traduzida com permissao da Springer.

A principal desvantagem da técnica ¢ a necessidade de centrifugacdo, etapa de maior
duragio e que dificulta a automagcio da técnica (ANDRUCH et al., 2012; KOCUROVA et al.,
2012; REZAEI et al., 2008).

A avaliacdo dos fatores como forga i6nica e pH da amostra, tipo de solvente extrator e
dispersor, volume de solvente extrator e dispersor empregado pode ser realizada com o intuito
de aumentar a eficiéncia de extragdo desta técnica (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; HUO
et al.,, 2011; REZAEE et al., 2006). Fatores como tempo de extragdo, velocidade e tempo de
centrifugacdo também podem ser considerados para a realizacdo dos experimentos

(PANAGIOTOU; SAKKAS; ALBANIS, 2009).
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3.1.3 Classificacio da DLLME

Entre as DLLMEs que fazem uso de solventes de baixa densidade encontram-se: a
DLLME baseada na solidificacdo da gota suspensa (DLLME-SFO), a DLLME com quebra da
emulsdo por solvente (LDS-SD-DLLME) e a DLLME com auxilio de dispositivos especiais
de extracdo (LEONG; FUH; HUANG, 2014) (Figura 6).

A DLLME-SFO foi introduzida por Khalili-Zanjani et al. em 2007 e, embora utilize
um volume de solvente muito reduzido, possui taxa de extragdo inferior em relagdo a
DLLME convencional. Na DLLME com auxilio de dispositivos especiais de extracdo, a
adicdo de agua a amostra é realizada com o objetivo de auxiliar a expulsdo do solvente
extrator do dispositivo utilizado e a LDS-SD-DLLME néo necessita de centrifugagdo, sendo
realizada em no maximo 2 a 3 minutos, pois faz uso de um solvente desemulsificante, como a
acetona, para a separagdo de fases (LEONG; FUH; HUANG, 2014).

Ja entre as DLLMEs com solventes extratores de alta densidade estio a DLLME
convencional, que utiliza solventes clorados, a DLLME com solventes de menor toxicidade
(LT-DLLME), desenvolvida por Leong et al. em 2010, e que utiliza solventes como o
bromocicloexano (EMIDIO; DA SILVA; DE MARCHI, 2015) ¢ o 1-bromo-3-metilbutano
(LEONG et al., 2010; LEONG; FUH; HUANG, 2014; PENG et al., 2016) e a DLLME com
liquidos i6nicos (IL-DLLME) (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).

Além disso, para auxiliar na dispersdo dos solventes na amostra podem ser utilizados o
micro-ondas, o ultrassom, o vortex, a agitacdo manual e a agitacdo magnética e como
substitutos do solvente dispersor podem ser empregados tensoativos e ar (LEONG; FUH;

HUANG, 2014; ZHANG et al., 2011).
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Figura 6 - DLLME com solventes de baixa densidade
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A DLLME baseada na solidificacdo da gota suspensa esta representada em A, a DLLME com quebra
da emulsdo por solvente esta representada em B e alguns dos dispositivos especiais de extragdo que
podem ser utilizados estdo demonstrados em C.

Fonte: Leong, Fuh e Huang (2014) e Kocurova et al. (2012) - reproduzida e traduzida com
permissdo da Elsevier.
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(WATERSON, 2008)

3.2 OBJETIVOS
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3.2  OBJETIVOS

Os objetivos sdo:

- Avaliar as condicdes para analise do FLU por HPLC-PDA;

- Desenvolver e validar um método para extracdo do FLU em amostras de CSF por
DLLME com o auxilio de delineamentos experimentais;

- Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de um paciente que realizou

tratamento com o FLU no HCFMRP/USP.
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3.3  MATERIAL, CASUISTICA E METODOS
3.3.1 Analise do FLU por HPLC
3.3.1.1 Equipamento

As andlises foram realizadas utilizando-se um cromatografo a liquido da marca
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japdo) composto por uma bomba LC-20T, injetor SIL-10AF,
forno CTO-20A, detector SPD-M20A, controlador CBM-20A, desgaseificador DGU-20A5R,
valvula LPGE Kit e software LC Solutions.

3.3.1.2 Colunas cromatograficas

Os testes iniciais foram realizados em coluna Lichrospher® RP 18 (125 mm x 4,6 mm,
5 um) e coluna de guarda Lichrospher® RP 18 (10 mm x 4,6 mm, 5 um). Os testes
subsequentes foram realizados em coluna Ascentis® Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7
um) e coluna de guarda Ascentis® Express C18 (3 mm x 4,6 mm, 2,7 pm). A primeira coluna
foi adquirida da Merck (Darmstadt, Alemanha) e a segunda da Supelco (Bellefonte, Estados
Unidos).

3.3.1.3 Reagentes e solventes

A agua ultrapura utilizada no preparo da fase movel foi obtida do sistema de
purificacdo de agua da marca Gehaka, modelo MS 2000 (Sdo Paulo, Brasil). Todos os
solventes organicos utilizados foram de grau cromatografico. O metanol e a acetonitrila foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e o etanol foi adquirido da J.T Baker (Phillipsburg,
Estados Unidos). A trietilamina (TEA) e o acido trifluoroacético (TFA) foram obtidos da
Sigma Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos).

3.3.1.4 Soluc¢des padriao

O FLU e a fenacetina, utilizada como padrao interno (IS), de pureza superior a 98 %,
foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). As solugdes estoque de
FLU e do IS (1 mg.mL'l) foram preparadas em metanol e armazenadas a -20 °C em frasco
ambar. As solugdes de trabalho nas concentragdes de 1 a 250 pg.mL™ para o FLU e de 50
pg.mL" para o IS também foram preparadas em metanol, a partir da solugio estoque, e foram

armazenadas nas mesmas condig¢des.

3.3.1.5 Selecio das condigdes analiticas

Para todos os testes foi selecionado comprimento de onda de 210 nm para visualizagao
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do pico do FLU e a concentragdo de 30 pg.mL™" de solugdo padrio de FLU. Inicialmente, com
o uso da coluna Lichrospher™ RP 18, a eluigio do FLU foi avaliada utilizando-se fase movel
composta por metanol:dgua nas propor¢des de 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 25:75 e
20:80 (v/v), vazdo de 1 mL.min" e temperatura de 30 °C. Também foi avaliada a eluigdo
utilizando-se a combinacdo acetonitrila:agua nas mesmas proporcdes utilizadas anteriormente
e nas propor¢des de 15:85 e 10:90, mantendo-se a vazdo e temperatura nos valores acima
mencionados. Devido a resultados insatisfatorios, também foi avaliada a fase movel composta
por metanol:fase aquosa na proporgdo 30:70 (v/v), adi¢do de TFA na fase aquosa (0,10 % e
0,01 %) e a adicdo conjunta de TEA 0,05 % e TFA 0,1 %.

Com o propdsito de ndo utilizar aditivos na fase movel, optou-se também por estudar
o comportamento do FLU na coluna Ascentis” Express C 18. Neste caso, foram avaliadas as
seguintes combinacdes de solventes: acetonitrila:dgua, etanol:agua e metanol:dgua nas

condicdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condigdes avaliadas para a anlise do FLU por HPLC com o uso da coluna Ascentis”
Express C 18

Solventes Proporcio Temperatura Vazio
acetonitrila:agua 50:50 2 10:90 (v/v) 30e40°C 1,0 mL.min’

metanol: agua 30:702a20:80 (v/v) 30e40°C 0,8 ¢ 1,0 mL.min"'
etanol:agua 40:60 a 10:90 (v/v) 30, 35,40 e 45 °C 0,8:0,9 ¢ 1,0 mL.min"'

3.3.1.6 Selecao do IS

A adigdo de IS ¢é importante, pois corrige erros provenientes de manipulagdes da
amostra, de variagdes em volumes de inje¢do e também pode melhorar a precisdao
(CASSIANO et al., 2009; MAYER, 2001). A escolha de um IS deve levar em consideracao a
resolucdo entre o padrdo e os compostos de interesse. Além disso, o IS deve apresentar alta
pureza, nao deve reagir com os componentes da amostra e deve possuir caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes aos compostos analisados e elui¢do em tempo de retengdo proximo aos
dos sinais analiticos dos demais analitos (LIGIERO et al., 2009). Para a sclegcdo do IS foram
avaliados os compostos que podem permanecer em sua forma ndo ionizada no mesmo
intervalo de pH que o FLU, visto que esta condi¢do contribui para a recuperacdo. Entre eles
estdo: lidocaina, tramadol, albendazol, atenolol, sinvastatina, cimetidina, sulfametazina,

fenacetina e lamotrigina.

3.3.2 Otimizacdo das condicdes para extracio do FLU de amostras de CSF por

DLLME
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3.3.2.1 Equipamentos

Foram utilizados durante esta etapa uma centrifuga Hitachi modelo CF 16RN
(Hitachinaka, Japdo), uma balanca analitica da marca Sartorius modelo MSU225P
(Goettingen, Alemanha), uma balanca Bioprecisa modelo JA3003N (Curitiba, Brasil), um
pHmetro MS Technopon modelo mPA-210 (Piracicaba, Brasil), um agitador vortex lka
modelo MS3 (Staufen, Alemanha) ¢ um banho-maria modelo 1102 da Fanem (Guarulhos,

Brasil).

3.3.2.2 Reagentes e solventes

A agua ultrapura foi obtida do sistema de purificacdo da marca Gehaka, modelo MS
2000 (Sao Paulo, Brasil). O cloroformio e o tetracloroetileno foram obtidos da Tedia
(Fairfield, Estados Unidos) e o diclorometano e a acetona da Mallinckrodt (Linkdping,
Suécia). A acetonitrila, o metanol, o isopropanol, a d-glicose e o bicarbonato de s6dio foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e o etanol da J.T. Baker (Phillipsburg, Estados
Unidos). O cloreto de sédio, o cloreto de potassio e o fosfato de sodio monobasico foram
adquiridos da Dinamica (Diadema, Brasil) e o cloreto de magnésio tetra-hidratado da Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil). Por fim, o fosfato de sodio dibasico anidro e o cloreto de calcio di-

hidratado foram obtidos da Synth (Diadema, Brasil).

3.3.2.3 Preparo das solucoes e do CSF artificial

O preparo das solugdes de trabalho contendo o FLU e o IS foi realizado de acordo com
o item 3.3.1.4. O CSF artificial foi preparado de acordo com o trabalho de Dunn, Storm e
Feller (2009) e ¢ composto por d-glicose (11 mmol.L'™"), cloreto de potassio (2,5 mmol.L™Y),
bicarbonato de sodio (26,2 mmol.L™), cloreto de sédio (119 mmol.L™), fosfato de sédio
monobésico (1 mmol.L™"), cloreto de magnésio (1,3 mmol.L") e cloreto de calcio (2,5

mmol.L™).

3.3.2.4 Selecao dos solventes extrator e dispersor

O cloroférmio, o diclorometano e o tetracloroetileno foram estudados como solvente
extrator e a acetona, o isopropanol, a acetonitrila e o etanol como solvente dispersor. O
clorobenzeno nao foi avaliado devido ao tempo necessario para sua evaporagao apos a coleta
da fase sedimentada. A combinacdo de cada solvente extrator com os quatro solventes
dispersores foi realizada de modo a se obter 12 misturas de solventes extrator/dispersor. O

procedimento foi realizado em triplicata (n = 3) em tubos de fundo conico, conforme
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diagrama descrito na Figura 7. Nesta etapa foi utilizado volume de 2 mL da solugdo tampao

fosfato de sodio para ajuste do pH da amostra.

Figura 7 - Diagrama das etapas realizadas na DLLME
Pipetar 50 pL de FLU (150 pg.mL!) +50 uL de IS (50 pg.mL)

Evaporar solvente sob fluxo
de ar comprimido

Adicionar 200 pL de CSF artificial
Agitar amostra em
vortex por 20 s
Adicionar 2 mL da soluc¢ido de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH =7,3
Agitar amostra em
vértex por 10 s
Injetar mistura de solvente extrator:dispersor (100:400 pL)

Agitar amostra em vortex por 30s e
centrifugar por S min a 2200g e 4 °C

Coletar solvente extrator (fundo do tubo) Desprezar fase aquosa

Evaporar solvente sob
fluxo de ar comprimido

Redissolver em 200 uL. de FM

I

Analise por HPLC-PDA

Fonte: elaborada pelo autor.

3.3.2.5 Identificacdo dos parametros que influenciam na eficiéncia da DLLME

As variaveis volume de solvente extrator, volume de solvente dispersor, concentragdo
de NaCl (%), tempo de agitagdo por vortex, tempo de centrifuga¢do, volume de solugdo
fosfato de sodio e pH da amostra foram inicialmente avaliadas pelo FFD (2P = 277) de
resolucdo IV, no qual k compreende o nimero de variaveis, p corresponde a ordem de
redugdo do fatorial completo e 2%/(1/2)° corresponde a quantidade de experimentos a serem
realizados (BOX; HUNTER; HUNTER, 2005). As areas do FLU e do IS foram utilizadas
como resposta, assim como o volume de fase sedimentada formada. O delineamento envolveu

a realizagdo de 16 diferentes condigdes de extragdes, que foram randomizadas e realizadas em
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triplicata n = 48 e estdo descritas na Tabela 3. Ja os niveis dos fatores avaliados encontram-se

descritos na Tabela 4.

Tabela 3 - Condigdes de extragio por DLLME realizadas no FFD 27~

Volumede  Volume de Tempo de Tempo de Volume de fosfato
solvente solvente NaCl agitacido centrifugacio de sodio

Analise extrator (uL) dispersor (uL) (%) pH (s) (min) 50 mmol.L! (mL)
1 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00  -1,00 -1,00 -1,00
2 -1,00 -1,00 -1,00 1,00 -1,00 1,00 1,00
3 -1,00 -1,00 1,00 -1,00 1,00 1,00 1,00
4 -1,00 -1,00 1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00
5 -1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00
6 -1,00 1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00 1,00
7 -1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00 -1,00 1,00
8 -1,00 1,00 1,00 1,00 -1,00 1,00 -1,00
9 1,00 -1,00 -1,00 -1,00 1,00 -1,00 1,00
10 1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00 1,00 -1,00
11 1,00 -1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00 -1,00
12 1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00
13 1,00 1,00 -1,00 -1,00  -1,00 1,00 1,00
14 1,00 1,00 -1,00 1,00 -1,00 -1,00 -1,00
15 1,00 1,00 1,00 -1,00 1,00 -1,00 -1,00
16 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Tabela 4 - Fatores e niveis para a constru¢io da matriz do FFD 27

Fatores Niveis
Baixo (-1) Alto (+1)
NaCl (%) 0 5
pH 4 10
Tempo de agitagdo (s) 0 60
Tempo de centrifugacdo (min) 2 10
Volume de solvente extrator (uL) 100 300
Volume de solugdo fosfato de sédio 50 mmol.L™ (mL) 1 5
Volume de solvente dispersor (uL) 100 700

3.3.2.6 Selecao da condicao 6tima de extracao

Apos a realizagdo do FFD procedeu-se a realizagdo do CCD para as variaveis que
apresentaram efeitos significativos na area do FLU. Foram consideradas trés variaveis
(volume de solvente extrator, volume de solugdo de fosfato de sodio 50 mmol.L" e tempo de
agitacdo) que foram avaliadas em 5 niveis (Tabela 5). O numero de pontos do CCD foi
definido pela equacdo: N = 2+ 2k + N, na qual k € o niimero de variaveis e Ny € o nimero
de pontos centrais (TALEBIANPOOR et al.,, 2014). Foram gerados 20 experimentos,

realizados em triplicata (n = 60), cujas condi¢des encontram-se dispostas na Tabela 6. As
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demais varidveis foram mantidas nos valores de 420 pL de solvente dispersor, 5 minutos de
centrifugacdo a 2200 g e 4 °C, pH da solugdo para dilui¢do da amostra (solu¢ao fosfato de
sodio) igual a 7,3 e 0 % de NaCl. Ressalta-se que o volume de solvente dispersor foi mantido
em 420 pL para garantir que em todos os testes realizados o volume de solvente extrator fosse

igual ou inferior ao volume de solvente dispersor.

Tabela 5 - Fatores e niveis utilizados no CCD

.. Pontos estrela
Niveis

(0.=1,68)
Fatores Baixo (-1) Central Alto (+1) -0 +a
Volume de solvente extrator (uL) 150 250 350 82 418
Xl(r)izﬁlﬁ-ld? niil;lgéo fosfato de sddio 50 1.0 2.5 4,0 0 5.0
Tempo de agitagdo (s) 26 58 90 4 112
Tabela 6 - Condi¢des de extragdo por DLLME realizadas no CCD
X; = volume de solvente X, = tempo de x3 = volume de fosfato de
Analise extrator (nL) agitacio (s) sédio 50 mmol.L” (mL)
1 -1,00 -1,00 -1,00
2 1,00 -1,00 -1,00
3 -1,00 1,00 -1,00
4 1,00 1,00 -1,00
5 -1,00 -1,00 1,00
6 1,00 -1,00 1,00
7 -1,00 1,00 1,00
8 1,00 1,00 1,00
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Apos a realizagdo do CCD, graficos de superficie de resposta foram construidos para
os fatores que exerceram efeito sobre a area. Para a determinagdo da condigdo na qual a
recuperagdo foi maxima foi utilizada a fung@o desejabilidade, tendo como objetivo maximizar

a resposta.
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O programa Statistica®, versdo 7 (Statsoft, Tulsa, Estados Unidos) foi utilizado para

analisar os dados do delineamento e para gerar os graficos de superficie de resposta.

3.3.3 Validacao do método

A validagdo ¢ uma etapa imprescindivel para avaliar a habilidade do método
desenvolvido em fornecer resultados precisos para sua aplicacdo rotineira (ROZET et al.,
2011), pois o bom desempenho de uma técnica analitica depende de dois fatores: da
confiabilidade estatistica dos calculos realizados no processamento ¢ da qualidade das
medidas instrumentais (RIBEIRO et al., 2008).

O protocolo de validagdo utilizado foi baseado na Resolugdo n® 27 de 17 de maio de
2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012) e no Guia para
Validagdo de Métodos Bioanaliticos (Guideline on bioanalytical method validation) da
European Medicines Agency (EMA, 2011). Foram realizados os estudos de precisdo,
exatiddo, recuperacgao, seletividade, efeito residual, curva de calibragdo referente a linearidade
e estabilidades: pos-processamento, apos ciclos de congelamento e descongelamento, de curta
e longa duracdo e também foi avaliada a estabilidade do analito e do IS em solugdo.

Para enriquecimento das amostras, foram utilizadas solugdes de trabalho em metanol
nas concentracgdes de 1,0 a 250 ug.mL'1 para o FLU e na concentragdo de 50 ug.mL'1 para o
IS. Em cada tubo de fundo conico foi realizada a adicdo de 50 puL das solu¢des do analito e do
IS e o solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido. A seguir, foram adicionados 200
pL de CSF artificial e o tubo foi agitado em vortex por 5 s. Apos a adicdo da solucdo de
fosfato de sodio 50 mmol.L", as amostras foram submetidas ao procedimento de extragio e
foram centrifugadas a 2200 g por cinco minutos a 4 °C. O solvente extrator foi coletado com
o auxilio de uma microsseringa de 250 pL e transferido para outro tubo de fundo conico e
evaporado. Os analitos foram redissolvidos em 150 pL de fase mével para a realizagdo da

analise por HPLC-PDA.

3.3.3.1 Curva de calibracao
As curvas de calibracdo foram construidas contendo seis niveis de concentragdo
(Tabela 7), realizados em quintuplicata (n = 5) no intervalo de concentracdo de 0,25 a 62,5

ug.mL'1 para o FLU no CSF.
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Tabela 7 - Niveis de concentragdo utilizados para obtengdo da curva analitica

Concentracio (ng.mL™) Classificacdo

0,25 LIQ - limite inferior de quantificagdo

0,50 CB - controle de qualidade de baixa concentracao
12,50 -

31,25 CM - controle de qualidade de média concentragéo
50,00 CA - controle de qualidade de alta concentragao
62,50 LSQ - limite superior de quantificagido

As curvas foram construidas plotando-se no eixo das abscissas a concentragdo do FLU
no CSF e no eixo das ordenadas a razdo entre as areas do analito e IS. Foram realizados o
teste de ajuste do modelo linear e a analise de regressdo pelo método dos minimos quadrados
para obtengdo da equacdo da reta e do coeficiente de correlagdo. Devido a obtengdo de
resultados insatisfatorios foi necessaria a adequacdo do modelo utilizando-se um modelo de
regressao linear ponderado. A adequagdo do modelo foi avaliada pela analise de varidncia
(ANOVA), calculando os valores de F e p, para um nivel de confianca de 95 % e graus de
liberdade n—1, por meio do programa Minitab®, versdo 18 (Minitab Inc., State College,

Estados Unidos).

3.3.3.2 LIQ

Para a determinagdo do LIQ foram realizadas analises de cinco amostras de CSF
artificial submetidas ao procedimento de extracdo. O LIQ foi calculado baseado em uma
curva de calibragio no intervalo de concentragio de 0,25 a 62,5 png.mL™ e os resultados foram

avaliados através de calculos de precisdo e exatidao.

3.3.3.3 Precisao

A precisdo foi determinada em quintuplicata e em cinco niveis de concentragdo: LIQ,
CB, CM, CA e LSQ. Foi avaliada em um mesmo dia (precisdo intracorrida) e em trés dias
diferentes (precisdo intercorridas), nas concentragdes estabelecidas na Tabela 7.

A precisdo foi expressa como coeficiente de variagdo (CV), segundo a Equacao 1:

Cv= DP x 100
Equagdo 1: CMD

na qual: DP = estimativa do desvio padrio absoluto
CMD = concentragao média determinada.

3.3.3.4 Exatidao
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A exatiddo também foi determinada em quintuplicata e em cinco niveis de
concentracao: LIQ, CB, CM, CA ¢ LSQ. Foi avaliada no mesmo dia (exatiddo intracorrida) e
em trés dias diferentes (exatidao intercorridas).

A exatidao foi expressa pelo Erro Padrao Relativo (EPR), que ¢ a porcentagem de erro
em relacdo a concentragdo nominal. Para seu calculo foram utilizadas as médias das

concentragdes obtidas nos estudos intra e intercorridas e a Equacao 2.

EPR=  concentra¢io média experimental— concentracio nominal x 100

Equacao 2: concentracio nominal

3.3.3.5 Efeito residual

Para a avaliag@o do efeito residual, que se refere ao aparecimento ou aumento do sinal
analitico devido a contaminacdo proveniente de amostras analisadas previamente, foram
injetadas trés amostras branco, sendo uma antes e duas apds a inje¢do de uma amostra
referente ao LSQ (ANVISA, 2012). Os resultados obtidos para as amostras branco foram

comparados com os resultados obtidos para o LIQ.

3.3.3.6 Seletividade

O CSF ¢ considerado uma matriz de dificil obtengdo, por isso, a seletividade foi
avaliada pela determina¢do da pureza do pico cromatografico. Para tanto, foram utilizadas
amostras de CSF artificial enriquecidas com o IS e o FLU (concentragdo referente ao LIQ) e
duas amostras de um tUnico paciente enriquecidas apenas com o IS. As purezas dos picos
obtidos para as amostras do paciente e do CSF artificial foram comparadas com as purezas
obtidas para os padrdes de referéncia, para, desta forma, verificar se possiveis componentes
endogenos ou farmacos coadministrados podem interferir na analise dos compostos de

Interesse.

3.3.3.7 Recuperacio

Para avaliar a eficiéncia do processo de extracdo, foram realizadas extragdes em cinco
niveis de concentragdes (n = 6), contemplando a faixa de linearidade do método. Para tal, a
extragdo foi realizada em conformidade com o que foi descrito no item 3.3.3 e a recuperacdo
foi definida como a razao entre as respostas das replicatas obtidas para as amostras extraidas e

as respostas dos analitos em solugdo.
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3.3.3.8 Estudo de estabilidade do fArmaco em solucio

Neste estudo foram avaliadas solu¢des armazenadas por 45 dias do analito e do IS para
as concentragoes referentes ao CB ¢ ao CA. Para isso, uma curva analitica com cinco niveis (n
= 3) foi construida. A média dos valores de respostas obtida foi comparada com os valores de

média de amostras recém preparadas.

3.3.3.9 Estudos de estabilidade do farmaco em CSF

Estudos de estabilidade apods ciclos de congelamento e descongelamento, de curta
duragdo, longa duragdo e pos-processamento foram realizados. As trés primeiras analises
foram realizadas em quadruplicata (n = 4) e a estabilidade pds-processamento foi obtida a
partir do uso de sextuplicata (n = 6). Para todos os estudos foram utilizados dois niveis de
concentragdo: CB e CA e a concentragdo de FLU foi calculada baseada em uma curva de
calibragio extraida para o intervalo de 0,25 a 62,50 pg.mL™.

Os resultados obtidos em cada condi¢do foram comparados com os valores nominais
e, para serem consideradas estaveis, as amostras devem ter variagdo inferior a 15 % em

relacdo ao valor de referéncia.

+» Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Nesta etapa foi avaliada a estabilidade do farmaco apos trés ciclos de congelamento e
descongelamento.

Amostras de CSF artificial foram enriquecidas com o padrio de FLU nas
concentragdes de 0,5 ¢ 50 pg.mL"' 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 pelo menos 12
horas e, assim sucessivamente até contemplar os trés ciclos. Apds o ultimo ciclo, as amostras
foram acrescidas do IS (50 pL da solucdo de IS na concentragio de 50 pg.mL™") e submetidas

ao procedimento de extracdo descrito no item 3.3.3.

++» Estabilidade de curta duracio

As amostras foram fortificadas com o FLU nas concentragdes de 0,5 ¢ 50 pg.mL™" ¢
foram mantidas a temperatura ambiente por 8 horas, tempo suficiente para a realizacdo das
extracdes de todas as amostras. Apos este periodo, as amostras foram acrescidas de IS e

submetidas ao procedimento de extragao descrito no item 3.3.3.
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+» Estabilidade de longa duracio

A estabilidade de longa duracgdo foi avaliada pelo enriquecimento de amostras de CSF
artificial nas concentragdes de 0,5 e 50 pg.mL" e manutengdo em freezer (-20 °C) por um
més. Apoés este periodo as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, o IS foi

adicionado e as amostras foram submetidas ao processo de extracdo descrito no item 3.3.3.

+» Estabilidade pés-processamento

A instabilidade do analito pode ocorrer dependendo do solvente utilizado para sua
reconstituicdo e da temperatura do autoinjetor (CASSIANO et al., 2009). Para avaliar a
ocorréncia deste fenomeno, seis amostras nas concentracdes referentes ao CB e ao CA foram
submetidas a extracdo e analisadas por HPLC. Em seguida, as amostras foram mantidas no
autoinjetor a temperatura ambiente ¢ foram reanalisadas ao final da corrida analitica. A
concentragdo de FLU foi determinada por uma curva de calibragdo no intervalo de

concentracgao de 0,25 a 62,50 ug.mL'l.

3.3.3.10 Determinacdao da concentracio de FLU em amostra de CSF de paciente em
tratamento

A aplicagdo do método foi realizada pelo uso de duas amostras de CSF de um tnico
paciente, portador de neuromicose, o qual realizou tratamento com o FLU no HCFMRP/USP.
Entre os critérios para inclusdo estdo: o paciente ser adulto e apresentar infec¢do fungica do
sistema nervoso central e o tratamento incluir o uso do FLU. O projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto (Anexo A).

Embora pacientes que ndo apresentam comprometimento do sistema imune possam
apresentar neuromicoses, a grande maioria dos pacientes que apresentam este quadro clinico
sdo portadoras de alguma doenca de base como cancer, diabetes, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana ou fazem uso de imunosupressores (MORITA; ISHIHARA;
KONNO, 2016). Por isso, como etapa prévia a extragcdo, as amostras foram mantidas por 30
minutos em banho-maria a 56 °C (SPIRE et al., 1985), protocolo de inativagdo de possiveis
virus presentes na amostra. Ressalta-se que o FLU mantém-se estavel na temperatura
utilizada, pois segundo Corréa et al. (2011) que realizou estudos de estabilidade deste
antifungico em diversas condigdes de estresse o FLU ndo se degradou quando mantido em

condicdo de refluxo em solug@o aquosa a 90 °C por seis horas.
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(WATERSON, 2010a)

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Analise do FLU por HPLC
3.4.1.1 Selecao das condigdes analiticas

Nos trabalhos de Kurbatova e Kharitonova (2008), Kurbatova, Kharitonova e
Finkelshtein (2008) e Kurbatova, Parshikova e Belousova (2008) foram estudadas as
retencdes de azodis em cromatografia liquida de fase reversa. Segundo Kurbatova, Parshikova
e Belousova (2008) compostos derivados de heterociclos de cinco membros sdo compostos
polifuncionais que podem interagir com a fase estacionaria e com a fase movel através de
varios sitios de sorgao.

Inicialmente, para andlise do FLU com a coluna Lichrospher™ RP 18, foram avaliados
os solventes organicos acetonitrila e metanol para composi¢ao da fase movel. Como pode ser
observado na Figura 8, os picos apresentaram perfil cromatografico inadequado, com baixa
eficiéncia e alto valor de assimetria quando o tempo de retencdo foi superior a trés e dois
minutos para as analises utilizando metanol e acetonitrila, respectivamente.

Considerando a necessidade de eluicdo do FLU em tempo superior a cinco minutos
quando se utiliza fluidos bioldgicos, optou-se por avaliar a adicdo de aditivos a fase movel
utilizando concentragdo de metanol de 30 %. Para isso, TFA foi utilizado como modificador
da fase movel nas concentragdes de 0,1 % (pH = 2,0) e 0,01 % (pH = 3,0), pois, segundo
Guan e Palmer (2006), o TFA possui efeitos sobre a protonagdo, solvatacdo e retencao
hidrofobica de compostos basicos e a variagdo de sua concentragdo promove mudangas no
perfil cromatografico, com o aumento da retencdo dos compostos triazdlicos a partir da
concentragao de 0,05 % de TFA. Embora ndo tenha sido observada variagdo significativa no
tempo de retencdo do FLU com o aumento da concentragio de TFA na fase movel, foi
possivel observar uma diminuicdo da assimetria do pico de 2,2 para 1,9 (Figura 9).

Ja a TEA ¢ usada tradicionalmente como aditivo por atuar bloqueando grupos silandis
¢ reduzir a formacdo de caudas em picos de analitos basicos (GUAN; PALMER, 2006).
Como seu uso pode promover pH acima da faixa de trabalho da coluna, optou-se por utilizar a
combinagdo TEA e TFA nas concentragdes de 0,05 % e 0,1 %, que promoveu valor de pH de
2,4. Nesta condicdo analitica o pico do FLU apresentou tempo de retencdo de 6,2 minutos ¢

reducdo da assimetria para 1,3 (Figura 9).
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos em estudos realizados com a coluna Lichrospher®” RP 18
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Condigdes cromatograficas: coluna Lichrospher® RP 18 (125 mm x 4,6 mm, 5 um) e coluna de guarda
Lichrospher® RP 18 (10 mm x 4,6 mm, 5 um). Fase movel: (A) metanol:agua; (B) acetonitrila:agua.

Todas as analises foram realizadas em 210 nm, vazio de 1 mL.min"' e temperatura de 30 °C.
Fonte: obtida pelo autor, através do equipamento descrito no item 3.3.1.1.
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos nos estudos utilizando aditivos e a coluna Lichrospher™ RP 18
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Condigdes cromatogréficas: coluna Lichrospher” RP 18 (125 mm x 4,6 mm, 5 um) e coluna de guarda
Lichrospher® RP 18 (10 mm x 4,6 mm, 5 um). Fase movel composta por metanol:TFA 0,01 %
(30:70, v/v) ; metanol:TFA 0,1 % (30:70, v/v) e metanol:TFA 0,01 % + TEA 0,05 % (30:70, v/v).
Todas as analises foram realizadas em 210 nm, vazio de 1 mL.min"' e temperatura de 30 °C.

Fonte: obtida pelo autor, através do equipamento descrito no item 3.3.1.1.

Também foi avaliado o uso da coluna Ascentis® Express C 18, que é superficialmente
porosa e possui particulas de menor diametro. Os trés solventes organicos estudados
(acetonitrila, etanol e metanol) podem ser empregados para a eluigdo do FLU, sendo
selecionado o etanol devido a sua baixa toxicidade. Contudo, deve-se ressaltar que fazendo
uso de mesma forga de elui¢do e temperatura a viscosidade da mistura etanol:dgua € superior
as viscosidades das misturas metanol:agua e acetonitrila:agua (RIBEIRO et al., 2004), e, por
este motivo, optou-se por trabalhar com uma vazao de 0,8 mL.min™". Portanto, para a analise
do FLU, foi determinado o uso de fase mével contendo 15 % de etanol, temperatura de 45 °C,
vazdo de 0,8 mL.min" e detec¢do em 210 nm, condicdo na qual o tempo de retengdo do

analito foi de 5,1 minutos e a assimetria do pico foi de 1,0.

3.4.1.2 Selecao do IS

Foi selecionada a fenacetina como IS. Este composto possui valor de pKa de 2,1
(BAENA et al., 2004) e ja foi utilizado como IS para varios métodos que fizeram a analise do
FLU (KOKS et al., 1995; SONG et al., 2015; WATTANANAT; AKARAWUT, 2006; YUAN

et al., 2014). A Figura 10 mostra o cromatograma obtido para a condi¢do de andlise
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estabelecida no item anterior. Observa-se que a fenacetina apresentou tempo de retencdo de

8,2 minutos e assimetria de 0,9 e a resolugdo entre os picos foi de 9,2.

Figura 10 - Cromatograma referente as condig¢des estabelecidas para analise do FLU e do IS
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Condigdes cromatograficas: coluna Ascentis® Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna de
guarda Ascentis® Express C18 (3 mm x 4,6 mm, 2,7 um). Fase movel: etanol: agua (15:85, v/v),
temperatura de 45 °C, vazdo de 0,8 mL.min" e detecgdo em 210 nm. Concentragdo da amostra: 30
pg.mL™" para o FLU e 15 pg.mL" para a fenacetina.

Fonte: elaborada pelo autor. Cromatograma obtido pelo equipamento descrito no item 3.3.1.1 e
estrutura quimica baseada em Baena et al. (2004).

3.4.2 Otimizacao das condicdes para extracdo do FLU de amostras de CSF por
DLLME
3.4.2.1 Selecio dos solventes extrator e dispersor

A selegdo destes solventes é de grande importancia para a obtengdo de uma boa
recuperagdo por DLLME (KOHLER et al, 2013). Foram avaliados o cloroférmio, o
diclorometano e o tetracloroetileno como solventes extratores € o isopropanol, a acetona, a
acetonitrila e o etanol como solventes dispersores. O clorobenzeno ¢ um solvente de dificil
coleta apos a centrifugacdo da amostra e de dificil evaporagdo, de modo que ndo foi
selecionado como candidato para a extragdo. Em relagdo ao tetracloroetileno, quase todo o
volume de solvente extrator injetado foi recuperado, embora a recuperacdo tenha sido muito
baixa comparada aos solventes cloroférmio e diclorometano. O diclorometano apresenta alta
solubilidade em solugo aquosa, sendo assim, o volume recuperado foi baixo, inferior a 40
pL, quando os solventes dispersores foram etanol e isopropanol. Esse fendmeno também foi

observado por Cai et al. (2005). A mistura de solvente extrator/dispersor que obteve melhor
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recuperacdo do FLU foi cloroféormio/isopropanol, seguida pela mistura cloroférmio/etanol

(Figura 11). O IS teve recuperagdo superior ao FLU para todas as combinagdes de solventes.

Figura 11 - Area obtida para o FLU (A) e para o IS (B) durante a selecio dos solventes
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Fonte: elaborada pelo autor.

3.4.2.2 Identificacio dos parametros que influenciam na eficiéncia da DLLME

Nos ultimos anos houve um grande aumento no uso do delineamento experimental na
area bioldgica. Entre outros trabalhos, podem ser citadas a determinagdo de fenitoina por
DLLME/HPLC em amostras de urina com o auxilio de RSM (POURBASHEER et al., 2014)
e a otimizagdo de DLLME/HPLC para analise de melatonina em plasma utilizando FFD e
CCD (TALEBIANPOOR et al, 2014). As vantagens observadas sobre os métodos de
otimizagdo convencionais sdo: possibilidade de identificar interagdes entre as varidveis e,
muitas vezes, obter mais informagdes utilizando um menor nimero de experimentos
(TALEBIANPOOR et al., 2014). Em estudo realizado por Meng et al. (2017), no qual quatro
benzodiazepinicos foram quantificados em amostras de urina, a DLLME com solventes de
baixa densidade e auxilio de ultrassom foi avaliada de duas formas: através de experimentos
nos quais um parametro foi avaliado por vez e também pelo delineamento BBD. Foi
observada a melhora na eficiéncia da recupera¢do quando o delineamento experimental foi
utilizado devido a presenca de interag@o entre os fatores tempo de extracdo, pH da amostra e
volume de solvente extrator.

Nesta etapa de identificagdo dos pardmetros que influenciam na eficiéncia da DLLME
foi selecionado um delineamento fracionario 27 de resolugio IV. Os FFD sio uteis para as

primeiras etapas dos estudos (TALEBIANPOOR et al., 2014) e a resolu¢do do delineamento



3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO 43

escolhido permite que os efeitos principais estejam livres de associagcdes com as interagdes de
primeira e segunda ordem (BOX; HUNTER; HUNTER, 2005; CANDIOTI et al., 2014).

Os valores médios obtidos para a area e recuperagdo do FLU e do IS e o volume de
solvente extrator recuperado estdo dispostos na Tabela 8. Os efeitos das variaveis estudadas
sobre a area de FLU estdo dispostos na Figura 12 na forma de grafico de Pareto, no qual os
comprimentos das barras sdo proporcionais aos valores absolutos dos efeitos padronizados e a
linha delimita o valor de 7 critico (2,02) para um valor de p de 0,05. Todos os fatores cujos
valores ¢ foram superiores ao valor t critico foram considerados estatisticamente significativos

(CAletal., 2015; TALEBIANPOOR et al., 2014).

Tabela 8 - Area e recuperagio (R) obtidos para o FLU e IS e volume recuperado de solvente
extrator para cada condi¢do do FFD (n = 3)

Analise Area RFLU Area RIS Volume
FLU + DP (%) IS £ DP (%) recuperado (nL)

1 352398 +£ 12128 27 403007 £22190 39 84
2 94232 + 5821 7 134161 + 6654 13 71

3 120022 £ 1211 9 319837 £ 10566 31 56
4 539199 + 21960 42 726186 + 21466 70 76
5 562941 £ 20697 44 623019 + 33527 60 252
6 125779 + 7496 10 265608 + 7333 26 51

7 266157 £ 5751 21 408168 + 3235 39 75
8 0 0 0 0 0

9 335120 + 7248 26 628946 + 18912 61 253
10 846627 + 8560 66 878616 + 11797 85 290
11 804197 £11915 62 732343 £ 17166 71 298
12 275127 £ 3662 21 279963 £+ 3221 27 293
13 442214 £ 4903 34 542082 + 10024 52 270
14 951673 £11229 74 864434 + 4753 83 690
15 1105314 + 8568 86 978899 + 56542 90 753
16 656913 + 7552 51 808987 £ 27211 78 300

DP - estimativa do desvio padrao absoluto.

O volume de cloroféormio, o volume de solugdo fosfato de sdédio adicionado a amostra
e o tempo de agitacdo foram os trés fatores que exerceram efeito significativo sobre a area do
FLU, sendo o volume de cloroféormio o de maior influéncia. O pH da amostra, a concentragao
de NaCl, o tempo de centrifugagdo e o volume de isopropanol ndo tiveram efeitos
significativos sobre a quantidade de FLU recuperada durante a extragdo, de modo que para o
teste subsequente, eles ndo foram considerados. Observa-se que o efeito da adi¢do de solugdo
fosfato tem efeito negativo, de modo que o aumento do volume adicionado a amostra diminui
a recuperacao do analito, o que pode ser explicado, ja que o FLU é um farmaco com log P

baixo e tem maior afinidade pela amostra aquosa do que pelo solvente organico.
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Figura 12 - Grafico de Pareto dos efeitos dos fatores sobre a area do FLU. A linha vertical define o
nivel de confianga de 95 %
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

O pH da amostra ¢ um parametro essencial que afeta tanto a eficiéncia como a
seletividade da DLLME (MENG et al., 2011). Os analitos sdo melhor extraidos pelo solvente
organico quando estdo em sua forma molecular (ZHANG et al., 2012) e como o FLU
permaneceu nao ionizado em todo o intervalo de pH avaliado (4,0-10,0), o valor de pH nao
exerceu efeito sobre a extracao.

A adicdo de sal a amostra para a extra¢do foi realizada com o objetivo de verificar se o
aumento da for¢a idnica poderia reduzir a solubilidade do analito na fase aquosa e aumentar
sua transferéncia para a fase orgénica (SENA et al., 2017; XIA et al., 2012; ZHANG et al.,
2016), aumentando assim, a quantidade recuperada do mesmo no solvente extrator. Este efeito
ndo foi significativo para nenhuma das respostas analisadas, de modo que nenhuma adi¢ao de
sal foi realizada.

Entre as DLLMEs assistidas, optou-se por avaliar o uso de agitador tipo vortex, que
facilita a transferéncia de massa dos analitos a partir da amostra aquosa para o solvente
extrator, pela formacdo de gotas finas que aumentam a area de contato (GHAEDI et al., 2015;
ZHANG et al., 2016). Como pode ser visualizado na Figura 12, a agitagdo promoveu aumento
da area do FLU e sera melhor avaliada posteriormente.

O tempo de extracdo da DLLME ¢ o tempo entre a inje¢do da mistura de solvente e o

inicio da centrifugacdo. Nao foi feita a andlise deste fator, pois varios estudos demonstraram
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que a extracao ndo ¢ influenciada pelo tempo (AGUIRRE et al., 2015; BERIJANI et al., 2006;
SHAMSIPUR; FATTAHI, 2011; ZAREI; GHOLAMIAN, 2011) e poucos segundos sdo
necessarios para a transferéncia dos analitos para a fase organica (FORTES et al., 2013).

Para o IS, além dos fatores que influenciaram na recupera¢do do FLU, tem-se uma
diminuicdo significativa da recuperacdo com o aumento do pH (Figura 13). Logo, para a
proxima etapa (CCD), foi mantido o uso de solugio fosfato de sodio 50 mmol.L™", pH = 7,3
para a diluicdo da amostra, ja que neste valor o fosfato de sddio esta em sua faixa tamponante

e o valor de pH ndo ¢ alto, o que afetaria a extragdo do IS.

Figura 13 - Gréfico de Pareto dos efeitos dos fatores sobre a area do IS. A linha vertical define o nivel
de confianga de 95 %
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

O volume de solvente extrator recuperado, também denominado por muitos autores
como volume de fase sedimentada estd diretamente relacionado com o volume de solvente
extrator utilizado. No entanto, ao se observar a Figura 14, pode-se constatar que os volumes
de solucdo fosfato e de isopropanol utilizados e o tempo de centrifugagdo também afetam o
seu valor.

O aumento do volume de solugdo fosfato adicionado promoveu aumento do volume
disponivel para solubilizacdo dos solventes extrator e dispersor, de modo que houve uma
diminui¢do no volume de solvente extrator recuperado. O efeito desta variavel sobre a

resposta foi, portanto, negativo.
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Em relagcdo ao volume de isopropanol, quanto maior o volume utilizado maior foi a
quantidade de solvente recuperado. Muitas vezes, devido aos baixos valores de volume de
amostra e de solucdo fosfato utilizados, o solvente dispersor ndo foi suficientemente
solubilizado e com a centrifugacdo foi para o fundo do tubo junto com o solvente extrator,

fendmeno também relatado por Lopez-Darias et al. (2010).

Figura 14 - Grafico de Pareto dos efeitos dos fatores sobre o volume de fase sedimentada. A linha
vertical define o nivel de confianca de 95 %
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NaCl (%) ]-0,20
2,02
Efeitos padronizados
(p=0,05)

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

3.4.2.3 Selecao da condicao 6tima de extracao

O CCD, que tem sido utilizado em varios trabalhos para a otimizacdo da DLLME
(KARIMI et al., 2010; KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011; PANAGIOTOU;
SAKKAS; ALBANIS, 2009; SERESHTI; KHOJEH; SAMADI, 2011), ¢ o delincamento mais
utilizado dentre os de segunda ordem. Além dos niveis do delineamento de primeira ordem,
ele apresenta pontos centrais e pontos estrelas, sendo que os pontos centrais permitem a
obtencao de rotacionalidade e ortogonalidade e quando replicados podem ser utilizados para o
calculo do erro puro do modelo (TALEBIANPOOR et al., 2014).

Na Tabela 9 estdo dispostos os valores médios obtidos para a area e recuperagdo do
FLU e do IS e o volume de solvente extrator recuperado. Observa-se que neste intervalo

estudado, a recuperagdo do FLU chegou a 95 % e do IS a 90 %.
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Tabela 9 - Area e recuperagdo (R) obtidos para o FLU e IS e volume recuperado de solvente
extrator para cada condi¢do do CCD (n = 3)

Anilise Area R FLU Area RIS Volume recuperado

FLU + DP (%) IS + DP (%) (uL)

1 855278 +£ 6229 66 795685 +21214 78 230

2 1117498 + 62295 86 914609 + 6867 90 473

3 855056 = 17206 66 811799 + 31867 80 230

4 1073573 + 7754 83 907647 + 10826 90 473

5 256138 + 8368 20 445897 + 5577 44 110

6 525544 + 4129 40 710448 = 7880 70 287

7 227640 + 5261 18 419321 + 15107 41 107
8 520621 £2016 40 712411 + 14700 70 293

9 205998 + 15897 16 386122 + 15281 38 39
10 850861 £3156 65 870835+ 11179 86 402
11 629970 + 8605 48 661572 + 9531 65 250
12 649530+ 6178 50 764128 + 3338 75 220
13 1237611 £ 10183 95 903641 + 41357 89 700
14 340073 + 5008 26 554375 £2365 55 192
15-20 647557 + 11371 50 759433 + 12510 75 224

DP - estimativa do desvio padréo absoluto.

No intervalo analisado, a variavel tempo de agitagdo por aparelho tipo vortex nao
exerceu efeito sobre a recuperagdo do FLU, considerando-se valor de p < 0,05 (Tabela 10).
Apenas as variaveis volume de solucdo fosfato de sodio 50 mmol.L" e volume de cloroférmio

exerceram efeito e ndo ha interacdo entre estas variaveis.

Tabela 10 - Coeficientes do modelo de superficie de resposta para a DLLME

Coeficientes do FLU
Efeitos Area Recuperacio
x; = volume de cloroférmio 151280 11,63
X3 = volume de solugdo fosfato de sédio 50 mmol.L™ -286196 -22,01
x,> = volume de cloroférmio® -32151 -2,47
x3> = volume de solugdo fosfato de sodio 50 mmol.L"? 56341 4,33

Os efeitos e as interagdes que ndo tiveram efeito significativo sobre a area do FLU, com
p > 0,05 ndo foram representados.

No caso do volume de solucdo fosfato de sodio 50 mmol.L™" adicionado a amostra, foi
observado que quanto maior o volume de solugdo tampao utilizado, menor foi a area
recuperada. Em relagdo ao volume de cloroférmio utilizado, foi observado que o aumento do
volume promoveu aumento da area do FLU, com consequente aumento da recuperagdo. Nas
Figuras 15 e 16 estdo ilustrados os graficos de superficie de resposta obtidos para a area e

recuperacao do FLU, respectivamente.
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Figura 15 - Grafico de superficie de resposta da influéncia das variaveis avaliadas no CCD sobre a
area do FLU

Bl > 14E6
Bl < 1,3E6
I < 1,1E6
B < 9E5
[1<7E5
[ < 5E5
I < 3E5
Bl < 1E5

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

Figura 16 - Grafico de superficie de resposta da influéncia das variaveis avaliadas no CCD sobre a
recuperacdo do FLU

Il > 96
I <84
] < 64
<44
B <24
<4

Recuperagio do FLU (%)

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica®.

O modelo apresentou valor de Fe, igual a 1165,63 e ¢ altamente significativo, pois

apresenta valor de Fcae muito superior ao Fiupa:55.0,05) = 2,54, por isso, mesmo com um valor

de falta de ajuste de 15,96 > Fup(10:45,005) = 2,05, pode ser utilizado para predizer a resposta
por meio das equagdes: area FLU = 647672 + 151280.x; — 32151.x,* — 286196.x3 + 56341 .x5>
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e Recuperagdo do FLU = 49,81 + 11,63.x; — 2,47.x% — 22,01.x3 + 4,33.x5°, nas quais X
corresponde ao volume de cloroférmio e x3 ao volume de solugio fosfato 50 mmol.L™ pH 7,3.
Além disso, tem-se que a equacdo polinomial do modelo apresenta coeficiente de
determinacdo ajustado (Rzajustado) igual a 0,987 e, segundo Panagiotou, Sakkas e Albanis
(2009) e Talebianpoor et al. (2014) um valor alto desta propriedade indica uma boa relagdo
entre os valores experimentais e o modelo.

Em relagdo a quantificagdo, tem-se que o aumento dos valores de area obtidos
representa aumento na recuperagdo do analito, o que ¢ desejavel, j4 que melhora a
detectabilidade do método (CASSIANO et al., 2009). O teste de desejabilidade foi realizado
tendo como objetivo maximizar a area referente ao pico do FLU. Neste teste, valores de
desejabilidade proximos a 1,0 refletem que os valores da varidvel dependente encontram-se
proximos aos valores considerados como 6timos pelo experimentador e valores proximos a
zero correspondem a situagdes experimentais nao desejaveis (TALEBIANPOOR et al., 2014).

A condicao composta por 420 pL de cloroféormio, 0 mL de solucdo de fosfato de sodio
50 mmol.L'l, 112 s de agitagdo fornece uma recuperagdo de cerca de 97 % e apresentou Dy
= 1,0 (Figura 17). Porém, esta condi¢do utiliza um alto volume de solvente extrator em
relagcdo ao volume de amostra e a auséncia de solugdo fosfato impossibilita a padronizagdo do
pH para a extracdo e dificulta a formac¢do do ponto nuvem, de modo que observando os
graficos obtidos (Figuras 15 e 16), optou-se por utilizar volume de 100 pL de cloroférmio,
100 pL de isopropanol, 200 puL de solugdo fosfato de sddio e 200 pL de liquor artificial.
Nesta condi¢do de extracao, descrita na Tabela 11, foram obtidas recuperacdes de 72 % para o
FLU e de 81 % para o IS, as quais representaram um aumento da recuperacao dos analitos de
cerca de 2,6 vezes para o FLU e de 1,5 vezes para o IS em relagdo a condicdo inicial de

extragdo utilizada.
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Figura 17 - Grafico de desejabilidade para a area do FLU
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

Tabela 11 - Condigdes estabelecidas para a analise do FLU em amostras de CSF

Condicoes estabelecidas

IS [50 pg.mL"] - volume fenacetina - 50 uLL
Volume de amostra biologica 200 pL
DLLME Solvente extrator e volume cloroférmio - 100 pL
Solvente dispersor e volume isopropanol - 100 pL
Solugio fosfato de sodio 50 mmol.L", pH =7,3 200 uL
Centrifugacio 2200 g por 5 min a 4 °C
Volume final da amostra 150 uL
Coluna Ascentis” Express C 18
Temperatura 45°C
HPLC Vazao 0,8 mL.min"!
Fase movel (proporcao v/v) Etanol:agua (15:85)
Volume de injecdo 25 uL

Comprimento de onda 210 nm
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3.4.3 Validacao do método
3.4.3.1 Curva de calibracio

A curva de calibracdo deve ser construida e avaliada pela andlise de amostras extraidas
da matriz em pelo menos seis niveis de concentracdo (ANVISA, 2012). Dentro dos modelos
matematicos para a representacdo da relag@o entre a resposta do instrumento ¢ a concentragdo
do analito o modelo linear ¢ preferencialmente escolhido e a linearidade para uma
determinada faixa de concentragdo representa a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia (ANVISA, 2012; GUILHEN et al.,
2010; RIBANI et al., 2004).

As curvas analiticas foram construidas utilizando-se seis niveis de concentracdo e
plotando no eixo das abscissas a concentragdo do FLU na matriz e no eixo das ordenadas a
razdo entre as areas do analito e do padrdo interno. O intervalo de 0,25 a 62,50 ug.mL'1 foi
estabelecido para garantir a quantificagdo do FLU mesmo para pacientes que fazem uso de
altas doses, uma vez que concentragdes médias de 51,8 pg.mL'] foram observadas no plasma
no estado de equilibrio para pacientes fazendo uso de FLU na dose diaria de 1200 mg
(ANAISSIE et al., 1995).

Embora a reta apresente coeficiente de correlagdo adequado (r = 0,99) o modelo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ndo foi adequado para a faixa de
concentragdo estabelecida, o que pode ocorrer segundo Cassiano et al. (2009). Em intervalos
de concentracdo de mais de uma ordem de magnitude, devem ser esperadas diferencas entre
as variancias para cada valor de concentragdo e grandes variagdes nas concentragdes maiores
tendem a influenciar a regressdo mais que as pequenas variagdes presentes nas menores
concentragdes (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). Sendo assim, optou-se
por utilizar um modelo de regressao ponderada. Foram avaliados os modelos com pesos 1/x,

1/x%, 1/x'2, 11y, 1/y* ¢ 1/y", como mostra a Tabela 12.
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Tabela 12 - ParAmetros das curvas de calibragdo e soma dos EPRs para os pesos de ponderagéo
avaliados (n = 30)

Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Peso linear (b) angular (a) correlacio (r) Y EPR (%)*
1° 0,0178 0,0271 0,9988 -1940,01
1/x 0,0006 0,0282 0,9996 0
1/x* -0,0001 0,0289 0,9991 0
1/x"? 0,0042 0,0275 0,9991 -324,25
1y 0,0006 0,0282 0,9997 7,74
1y -0,0001 0,0288 0,9993 14,05
1/y"? 0,0041 0,0275 0,9991 -314,13

*Y EPR (%) - soma das exatiddes de todas as analises realizadas para a curva de calibragéo,
expressa em porcentagem
® regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ndo ponderada

A soma dos EPR ¢ um bom indicador da qualidade da ponderagdo (ALMEIDA;
CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). Os menores valores para a ¥ EPR obtidos estdo
relacionados com os modelos de peso 1/x e 1/x%, que conforme descrito por Peters, Drummer
e Musshoff (2007) sao os dois modelos que normalmente compensam a heterocedasticidade
apresentada no modelo ndo ponderado. Desta forma, levando em consideracdo a simplicidade
do modelo e os valores do coeficiente de correlagdo, foi adotado o ajuste da regressdo linear
com peso 1/x. Os valores da ¥ EPR (%) para o modelo de regressdo linear ndo ponderado
apresentou alto valor, pois os valores de EPR para as duas menores concentracdes analisadas
foram superiores a 100 %. Por sua vez, para o modelo de regressao linear ponderado adotado,
os valores de ERP obtidos foram inferiores aos valores recomendados pela ANVISA (2012) e

pelo EMA (2011) (Figura 18).

Figura 18 - Porcentagem de erro padrdo relativo versus concentracdo de FLU para (A) modelo de
regressao linear ndo ponderado e (B) modelo de regressdo ponderado com peso 1/x

300 300'
A B
200+ 200+
— 1004 - 1004
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4 0 T T . g A g L E 01— ¢ + A d ¢ ¢
o ) N N ) o V-SSP VP U
W _1004o¥ Q‘?. '3,?’ ’b\(} 609 > W _100- Q:\' 1 X ﬂ)\:\’ O &
-2004 -2004
3004 ® -300-
Concentragéo do FLU (ug.mL™) Concentragao do FLU (pg.mL'q)

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism 5.
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A andlise de variancia do modelo (ANOVA) apresentou valor de F, muito superior
a0 Frab(128:0,05) = 4,2 € valor de p < 0,05 (Tabela 13), estando estas informagdes relacionadas
com a rejeicdo da hipdtese nula, ou seja, o modelo de regressdo ponderado com peso 1/x ¢
aceito. O valor de falta de ajuste ndo pode ser calculado uma vez que ¢ obtido a partir do valor

’ r . : -13
da soma dos residuos, que neste caso, ¢ muito baixa (2,3.107°).

Tabela 13 - ANOVA para o modelo linear dos minimos quadrados ponderado, com nivel de
significancia p = 0,05

Soma Graus de Média
quadratica liberdade quadratica Fearc Fuy, Valordep
Regressio 30,56 1 30,56 7403227425 4,20 0,00
Residuos 0,00 28 0,00 - - -

3.43.2 LIQ

O LIQ ¢ a menor concentracio do analito que pode ser determinada com
confiabilidade adequada, ou seja, com precisdo e exatiddo apropriadas (PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007; UHROVCIK, 2014). Para avaliar o LIQ foram analisadas,
em quintuplicata, amostras de CSF fortificadas nas concentragdes de 0,25 pg.mL']. Os valores
obtidos estdo dispostos na Tabela 14 e sdo inferiores aos limites estabelecidos para métodos
bioanaliticos, que admite valores de LIQ com exatidio e precisdo inferiores a 20 %

(ANVISA, 2012).

Tabela 14 - LIQ do método para a analise do FLU em CSF

FLU
Concentragdo nominal (ug.mL™") 0,25
Concentragdo analisada (ug.mL™")* 0,22
Precisdo (CV, %)° 3.9
Exatiddo (EPR, %)° -10,3

"n =5, n = namero de replicatas
b .. . ~

CV = coeficiente de variacdo, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrio relativo, expresso em porcentagem.

3.4.3.3 Precisdo

A precisdo € um parametro importante que permite decidir se o método analitico ¢é
confiavel para o objetivo da analise (CASSIANO et al., 2009), pois avalia a proximidade dos
resultados obtidos entre as medidas de amostras de mesma concentragao (PAI; DUBHASHI,

2010).
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A precisdo intracorrida foi realizada para cinco niveis de concentragdo em
quintuplicata e a precisdo intercorridas foi avaliada pela realizacdo de quintuplicatas das
concentracOes avaliadas em trés dias diferentes. A Tabela 15 mostra os valores obtidos, os
quais se mantiveram dentro dos critérios recomendados na literatura (CV < 15 %), tanto para

a precisdo intracorrida como para a precisao intercorridas (ANVISA, 2012).

Tabela 15 - Precisdo intracorrida e intercorridas do método para a anélise do FLU em CSF

Dia FLU

Concentragdo nominal

(ug.mL™") 0,25 0,50 31,25 50,00 62,50

INTRACORRIDA

Concentragdo analisada

(ug.mL™) Dia 1 0,23 0,51 31,59 51,34 59,98
Dia 2 0,22 0,51 31,17 51,12 59,85
Dia 3 0,22 0,51 30,82 50,55 61,14

Precisdo (CV, %)* Dia 1 4,2 2,2 0,3 2,5 1,0
Dia2 2,4 2,7 0,7 1,2 0,7
Dia 3 3,3 34 1,8 1,5 1,2

INTERCORRIDAS

Concentragdo analisada

(ug.mL™) 0,22 0,51 31,19 51,00 60,32

Precisdo (CV, %)* 3.9 2,6 1,5 1,8 1,4

* CV = coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem.

3.4.3.4 Exatidao

Exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados encontrados e os
valores de referéncia também chamados de nominais (CASSIANO et al., 2009). Para o célculo
da exatiddo foram utilizadas as médias das concentracdes obtidas nos estudos. Para a exatiddo
intracorrida a média foi obtida de cinco amostras ¢ nos estudos intercorridas a partir de
quintuplicatas de trés dias, totalizando quinze amostras. Na Tabela 16 estdo dispostos os valores
obtidos, sendo que os resultados estdo de acordo com os critérios definidos pela resolugdo adotada

para a validacdo do método (ANVISA, 2012).
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Tabela 16 - Exatidio intracorrida e intercorridas do método para a analise do FLU em CSF

Dia FLU

Concentragdo nominal

(ug.mL™) 0,25 0,50 31,25 50,00 62,50

INTRACORRIDA

Concentragdo analisada

(ug.mL™") Dia 1 0,23 0,51 31,59 51,34 59,98
Dia2 0,22 0,51 31,17 51,12 59,85
Dia 3 0,22 0,51 30,82 50,55 61,14

EPR (%)* Dia 1 -8,1 1,6 1,1 2,7 -4,0
Dia 2 -12,8 2,0 -0,3 2,2 -42
Dia 3 -10,1 2,5 -1,4 1,1 -2,2

INTERCORRIDAS

Concentragdo analisada

(ug.mL™) 0,22 0,51 31,19 51,00 60,32

EPR (%)* -10,3 2,0 -0,2 2,0 -3,5

“EPR = erro padrao relativo, expresso em porcentagem.

3.4.3.5 Efeito residual

Como pode ser visto na Figura 19, as amostras injetadas de branco de CSF antes e

apos o LSQ ndo apresentaram interferentes referentes a uma possivel contaminagao

proveniente da amostra anteriormente analisada, de modo que nao foi constatado efeito

residual para o método desenvolvido.

Figura 19 - Cromatogramas das amostras de branco de CSF e da amostra referente ao LSQ
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Condigdes cromatograficas: coluna Ascentis® Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna de
guarda Ascentis® Express C18 (3 mm x 4,6 mm, 2,7 um). Fase movel: etanol: dgua (15:85, v/v),
temperatura de 45 °C, vazao de 0,8 mL.min" e detec¢do em 210 nm.

Fonte: obtida pelo autor, através do equipamento do item 3.3.1.1.
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3.4.3.6 Seletividade

A seletividade ¢ definida como a habilidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias de interesse na presenga de outros componentes como impurezas, metabolitos,
produtos de degradacdo e outros compostos que possam estar presentes na matriz (PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007; ROZET et al., 2011).

Infelizmente ndo foi possivel avaliar a seletividade utilizando fontes distintas da
matriz bioldgica devido a dificuldade de obtencdo do CSF. A andlise da seletividade em
relagdo aos farmacos coadministrados também ndo foi passivel de realizacdo, pois a
quantidade de farmacos administrados a estes pacientes ¢ alta e o tratamento pode incluir o
uso de antirretrovirais, anticonvulsivantes, anticoagulantes, antitérmicos, sendo muitos destes
farmacos de custo elevado ou venda controlada, o que torna inviavel sua aquisicdo para os
testes.

Assim, para confirmar que o método desenvolvido apresentou seletividade para o
objetivo proposto, as purezas dos picos cromatograficos do FLU e do IS para as amostras
extraidas de CSF artificial e de CSF de paciente foram comparadas com a pureza do padrao
de referéncia. Os indices de pureza apresentaram valores proximos a um (Tabela 17), o que

indica que nenhum interferente co-eluiu junto com o analito de interesse.

Tabela 17 - indice de pureza cromatografica referente ao FLU e ao IS

indice de pureza do Indice de pureza do

Tipo de amostra pico do FLU pico do IS
Padrio de referéncia 0,999993 0,999987
Amostra de CSF fortificada com solugéo padréo 0,999995 0,999987
Amostras de CSF de pacientes (n = 2) 0,999993 0,999986

3.4.3.7 Recuperacio

Nao ha um valor de aceitagdo imposto para este pardmetro. De modo geral, se aceita
recuperagdes baixas se estas forem suficientes para a detecgdo e ou quantificagdo das menores
concentragdes estabelecidas para o0 método (HARTMANN et al., 1998). Neste caso, temos
que, para n = 30, compreendendo todos os niveis de concentracdo, a recuperacdo média do

FLU foi de 70 % (CV =9 %) e a recuperagdo média do IS foi de 81 %, (CV =5 %).

3.4.3.8 Estudo de estabilidade do farmaco em solucao
Foi observado que o FLU e o IS permaneceram estaveis pelo periodo de 45 dias

quando armazenados em solugdo metandlica (Tabela 18), pois foram obtidos desvios
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inferiores a 5 % das respostas das amostras armazenadas por 45 dias em rela¢do as amostras
recém preparadas e o limite estabelecido pelo guia utilizado neste estudo ¢ de 10 %

(ANVISA, 2012).

Tabela 18 - Estabilidade do FLU em solugdo metanoélica

Concentracio nominal (ug.mL™) 0,5 50
Concentragdo obtida de amostras
-1
Estudo de estabilidade frescas (pg.~m L ). 0,48 44,94
lucio® Concentragdo obtida de amostras de

em sofugao 45 dias de armazenamento (ug.mL™")* 0,47 42,93
Precisdo - CV " (%) 10,0 4,6
Exatiddo - EPR (%) ¢ -5,3 -14,1
Desvio da amostra armazenada em
relag@o a amostra fresca (%) -1,3 -4,5

*n =3, n=namero de replicatas
® CV = coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrio relativo, expresso em porcentagem.

3.4.3.9 Estudos de estabilidade do farmaco em CSF

A estabilidade do farmaco em fluidos bioldgicos ¢ uma questdo critica na validacao de
métodos bioanaliticos (MOEIN; EL MEQQALI; ABDEL-REHIM, 2017), j& que ¢ um pré-
requisito para uma quantificacdo fidedigna (PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007). Por
isso, as condicdes de realizagdo dos estudos de estabilidade devem reproduzir as reais
condi¢des de manuseio e andlise das amostras (ANVISA, 2012) e a estabilidade determinada
para um tipo de amostra bioldgica e de material de acondicionamento ndo pode ser

extrapolada para outros (FDA, 2001).

+» Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

Considerando-se que pode haver necessidade de refazer a analise de alguma amostra, a
estabilidade apods ciclos de congelamento e descongelamento deve ser avaliada, e para isso
sdo realizados trés ciclos de congelamento e descongelamento, mantendo as amostras
congeladas por um periodo superior a 12 horas entre os ciclos. As amostras foram submetidas
ao processo de extracdo e as concentragdes obtidas foram analisadas em relacdo ao valor
nominal. Conforme os dados demonstrados na Tabela 19, pode-se observar que as amostras
mantiveram-se estaveis, ja que a variagdo foi inferior ao valor de + 15 % (ANVISA, 2012;

EMA, 2011).
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Tabela 19 - Estabilidade do FLU em CSF apos ciclos de congelamento e descongelamento

Concentracio nominal (ng.mL™) 0,5 50
Ciclo ~ . )
de congelamento Con?e?trac;ao obtléia (pg.mL™) 0,53 50,36
e descongelamento® Precisdo - CV (%) 6,7 1,2
Exatiddo - EPR (%)° 6,4 0,7
n =4, n = nimero de replicatas de amostras submetidas aos ciclos de congelamento e

descongelamento
® CV = coeficiente de variagio, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrio relativo, expresso em porcentagem.

++» Estabilidade de curta duracgio

A estabilidade do analito em matrizes bioldgicas ¢ geralmente critica, mesmo para
curtos periodos de tempo (HARTMANN et al., 1998) e, portanto, ¢ importante realizar a
avaliagdo da estabilidade de curta duragdo dos compostos na matriz. Como pode ser

visualizado na Tabela 20, ndo foi observada a degradagdo dos analitos.

Tabela 20 - Estabilidade de curta dura¢do do FLU em amostras de CSF

Concentracio nominal (ng.mL™) 0,5 50
Estabilidade de curta  Concentragio obtida (ug.mL™) 0,48 49,98
duracdio® Precisdo - CV (%)° 45 1.4
Exatiddo - EPR (%)° -4,2 0,0
*n =4, n=numero de replicatas das amostras submetidas ao estudo de estabilidade de curta

duracdo
b _ . N

CV = coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrao relativo, expresso em porcentagem.

+» Estabilidade de longa duracio

A estabilidade de longa duragdo deve ser estabelecida, pois quando o material
bioldgico ¢ armazenado por longos periodos de tempo pode ocorrer a degradacdo dos
compostos de interesse (CASSIANO et al., 2009; HARTMANN et al., 1998). Neste estudo,
amostras fortificadas foram mantidas em freezer por um periodo de 30 dias e acrescidas de IS
antes da extracdo. As concentracdes obtidas apresentaram-se dentro do intervalo estabelecido

pelos guias utilizados neste estudo (Tabela 21).
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Tabela 21 - Estabilidade de longa durago para o FLU em amostras de CSF

Concentracio nominal (ug.mL™") 0,5 50
Estabilidade de longa Concentragdo obtida (ug.mL™) 0,48 46,79
duracdo® Precisdo - CV (%)" 1,8 1,7
Exatiddo - EPR (%)°¢ -3,9 -6,4
*n =4, n = nAmero de replicatas das amostras avaliadas no estudo de estabilidade de longa

duracdo
® CV = coeficiente de variagio, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrio relativo, expresso em porcentagem.

+¢ Estabilidade de pos-processamento

Este parametro foi avaliado realizando-se a comparacdo das concentragdes obtidas
para amostras injetadas logo apo6s seu preparo com os valores obtidos apds permanéncia no
equipamento por periodo suficiente para a andlise de todas as amostras. Os valores obtidos
estdo dispostos na Tabela 22 e demonstram que as amostras sdo estaveis pelo periodo de

tempo suficiente para a realizag@o das analises diarias.

Tabela 22 - Estabilidade do FLU pos-processamento

Concentracio nominal (ug.mL™) 0,5 50
Estabilidade pos- Concentragdo obtida (ug.mL™) 0,53 51,62
processamento® Precisdo - CV (%) 3.8 2,8

Exatiddo - EPR (%) ¢ 6,2 3,2

*n = 6, n=namero de replicatas das amostras avaliadas apds 12 horas do processamento
® CV = coeficiente de variagio, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrio relativo, expresso em porcentagem.

3.4.3.10 Determina¢ao da concentracio de FLU em amostra de CSF de paciente em
tratamento com o FLU

O FLU foi avaliado em duas amostras de CSF de um unico paciente coletadas com um
intervalo de sete dias entre elas. As concentragdes obtidas foram de 45,29 pg.mL™" (Figura 20)
e 41,71 pg.mL™".

Comparando o método desenvolvido com os descritos na literatura para analise do
FLU em CSF que também fazem uso do HPLC para quantificacdo, tem-se uma expressiva
reducdo na quantidade de amostra necessaria. Além disso, embora o LIQ obtido ndo supere o
valor obtido por Wallace et al. (1992), a técnica de microextragdo permitiu o uso de apenas
200 pL de solvente organico (solvente extrator e solvente dispersor), enquanto as extracoes
utilizando a LLE e a SPE ja relatadas na Tabela 1 necessitaram um volume entre 2 ¢ 3 mL.

Desta forma, considerando os doze principios da quimica analitica verde (GALUSKA;
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MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013), este método utilizando DLLME/HPLC-PDA atende
aos itens: utilizacdo de delineamentos experimentais, reducdo do volume de amostra e de
reagentes, o que promove redugdo do risco operacional e ambiental e promocao do uso de
solvente obtido de fonte renovavel pela utilizacdo do etanol na fase mével. Além disso, pode
ser facilmente aplicado em uma rotina de monitoramento terapéutico, devido a sua

simplicidade e baixo custo.

Figura 20 - Cromatograma referente & analise de uma amostra de paciente em tratamento com o FLU
mAL

175 FLU
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100-5 IS

75

50

251
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Condigdes cromatograficas: coluna Ascentis” Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna de
guarda Ascentis® Express C18 (3 mm x 4,6 mm, 2,7 pm). Fase movel: etanol:agua (15:85, v/v),
temperatura de 45 °C, vazio de 0,8 mL.min"' e detec¢dio em 210 nm.

Fonte: obtida pelo autor, através do equipamento do item 3.3.1.1.
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3.5 CONCLUSOES

Este estudo desenvolveu e validou um método para a quantificacio do FLU em
amostras de CSF, utilizando a DLLME associada a técnica de HPLC-PDA.

Foi possivel analisar o FLU e o IS em tempo inferior a 10 minutos com resolugdo
superior a nove entre os picos. Além disso, 0 método desenvolvido fez uso de etanol, solvente
organico de baixa toxicidade.

A microextra¢do selecionada fez uso de pequena quantidade de solventes extrator e
dispersor (100 uL de cada) e obteve recuperagdo média para o FLU de 70 % e de 81 % para a
fenacetina utilizando volume de amostra inferior a0 comumente utilizado para as técnicas de
extragdo convencionais. Ademais, o uso do delineamento experimental para a otimizagdo dos
parametros que influenciam a microextracao selecionada possibilitou um estudo mais extenso
da influéncia das varidveis no processo de extracdo e¢ por fim, a validacdo do método
encontra-se em conformidade com os parametros estabelecidos pela ANVISA (2012) e pelo
EMA (2011) e possibilitou a analise de amostras de paciente, pois apresentou ampla faixa de
linearidade (0,25 a 62,50 pg.mL™).

Em relagcdo aos métodos descritos na literatura que utilizam a técnica de HPLC-UV
para analise do FLU em CSF, o método desenvolvido utilizou menores volumes de solventes
organicos na etapa de extragdo do analito, utilizou solvente de menor toxicidade para
composi¢do da fase movel e atendeu a varios principios da quimica analitica verde. Ademais
o processo de otimizagdo da extracdo por meio dos delineamentos promoveu aumento da
recuperacao do FLU de cerca de 2,6 vezes em relagdo a condicao inicial.

Conclui-se que foi desenvolvido um método rapido, seletivo, de baixo custo e facil
execucao para a quantificagdo do antifingico fluconazol em amostras de liquor através do uso

de uma técnica de microextracdo nao explorada, até o momento, para esta finalidade.
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4 CAPITULO 2

Desenvolvimento de um método para andlise do fluconazol em amostras de

plasma por HF-LPME/HPLC-PDA



4.1 INTRODUCAO 64

(WATERSON, 2010a)

4.1 INTRODUCAO




4.1 INTRODUCAO 65

41 INTRODUCAO
4.1.1 HF-LPME

A miniaturizagdo da extracdo liquido-liquido foi primeiramente realizada em 1996 por
Jeannot e Cantwell e baseou-se no uso de uma gota de solvente organico suspensa na ponta de
uma agulha de microsseringa, sendo chamada de SDME (DE OLIVEIRA et al., 2008;
JEANNOT; CANTWELL, 1996; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005). Como
desvantagens desta microextracao estdo a instabilidade da gota (SPIETELUN et al., 2014) e a
necessidade de pré-tratamento de amostras contendo material particulado ou bastante viscosas
(DE OLIVEIRA et al., 2008).

Por isso, para aprimorar as técnicas de microextragdo com solventes, em 1999
Pedersen-Bjergaard e Rasmussen, com a ajuda de fibras ocas de paredes porosas de
polipropileno, desenvolveram a microextragdo em fase liquida com fibras ocas (HF-LPME ou
LPME) (FOTOUHI et al., 2011; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 1999), a qual
pode ser executada em duas configuracdes principais: configuracdo do tipo haste (rod-like),
na qual uma tUnica microsseringa ¢ utilizada para injetar e coletar a fase aceptora e
configuragdo em “U”, mais utilizada e que ¢é realizada com duas microsseringas conectadas a
fibra (DE OLIVEIRA et al., 2008).

Na HF-LPME o volume de amostra varia de 100 uL a 4 mL e o tamanho da fibra
normalmente utilizado ¢ de 1,5 a 8 cm. Em etapa prévia a extracdo, a fibra ¢ embebida em
solvente organico de baixa volatilidade e imiscivel em 4gua para a imobiliza¢do deste em sua
parede e o excesso ¢ removido pela imersdo da fibra em agua com o auxilio de ultrassom.
Este processo ¢ importante por promover a formagdo de uma fina camada de solvente,
normalmente de espessura de 200 pm e volume de 15-20 pL entre as fases doadora e
aceptora. Assim, completado este passo, o lumen da fibra ¢ preenchido com a solucgdo
aceptora através de uma microsseringa e a fibra é colocada dentro de um frasco contendo a
amostra (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005).

A técnica descrita ¢ baseada no equilibrio (PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2008) e necessita da otimizacdo de alguns pardmetros durante o
desenvolvimento do método como: velocidade de agitagdo, forca i6nica da amostra, volumes
de fase doadora e aceptora, tempo de extracdo, pH da amostra e da fase aceptora (no sistema
de trés fases) e selecdo adequada do solvente organico para a impregnacdo da fibra
(ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007, PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003;
TAHMASEBI; YAMINI; SALEH, 2009).

Entre as vantagens desta técnica estdo: uso unico da fibra, o que evita problemas de
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carregamento de amostra ou de contamina¢do cruzada (BEN-HANDER et al., 2015;
ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; HADJIMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012;
HALVORSEN; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2001), baixo consumo de
solvente orgénico, 6tima remoc¢do dos interferentes da amostra, pois o tamanho dos poros
garante a ocorréncia de microfiltragdio (BEN-HANDER et al., 2015; FERNANDEZ et al.,
2015; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ZHOU et al., 2012), especialmente
util para a analise de amostras complexas (BELLO-LOPEZ et al., 2012; CUI et al., 2012) e
alto fator de enriquecimento (EF) (LEE et al., 2008), que pode ser determinado pela
recuperacdo (R), expressa em porcentagem, pelo volume de fase doadora (Vp) e volume de
fase aceptora (Va) (GJELSTAD; PEDERSEN-BJERGAARD, 2013; PIROOZI et al., 2014),

de acordo com a Equagao 3:

Equacao 3: EF= R (%) x V),
100 x V,

A principal desvantagem da HF-LPME ¢ o tempo relativamente longo de extragao
(PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008), sendo necessario um intervalo entre 30 e
45 minutos para garantir o equilibrio para a maioria das aplicagdes. Contudo, este
inconveniente pode ser superado pela agitacdo simultdnea de um grande nimero de amostras

(PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005).

4.1.2 Classificacio da HF-LPME

A HF-LPME pode ser realizada em sistemas de duas ou trés fases (Figura 21) (DE
OLIVEIRA et al., 2008; ZARGAR; HATAMIE, 2014). No sistema de duas fases, adequado
para compostos ndo polares, os analitos sdo extraidos a partir da amostra aquosa para um
solvente organico presente tanto na parede quanto no limen da fibra oca (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ZARGAR; HATAMIE, 2014). A extragdo, neste caso,
pode ocorrer pelo contato direto da fibra com a amostra ou pela colocagdo da fibra no espago
livre (headspace) para a extragdo de compostos volateis (GHAMBARIAN; YAMINI;
ESRAFILI, 2012; HANSSON; NILSSON, 2009) e pode ser representada pela Equagdo 4, na
qual A representa o analito. O coeficiente de distribuicdo (D) de A entre as fases ¢
determinado pela formula descrita na Equagdo 5, sendo Ceq fuse aceptora @ CONcentragdo no estado
de equilibrio do analito na fase aceptora, Ceq fase doadora @ CcONcentragio no estado de equilibrio

do analito na fase doadora, K (fase aceptora/fase doadora) © CO€ficiente de particdo entre as fases e ap a
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fragdo passivel de extragdo da concentragdo total do analito na fase doadora, ou seja, a fracao

nao ionizada (GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012).

Equag:?lo 4: A(fase doadora) = A(fase aceptora)

Equagdo 5: D (ase aceptorastase doadors) = _C eq fase aceptora = 0p . K (ase aceptorartase doadora)

C eq fase doadora

Figura 21 - Classificagdo da HF-LPME
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Fonte: elaborada pelo autor, com base em Guambarian, Yamini e Esrafili (2012).

Ja o sistema de trés fases pode ser representado pela Equacgdo 6 e o coeficiente de
distribui¢do pela Equagdo 7, na qual Ceq fase aceptora € @ concentra¢do no estado de equilibrio do
analito na fase aceptora, Ceq fase doadora € @ concentra¢do no estado de equilibrio do analito na
fase doadora, K (fase organica/fase doadoray € O coeficiente de particdo entre as fases organica e
doadora, K (fase organica/fase aceptora) € O coeficiente de partigdo entre as fases organica e aceptora,
op ¢ a fracdo ndo ionizada da concentracdo total do analito na fase doadora e ax ¢ a fracdo ndo
ionizada da concentracdo total do analito na fase aceptora (GHAMBARIAN; YAMINI;
ESRAFILI, 2012).

Equa9‘50 6: A(fase doadora) = A(fase orgénica) = A(fase aceptora)
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Equagdo 7:

D (fase aceptora/fase doadora) =C eq fase aceptora =D fase organica/fase doadora = Op. K (fase organica/fase doadora)

C

eq fase doadora D fase organica/fase aceptora aA'K (fase orgdnica/fase aceptora)

Na HF-LPME de trés fases, tem-se a extracdo liquido-ar-liquido com fibra oca (HF-
LGLME) que baseia-se na substituicdo do solvente organico para preenchimento dos poros da
fibra por ar (FARAJZADEH; ASSADI, 2009; ZHANG; SU; LEE, 2006) ¢ a extracdo liquido-
liquido-liquido com fibra oca (HF-LLLME), que pode ser dividida em duas subclasses de
acordo com a solucdo presente no interior da fibra, podendo ser um solvente organico distinto
do solvente utilizado para impregnacdo da fibra ou uma solugdo aquosa (ALSHARIF et al.,
2017; GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012).

A HF-LLLME utilizando solvente organico no limen da fibra pode basear-se no
gradiente de concentracdo, no gradiente de pH ou no transporte por carreador e a HF-LLLME
com solucdo aquosa no interior da fibra pode basear-se no gradiente de pH, no transporte por
um carreador idnico ou pela aplicagdo de uma diferenca de potencial (eletromembrana)
(GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012).

A extragdo por eletromembrana fundamenta-se na migragdo eletrocinética e pode ser
utilizada para compostos acidos ou basicos de baixa polaridade. Neste caso, um eletrodo fica
em contato com a fase aceptora enquanto o outro fica imerso na fase doadora e a aplicacdo de
tensdo promove o transporte e diminui o tempo necessario para a ocorréncia do processo
(ALSHARIF et al., 2017).

Ja a extrac@o baseada no gradiente de pH ¢ interessante para espécies acidas e basicas.
Conforme demonstrado na Figura 22, o pH da amostra ¢ ajustado para um valor no qual os
analitos permanecam ndo ionizados com o intuito de melhorar a capacidade de extragdo pela
fase organica. Os analitos sdo, entdo, transferidos por difusdo passiva a partir da amostra
aquosa para a fase organica contida nos poros da fibra oca e, posteriormente, para a solucao
aceptora que esta no limen da mesma. A solucdo aceptora, por sua vez, deve estar em pH que
permita a ionizagdo do analito (HADJIMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012; ZARGAR;
HATAMIE, 2014) e, apds a extracdo, pode ser submetida diretamente a analise por HPLC,
CE ou LC-MS (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005).



4.1 INTRODUCAO 69

Figura 22 - Representagdo da HF-LPME de trés fases para extragdo de analitos basicos
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Fonte: Arce et al., 2009 - reproduzida e traduzida com permissio da Elsevier.

Contudo, para compostos hidrofilicos, que possuem baixa afinidade pela fase organica
presente nos poros da fibra, a HF-LPME convencional de duas ou trés fases promove uma
fraca extracdo. Logo, a adi¢do de um carreador i6nico ou também conhecido como reagente
de par i6nico pode melhorar a recuperagio (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN,
2005; YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON, 2011).

Na HF-LPME mediada por carreador, o composto utilizado para formagdo do par
ionico deve ter carga oposta ao analito de interesse e pode ser adicionado na amostra aquosa,
como ¢ o caso do acido salicilico, do azul de bromotimol e do lauril sulfato de s6dio ou pode
ser dissolvido no solvente orgénico utilizado para a impregnacdo da fibra como acontece com
o trietilfosfato, o acido valpréico (HO; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2006) e o
Aliquat 336 (EBRAHIMZADEH, et al., 2011).

O transporte do analito nesta microextragdo depende da natureza e da concentragdo do
carreador, do coeficiente de particdo do par i6nico formado, das propriedades da pelicula
liquida, da velocidade de agitacdo, da temperatura da extracdo e das caracteristicas e da
concentracao do contra-ion (HO et al., 2003).

Para a ocorréncia da extracdo, trés etapas devem ocorrer: A) extracdo do analito da

fase aquosa promovida pelo pH da solugdo que permite que os compostos estejam com carga
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para a formacao do par i6nico; B) difusdo do par idnico através da membrana liquida devido
ao gradiente de concentracdo e C) liberagdo do analito na interface entre solvente organico e
solucdo aceptora, devido a alta concentragdo de contra-ions presentes na fase aceptora, que
interagem com os carreadores e se difundem em direcdo a fase doadora. Assim, o ciclo se
repete até ser atingido o equilibrio e 0 excesso de contra-ions impede o retorno do analito para
a fase doadora, sendo essencial para a eficiéncia da extragdo, por atuar como forca motriz para
a transferéncia de massa (HO et al., 2003; YAMINI et al., 2006).

A HF-LPME tem sido utilizada para diferentes classes de amostras. Como a maioria
das matrizes bioldgicas ndo sdo compativeis com os instrumentos analiticos e sdo complexas
demais para andlise direta, a analise de compostos nestes fluidos ¢ um processo que demanda
a preparacdo da amostra, o que também pode auxiliar na concentragdo das substincias de
interesse e na remogdo de compostos que possam interferir nas medidas (OCANA-
GONZALEZ et al., 2016). Nos estudos de Ghambarian, Yamini e Esrafili (2012), Lee et al.
(2008) e Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (2005) sdo expostas as aplicagdes da HF-LPME de
duas e trés fases para amostras bioldgicas de urina, sangue, plasma, soro, saliva e leite e em
nosso grupo de pesquisa ja foi desenvolvido método para analise de lamotrigina em plasma

utilizando a HF-LPME de trés fases associada a eletroforese capilar (BARROS et al., 2016).
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4.2 OBJETIVOS

Os objetivos sdo:

- Desenvolver e validar um método para extracdo do FLU em amostras de plasma por
HF-LPME com o auxilio de delineamentos experimentais;

- Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de um paciente que realizou

tratamento com o FLU no HCFMRP/USP.
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43  MATERIAL, CASUISTICA E METODOS
4.3.1 Equipamentos

Além dos equipamentos descritos no item 3.3, foram utilizados um ultrassom da
Quimis modelo Q3350 (Diadema, Brasil) para a remog¢ao do excesso de solvente da fibra e

um agitador do tipo vibrax Ika modelo VXR basic (Staufen, Alemanha).

4.3.2 Reagentes e solventes

O sulfato de sodio e o fosfato de sodio dibasico anidro foram adquiridos da Synth
(Diadema, Brasil), o cloreto de sodio da Merck (Rio de Janeiro, Brasil), o etanol da J.T Baker
(Phillipsburg, Estados Unidos) e o Adogen 464 da Evonik (Darmstadt, Alemanha). Ja o
metanol utilizado para preparo das solugdes de trabalho foi adquirido da Merck (Darmstadt,
Alemanha) e o hidroxido de sodio, fosfato de sédio monobasico e o acido cloridrico foram
obtidos da Dinamica (Diadema, Sao Paulo).

Os solventes organicos, grau analitico, avaliados para impregnagdo na fibra foram
adquiridos da Synth (Diadema, Brasil) - o di-n-butil éter e o 1-octanol; da Mundial Quimica
(Sao Paulo, Brasil) - a N,N-dimetilformamida (DMF); da Alfa Aesar (Ward Hill, Estados
Unidos) - o di-n-hexil éter; da Sigma Aldrich (Seelze, Alemanha) - o acetato de butila e da

Merck (Darmstadt, Alemanha) - o éter metil-terc-butilico (MTBE).

4.3.3 Padroes e solugdes padriao

O FLU, de pureza superior a 98 %, foi adquirido da Sigma Aldrich (Saint Louis,
Estados Unidos). As solugdes estoque de FLU (1,25 mg.mL™") e de trabalho na faixa de
concentragdo de 10 a 625 pg.mL" foram preparadas em metanol e foram armazenadas em

frascos ambar a -20 °C.

4.3.4 Condicao analitica

A analise por HPLC utilizou as seguintes condigdes cromatograficas: coluna Ascentis”
Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna de guarda Ascentis” Express C18 (3 mm
x 4,6 mm, 2,7 um). A fase moével foi composta por etanol: agua (12,5:87,5, v/v) sendo

mantida a temperatura em 45 °C, a vazao de 0,8 mL.min" e a deteccdo em 210 nm.

4.3.5 Preparo da fibra
As fibras de polipropileno Q3/2 Accurel com 600 pum de didmetro interno, 200 pm de

espessura da parede e poros de 0,2 um foram adquiridas da Membrana (Wuppertal,
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Alemanha). Para utilizacdo na extragdo, estas foram dimensionadas para 13 cm de
comprimento e acopladas com ponteiras plasticas adquiridas da Sorenson Bioscience (Salt
Lake City, Estados Unidos). As ponteiras utilizadas para fixacao da fibra foram previamente
fixadas em tampas de poliuretano que se encaixam perfeitamente ao tubo, evitando a perda da
amostra durante o processo de agitagdo da amostra. A configuragdo em U da HF-LPME foi

selecionada para a realizag@o da extracao.

4.3.6 Obtencao e preparo da amostra

As amostras de plasma para o desenvolvimento do método foram obtidas de
voluntarios sadios ¢ foram doadas pelo Sao Francisco Hemoterapia. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (Anexo A).

Para ser utilizada para a extrag@o, a amostra bioldgica foi descongelada a temperatura
ambiente e submetida a centrifugacdo a 2200 g e 4 °C por 15 minutos para sedimentacao de

materiais particulados.

4.3.7 HF-LPME de trés fases baseada no gradiente de pH

Para esta etapa foram transferidos 50 pL de solucdo de FLU na concentracdo de 150
ng.mL™. O solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e 200 uL de plasma foram
adicionados ao tubo. O volume foi completado para 4 mL com solugdo de fosfato de sodio 50
mmol.L" pH = 7,3. As fibras foram impregnadas com os solventes di-n-hexil, di-n-butil éter,
DMF, MTBE, acetato de butila e 1-octanol por 10 segundos, com remog¢do do excesso do
solvente por imersdo em agua por 5 s. As duas etapas de preparo da fibra foram realizadas
com o auxilio de um aparelho de ultrassom, com posterior alocagdo da fibra no tubo de
extragdo ja contendo a fase doadora. A fase aceptora composta por solucdo de acido cloridrico
de 0,01 mol.L" (60 pL) foi depositada no interior da fibra com o auxilio de uma
microsseringa e os tubos foram agitados a 500 rpm por 50 minutos. Apos a extra¢do, 50 pul de
fase aceptora foram coletados e o volume foi completado para 150 pL. com fase mével. Além
disso, nesta etapa também foi avaliada a adicdo de etanol a fase aceptora para melhorar a

solubilidade do analito. Cada condigdo avaliada foi realizada em triplicata (n = 3).

4.3.8 HF-LPME de duas fases
Para avaliar o uso da HF-LPME de duas fases para a extracdo do FLU de amostras de
plasma, foi realizado o procedimento descrito no item anterior, sendo que os solventes

utilizados para impregnar a fibra também foram empregados como fase aceptora. Apds o
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periodo de 50 minutos de extragdo, 50 uL de fase aceptora foram coletados, o solvente foi

evaporado sob fluxo de ar comprimido e o residuo foi redissolvido em 150 pL de fase movel.

4.3.9 HF-LPME de trés fases mediada por carreador

Foi avaliado o uso de Adogen 464 como carreador. Neste caso, o volume de amostra
foi completado utilizando-se solugdo de hidroxido de sodio 0,1 mol.L™ e o carreador foi
misturado ao solvente organico na propor¢ao de 10 % para impregnacao das fibras. Também
foi estudado nesta etapa o uso de sulfato de sddio na fase doadora, a limpeza da fibra com
acetona e o uso de fases aceptoras compostas por NaCl 1 mol.L", NaCl 1 mol.L" e HC1 0,01

mol.L™ ¢ HC1 0,01 mol.L", sendo cada condi¢io desenvolvida em triplicata (n = 3).

4.3.9.1 Identificacdo dos parametros que influenciam na eficiéncia da HF-LPME
mediada por carreador

A extragdo nesta fase foi realizada utilizando-se 500 pL de plasma enriquecido com 50
pL de solugdo de FLU na concentragdo de 250 pg.mL'l. Um FFD (Zk'p =2%% de resolucio IV
foi utilizado para avaliar os fatores tempo de extragdo (A), pH da fase doadora (B),
concentracdo de NaCl na fase aceptora (C), tempo de impregnagdo (D) e tempo de lavagem
da fibra (E), concentracdo de carreador ionico (F), velocidade de agitagdo da amostra (G) e
concentracdo de Na,SO4 (H). A recuperacdao do FLU foi utilizada como resposta e os
experimentos foram realizados em triplicata, como também foi feito por Hadjmohammadi e
Ghambari em 2012. Os niveis dos fatores avaliados encontram-se descritos na Tabela 23 e a
matriz gerada ¢ composta por 16 diferentes condi¢des de extracdes (n = 48), que foram

realizadas em ordem aleatdria e estdo dispostas na Tabela 24.

Tabela 23 - Fatores e niveis para a construgdo da matriz do FFD 2%

Fatores Niveis
Baixo (-1) Alto (+1)

(A) tempo de extracdo (min) 20 50
(B) pH da fase doadora 11 13
(C) concentragio de NaCl na fase aceptora (mol.L™) 0,5 2

(D) tempo de impregnacao da fibra (s) 5 20
(E) tempo de lavagem da fibra (s) 0 15
(F) concentragdo de carreador idnico (%, v/v) 5 25
(G) velocidade de agitacdo (rpm) 500 1000
(H) concentragdo de Na,SO, (%) 10 25°

* concentragdo suficiente para satura¢do da solugdo
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Tabela 24 - Condigdes de extragio por HF-LPME realizadas no FFD 2
Analise A B C D E F G H

1 1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
2 1,00  -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00 1,00
3 1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00 -1,00 1,00 1,00
4 1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00
5 1,00 -1,00 1,00 -1,00 1,00 1,00 1,00 -1,00
6 1,00  -1,00 1,00 -1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00
7 1,00 1,00 1,00  -1,00 -1,00 1,00 -1,00 1,00
8 1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00 -1,00 1,00  -1,00
9 1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00 1,00 -1,00 1,00
10 1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00 1,00  -1,00
11 21,00 1,00  -1,00 1,00 -1,00 1,00 1,00  -1,00
12 1,00 1,00 -1,00 1,00 -1,00 -1,00 -1,00 1,00
13 -1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00 1,00
14 1,00 -1,00 1,00 1,00 -1,00 1,00 -1,00  -1,00
15  -1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 -1,00 -1,00 -1,00
16 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

4.3.9.2 Selecao da condicao 6tima de extracao

Foram avaliados por meio de um CCD as variaveis tempo de extragdo (A), pH da fase

pontos centrais. As condigdes estudadas pelo uso do CCD encontram-se na Tabela 26.

Tabela 25 - Fatores e niveis utilizados no CCD para otimizac¢do da extracdo por HF-LPME

Pontos estrela

Niveis (0.=1,68)
Fatores Baixo (-1) Central Alto (+1) -0 +a
(A) tempo de extracdo (min) 22 40 58 10 70
(B) pH da fase doadora 11,50 12,25 13,00 11,00 13,50

(F) concentragdo de carreador i6nico (%) 9,1 15,0 20,9 5,0 25,0

doadora (B) e concentracdo de carreador ionico (F) e os cinco niveis avaliados estdo dispostos
na Tabela 25. O tempo de impregnacao da fibra com o solvente orgéanico foi de 15 s, seguido
por remocgdo do excesso do solvente em agua por 5 s. A velocidade de agitagdo foi fixada em
1000 rpm, o Na,SO4 foi adicionado em concentracdo suficiente para saturacao da fase doadora
e a fase aceptora foi composta por NaCl 1 mol.L". Foram gerados 20 experimentos realizados
em triplicata (n = 60), sendo oito experimentos resultantes de um delineamento fatorial

completo, seis experimentos referentes aos pontos axiais e seis experimentos referentes aos
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Tabela 26 - Condig¢des de extracdo avaliadas no CCD para a HF-LPME

Analise A B F
1 -1,00 -1,00 -1,00
2 -1,00 -1,00 1,00
3 -1,00 1,00 -1,00
4 -1,00 1,00 1,00
5 1,00 -1,00 -1,00
6 1,00 -1,00 1,00
7 1,00 1,00 -1,00
8 1,00 1,00 1,00
9 0 0 -1,68
10 0 0 1,68
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 -1,68 0 0
14 1,68 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Apo6s a realizagdo dos experimentos, graficos de superficie de resposta foram
construidos para os fatores que exerceram efeito sobre a recuperacdo do FLU. A funcdo
desejabilidade foi utilizada para a determinagdo da condigdo na qual a recuperacdo foi
méxima. O programa Statistica® foi utilizado para construgdo das matrizes, para analise dos
resultados do FFD e do CCD e para gerar os graficos de superficie de resposta e de

desejabilidade.

4.3.10 Validacao do método

Assim como no capitulo anterior, o protocolo de validagdo foi baseado no Guia para
Validagdo de Métodos Bioanaliticos (EMA, 2011) e na Resolugdo n° 27 de 17 de maio de
2012 (ANVISA, 2012).

Em tubos de extragdo de 10 mL foi realizado o enriquecimento das amostras. Para
isso, foram adicionados 50 pL da solugdo de trabalho de FLU em metanol nas concentragdes
de 10 a 625 pg.mL™" e o solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido. A seguir, foram
adicionados 500 pL de plasma e o tubo foi agitado para solubilizacdo do analito. Solucdo de

NaOH 0,316 mol.L"! saturada com Na,SO, foi adicionada a amostra totalizando um volume



4.3 MATERIAL, CASUISTICA E METODOS 79

de 5 mL. Apos agitagdo em vortex, os tubos foram submetidos a centrifugacdo a 2200 g por
15 minutos a 4 °C. Apds isto, 3,5 mL de sobrenadante foram coletados e transferidos para os
tubos de extrag@o. As fibras impregnadas com o solvente organico e com o carreador i6nico
foram colocadas em contato com a amostra e ap6s a adicao da fase aceptora, a extracdo foi
realizada. Ao final do processo, 50 pL de fase aceptora foram coletados com o auxilio de uma
microsseringa de 100 pL e o volume foi completado para 130 pL com fase movel para analise

por HPLC de acordo com as condigdes descritas no item 4.3.4.

4.3.10.1 Curva de calibracao

Curvas analiticas contendo seis niveis de concentracdo foram construidas para a
avaliag¢do da linearidade do método (Tabela 27). Cada nivel foi realizado em quintuplicata (n
= 5) no intervalo de concentragdo plasmatica do FLU de 1,0 a 62,5 ug.mL'l, sendo a area do
FLU disposta no eixo das ordenadas e a concentragdo plasmatica no eixo das abcissas. O
modelo de regressao linear com peso 1/x foi adotado e sua adequacgao foi avaliada pela analise
de variancia (ANOVA), sendo realizados os célculos dos valores de F e p, para um nivel de

confianga de 95 % e graus de liberdade n—1, utilizando o programa Minitab®, versio 18.

Tabela 27 - Niveis de concentrag@o plasmatica para obten¢do da curva analitica para o FLU

Concentracio (ug.mL‘l) Classificacao

1,00 LIQ - limite inferior de quantificacdo

2,00 CB - controle de qualidade de baixa concentracao
12,50 -
31,25 CM - controle de qualidade de média concentragao
50,00 CA - controle de qualidade de alta concentraggo
62,50 LSQ - limite superior de quantificagido

4.3.10.2 LIQ

Para a determinacdo do LIQ, cinco amostras de plasma foram enriquecidas para a
obtencio da concentragdo de 1,0 pg.mL" e foram submetidas a extracio conforme descrito no
item 4.3.10. Os valores de concentracdo foram calculados baseados em uma curva analitica no
intervalo de concentragio plasmatica de 1,0 a 62,5 ng.mL™ e os valores de precisio ¢ exatiddo

foram obtidos e comparados com os valores definidos pelos guias.

4.3.10.3 Precisao
A precisdo foi determinada para os niveis de concentragdo referentes ao LIQ, CB, CM,
CA e LSQ. Para a realizagdo deste item foram utilizadas quintuplicatas para cada nivel de

concentracdo ¢ as amostras foram submetidas a extragdo descrita no item 4.3.10. As
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concentragdes foram definidas a partir de uma curva analitica para o intervalo de
concentragdo plasmatica de 1,0 a 62,5 pg.mL™" ¢ a precisdo dos dados obtidos foi calculada
para trés dias de andlise (precisdo intercorridas) e para um dia de analise (precisdo

intracorrida) de acordo com a Equacgdo 1 do item 3.3.3.3.

4.3.10.4 Exatidao

A exatiddo foi determinada para os mesmos niveis de concentragdo citados no item
anterior e também foi realizada em quintuplicata. Foram obtidos os valores para um mesmo
dia (intracorrida) e para trés dias diferentes de analise (intercorridas), de acordo com a

Equacdo 2 do item 3.3.3.4.

4.3.10.5 Efeito residual

Para a avaliacdo do efeito residual foi observado o aparecimento ou aumento do sinal
analitico devido a uma possivel contaminagdo proveniente de amostras de plasma analisadas
previamente pela injecdo de uma amostra branco antes da inje¢cdo de uma amostra referente ao
LSQ e duas amostras branco apos a inje¢do da amostra de concentragdo referente ao LSQ,

todas submetidas ao procedimento de extracdo (ANVISA, 2012).

4.3.10.6 Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade do método obtido de diferenciar o composto de interesse
de outros compostos que possam estar presentes na amostra biologica (ANVISA, 2012).
Foram utilizadas seis diferentes amostras de plasma, sendo uma lipémica, uma hemolisada ¢
quatro amostras normais. Em tempo de retencdo proximo ao do FLU foi investigada a
presenca de resposta referente a possiveis interferentes por meio de comparagdo dos

cromatogramas obtidos com o de amostras referentes ao LIQ.

4.3.10.7 Recuperacio

Embora ndo seja um item obrigatorio para a realizagdo da validagdo, a recuperagdo
média do FLU de amostras de plasma pela HF-LPME foi avaliada (n = 15). O célculo foi
realizado comparando-se as areas referentes ao pico do analito de amostras do FLU em
solvente com as areas do FLU obtidas apds extracdo de amostra enriquecida com o FLU
(CASSIANO et al., 2009) para os cinco niveis de concentracdo referentes ao LIQ, CB, CM,
CA eLSQ.
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4.3.10.8 Estudos de estabilidade do farmaco em plasma

Para assegurar que a concentragdo na amostra quando analisada permanece a mesma
do dia da coleta, estudos de estabilidade foram realizados, pois os fArmacos e seus metabolitos
podem sofrer degradacdo por acdo do metabolismo e de processos fisicos e quimicos quando
estdo na amostra bioldgica (REED, 2016). Entre os estudos realizados estdo os estudos de
estabilidade de curta e longa duragdo, estabilidade apos ciclos de congelamento e
descongelamento e pos-processamento, os quais foram realizados em quadruplicata (n = 4)
para as concentragdes de 2,0 e 50,0 pg.mL’, referentes ao CB e ao CA. O calculo da
concentragdo obtida foi baseado em uma curva de calibrag@o extraida para o intervalo de 1,0 a

-1 .
62,5 pg.mL" e os resultados foram comparados com os valores nominais.

+» Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

A estabilidade do farmaco foi avaliada apos trés ciclos de congelamento e
descongelamento. Para isso, amostras de plasma foram enriquecidas com o padrdo de FLU e
foram congeladas a temperatura de -20 °C por 24 horas. Apoés este periodo as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e foram novamente congeladas por pelo menos 12
horas até contemplar os trés ciclos. A extracdo das amostras foi realizada como descrito no

item 4.3.10.

+»+ Estabilidade de curta duracéo

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 horas, tempo suficiente
para que todas as demais amostras fossem analisadas. Apds este periodo, as amostras do
estudo de estabilidade de curta duracdo foram submetidas ao procedimento de extracdo

descrito no item 4.3.10.

+» Estabilidade de longa duracao
As amostras de plasma foram enriquecidas e mantidas em freezer (-20°C) por trinta e
cinco dias para a realizagdo da estabilidade de longa duracdo. Apos este periodo as amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente e foram submetidas ao processo de extracdo

descrito no item 4.3.10.

+ Estabilidade pos-processamento
Para avaliar a estabilidade apds o processamento da amostra, quatro amostras de cada

concentracdo analisada foram submetidas a extracdo e analisadas por HPLC. Ao final da
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corrida analitica as amostras foram injetadas novamente e as concentracdes de FLU foram

determinadas a partir de uma curva de calibracdo com intervalo de concentracido de 1,0 a 62,5
-1 . ..

pg.mL”. Durante o periodo de espera, as amostras permaneceram no autoinjetor a

temperatura ambiente.

4.3.10.9 Determinacdo da concentracio de FLU em amostra de plasma de paciente em
tratamento

Apoés a validagdo do método, duas amostras de plasma coletadas de um paciente
portador de neuromicose ¢ que realizou tratamento com o FLU no HCFMRP/USP foram
utilizadas. O intervalo entre as coletas foi de sete dias e as amostras do paciente foram
descongeladas e mantidas por 30 minutos em banho-maria a 56 °C (SPIRE et al., 1985) como
etapa prévia a extracdo. A determinagdo da concentragdo plasmatica de FLU foi realizada
baseada em uma curva de calibragdo no intervalo de concentragdo de 1,0 a 62,5 pg.mL™".

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (Anexo A).
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... HUMMMMMMMM...

(WATERSON, 2010b)
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44 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todos os testes realizados neste estudo foi utilizada a fibra de polipropileno Q3/2
Accurel com 13 cm de comprimento. Esta fibra também foi selecionada para as extracdes
realizadas por Ghamari et al. (2016), Hadjmohammadi e Ghambari (2012), Hou e Lee (2003),
Magalhaes e Bonato (2008) e Payan et al. (2011).

4.4.1 HF-LPME de trés fases baseada no gradiente de pH

Inicialmente a HF-LPME de trés fases por possuir fase aceptora aquosa e por oferecer
compatibilidade com os sistemas analiticos HPLC e CE (HALVORSEN; PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2001; LEE et al., 2008) foi avaliada.

Nesta microextracdo os parametros que devem ser estudados sdo: o tempo e a
velocidade de extragdo, o solvente organico para impregnagao da fibra, os pHs e volumes das
fases doadora e aceptora e a forca idnica da amostra (HADI; MAKAHLEH; SAAD, 2012;
MERIB; CASAREK, 2013).

Para compor a fase doadora foi selecionada solugdo tampao fosfato de sodio 50
mmol.L", pH 7,3 e a solugdo de HCI 0,01 mol.L", pH 2,0 para compor a fase aceptora, pois
para promover a transferéncia dos analitos ¢ recomendavel que o pH da fase doadora esteja
em uma faixa na qual o analito se mantenha ndo ionizado e o pH da fase aceptora esteja em
valor que permita a ioniza¢do do composto a ser extraido (HADI; MAKAHLEH; SAAD,
2012).

O tempo de extragdo foi mantido em 50 minutos e a agitacdo em 500 rpm para a
selecdo do solvente organico a ser utilizado para a impregnacdo da fibra. Os solventes
avaliados foram di-n-hexil, di-n-butil éter, DMF, MTBE, acetato de butila e 1-octanol. O
solvente ideal deve possuir como caracteristicas: afinidade pelo analito de interesse, baixa
volatilidade e miscibilidade com a 4gua para evitar a perda durante a extracdo, facil
imobilizacdo na fibra, baixa viscosidade para favorecer o fluxo, baixa tendéncia em dissolver
ou transferir os interferentes presentes na amostra, e, se possivel, baixa toxicidade
(BAHRAMI et al., 2017; ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; HADI; MAKAHLEH;
SAAD, 2012; HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012; YAMINI et al., 2006). O 1-
octanol foi o solvente que permitiu melhor transferéncia do analito da fase doadora para a fase
aceptora (p < 0,001), embora os valores de recuperacdo encontrados tenham sido baixos
(Figura 23). Este solvente também promoveu maior fator de enriquecimento para as extragdes
realizadas por Bahrami et al. (2017), Hadi, Makahleh e Saad (2012), Hadjmohammadi e
Ghambari (2012) e Piroozi et al.(2014).
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Figura 23 - Avaliagdo do tipo de solvente de impregnago na fibra para a extragdo do FLU por HF-
LPME de trés fases baseada no gradiente de pH
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Condigdes da extragdo: solu¢io doadora composta por plasma e tampéo fosfato de sodio 50 mmol.L™
pH 7.3, fase aceptora composta pelo HCI 0,1mol.L". Extragdo realizada por 50 minutos com agitagéo
de 500 rpm. Impregnac¢@o da fibra por 10 s e lavagem da fibra com agua para remog¢do do excesso de
solvente por 5 s. *** p <0,001.

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism”.

Além disso, também foi avaliada se a adicdo de etanol na fase aceptora poderia
melhorar a solubilidade do FLU e, consequentemente, aumentar a eficiéncia da extragdo. Foi
estudada a proporcdo de 20 % de etanol, pois altas quantidades de solvente na fase aceptora
podem acarretar em perdas de volume devido a evaporacdo. Assim como observado por
Magalhdes e Bonato em 2008, ndo houve melhora da recuperacdo com a modificagdo da fase

aceptora, sendo obtido valor de recuperacdo de 1,5 %.

4.4.2 HF-LPME de duas fases

A extracdo utilizando o sistema de duas fases foi realizada com o intuito de promover
aumento da recuperagcdo do FLU. Foram estudados os solventes di-n-hexil éter, di-n-butil éter,
DMF, MTBE, acetato de butila e 1-octanol. Foi observado que alguns solventes demandam
pouco tempo para evaporacdo, como o0 MTBE, enquanto outros demoram muito, como o di-n-
hexil éter. As extragdes utilizando o 1-octanol ndo foram injetadas no sistema analitico
selecionado, pois o tempo para evaporagdo do solvente inviabiliza a extracdo, o que
fundamenta o fato de cerca de 80 % dos estudos envolvendo a HF-LPME de duas fases
utilizarem a GC para analise (LEE et al., 2008). O di-n-hexil ¢ o di-n-butil éter tiveram

recuperacdo muito baixa, ndo sendo possivel visualizar o pico do FLU nos cromatogramas
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obtidos. Ja os resultados obtidos para o DMF, o acetato de butila e o MTBE estdo expostos na
Figura 24, sendo obtidos valores de 3,1; 3,1 e 3,5 % de recuperacdo, respectivamente.
Portanto, em relacdo a HF-LPME de trés fases estudada no item 4.4.1, foi obtido um aumento

significativo da recuperagdo do FLU.

Figura 24 - Avaliagdo da recuperagdo do FLU utilizando a HF-LPME de duas fases
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Condigdes da extragio: solugio doadora composta por plasma e tampio fosfato de sodio 50 mmol.L™
pH 7,3, fase aceptora composta pelo mesmo solvente utilizado para a impregnagdo da fibra. Extragéo
realizada por 50 minutos com agitagdo de 500 rpm. Impregnagdo da fibra por 10 s e lavagem da fibra
com agua para remoc¢do do excesso de solvente por 5 s. * p < 0,05.

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism”.

4.4.3 HF-LPME de trés fases mediada por carreador

A HF-LPME de duas e trés fases tem sido utilizada para a extracdo de varios
compostos, entre eles pesticidas, aminas aromaticas, compostos fenolicos, hidrocarbonetos
aromaticos, porém, para aumentar a recuperagdo de compostos hidrofilicos, que apresentam
baixa afinidade pelo solvente organico presente nos poros da fibra, o uso de carreador i6nico
pode ser benéfico (BAHRAMI et al., 2017; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN,
2005).

Na literatura ¢ muito encontrado o uso do carreador anidnico cloreto de
metiltrioctilamonio (Aliquat 336) (CHAIEB et al., 2015; EBRAHIMZADEH et al., 2011;
ESRAFILI et al., 2012; SHARIATI; YAMINI; ESRAFILI, 2009; YAMINI et al., 2006;
YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON, 2011; ZARGAR; PARHAM;
HATAMIE, 2016), que permanece ionizado em toda a faixa de pH (SHARIATI; YAMINI;
ESRAFILI, 2009). Devido a dificuldade de obtencao deste reagente, neste estudo foi utilizado
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o cloreto de metiltrialquil (Cs-Cip) amoénio (Adogen 464), o qual apresenta estrutura
semelhante ao Aliquat 336, porém com cadeias que variam de 8 a 10 carbonos.

A Figura 25 ilustra o mecanismo para a transferéncia do FLU da fase doadora para a
fase aceptora utilizando este carreador i6nico. O Adogen 464 ¢ um carreador catidnico e
interage com FLU, carregado negativamente, devido ao alto pH promovido pelo uso de NaOH
na fase doadora. O par ibnico formado se difunde através da fibra cujos poros estdo
preenchidos com o solvente organico e na interface entre a solugdo aceptora e a fibra, devido
a alta concentragdo de ions cloreto presente na fase aceptora que ¢ composta por solucdo de
cloreto de sodio ou acido cloridrico, o analito ¢ liberado e o carreador interage com os ions

cloreto e se difunde em diregdo a fase doadora.

Figura 25 - Mecanismo de extragdo do FLU utilizando HF-LPME de trés fases mediada carreador

Amostra Superficie da Solugdo
fibra aceptora
FLU- R,N(CH,)"Cr FLU-
Cr R,N(CH,)'FLU- Cr

) Fluxo de FLU-
Fluxo de Cr < —

Fonte: elaborada pelo autor, com base no trabalho de Yamini et al. (2006).

Como o 1-octanol foi o solvente organico que permitiu melhor transferéncia de massa
na HF-LPME de trés fases realizada anteriormente, ele foi mantido como solvente para
impregnacao da fibra e, como alguns trabalhos realizam a lavagem prévia da fibra com
acetona para remocdo de possiveis contaminantes (BAHRAMI et al, 2017;
EBRAHIMZADEH et al., 2011; LV et al., 2013), sendo relatado inclusive o aumento da
recuperagdo (BARDSTU et al., 2007), foi realizada a comparagdo da extragdo do FLU de
fibras submetidas ao processo de limpeza com acetona e ultrassom por 5 minutos com fibras
ndo submetidas ao procedimento. Apds a lavagem com acetona as fibras foram colocadas
sobre papel de filtro e mantidas a temperatura ambiente até total evaporagdo do solvente. Foi
observada uma pequena reducdo da recuperagdo do analito (valor de p = 0,01) (Figura 26)

quando as fibras foram submetidas a lavagem prévia. Além disso, ndo foi observada diferenga



4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO 88

nos cromatogramas obtidos quanto a possiveis interferentes, de modo que as fibras foram

utilizadas sem lavagem prévia para os testes subsequentes.

Figura 26 - Avaliagdo da influéncia da lavagem prévia da fibra com acetona na recuperagao do FLU
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Condigdes da extragdo: solugio doadora composta por plasma e NaOH 0,1 mol.L", fase aceptora
composta por HCI 0,01 mol.L", impregnagio da fibra por 10 s utilizando solugdo composta por 1-
octanol : Adogen 464 (90:10, v/v) e lavagem da fibra com agua para remogdo do excesso de solvente
por 5 s. Extracdo realizada por 50 minutos com agitacdo de 500 rpm. * p < 0,05.

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism”.

Também foi avaliada a influéncia da composi¢do da fase aceptora na recuperagdo do
FLU. Foram utilizadas solu¢do de NaCl 1 mol.L", solucdo de HCI 0,01 molL"' ¢ a
combinacdo NaCl 1 mol.L™' ¢ HC1 0,01 mol.L"", sendo obtidos valores de recuperagdo de 5,5;
0,3 e 5,2 %, respectivamente. A Figura 27 ilustra os resultados obtidos. Pode-se observar que
quando a fase aceptora € composta apenas por solucdo acida a recuperacao ¢ muito baixa. A
adicao de NaCl, embora promova o aumento do sinal analitico em tempo inferior a 2 minutos
nos cromatogramas obtidos, se faz necessaria para a ocorréncia da transferéncia do analito,
pois promove o gradiente de ions cloreto necessario para a extragdo, aumentando a
recuperacdo de 0,3 para cerca de 5,2 %. Comparando-se as fases aceptoras compostas por
NaCl e NaCl em solugdo acida, nao houve diferenga entre as recuperacdes obtidas (valor de p
= 0,06), sendo selecionada a fase aceptora composta apenas por NaCl para as proximas
etapas. Esta fase aceptora contendo NaCl também foi selecionada por Chaieb et al. (2015),

Esrafili et al. (2012), Shariati, Yamini e Esrafili (2009) e Zargar, Parhame e Hatamie (2016).
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Figura 27 - Avaliagdo da influéncia da composi¢do da fase aceptora na recuperacdo do FLU utilizando
HF-LPME de trés fases mediada por carreador
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Condigdes da extragdo: solugdo doadora composta por plasma e NaOH 0,1 mol.L™, impregnacao da
fibra por 10 s utilizando solu¢do composta por 1-octanol : Adogen 464 (90:10, v/v) e lavagem da fibra
com agua para remog¢do do excesso de solvente por 5 s. Extragdo realizada por 50 minutos com
agitagdo de 500 rpm. *** p < 0,001.

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism®.

Segundo Ho, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (2006) a recuperacdo de analitos de
amostras de plasma ¢ na maioria das vezes inferior a recuperagdo obtida para amostras de
agua. Entre as possiveis razdes para a ocorréncia deste fendmeno podem estar a viscosidade
do plasma, a interacdo dos analitos com as proteinas ou as intera¢des entre as proteinas
plasmaticas e o carreador. Para diminuir a Ultima interagdo apresentada, que corresponde
possivelmente ao principal motivo da diminui¢do da recuperagdo, pode-se realizar uma etapa
prévia de preparo da amostra com precipitagdo de proteinas utilizando solventes ou pode-se
acrescentar NaySOy4 as amostras.

Com o intuito de reduzir o uso de solventes no desenvolvimento do método, o uso de
sal foi preferido. O Na,SO, foi adicionado na solugdo de NaOH utilizada para diluigdo da
amostra de plasma e ajuste do pH da fase doadora em quantidade suficiente para saturar a
solucdo. Além disso, as amostras foram divididas em dois grupos para avaliar a necessidade
de centrifugacdo apos a adicdo da solucdo ao plasma. Para isso, metade dos tubos (n = 3)
foram centrifugados por 15 minutos a 2200 g e 4 °C e a outra metade (n = 3) foi mantida na
bancada durante este periodo de tempo. Na Figura 28 pode-se constatar que as amostras nao
centrifugadas apresentaram maior variacdo entre as triplicatas, possivelmente devido a nao

remog¢do dos compostos que precipitaram do meio e que podem obstruir os poros da fibra.
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Também foi identificada a melhora da recuperacdo com o uso de Na,SO,4 para a precipitagdo

de proteinas plasmaticas, sendo obtido valor médio de 9,3 %.

Figura 28 - Avaliacdo da influéncia da centrifuga¢do na recuperagdo do FLU utilizando HF-LPME de
trés fases mediada por carreador
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Condigdes da extragdo: solu¢io doadora composta por plasma e solugdo de NaOH 0,1 mol.L"' saturada
com Na,SO,, impregnacdo da fibra por 10 s utilizando solugdo composta por 1-octanol : Adogen 464
(90:10, v/v) e lavagem da fibra com agua para remogdo do excesso de solvente por 5 s. Extracdo
realizada por 50 minutos com agitagdo de 500 rpm.

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism”.

4.4.3.1 Identificacdo dos parametros que influenciam na eficiéncia da HF-LPME
mediada por carreador

Os delineamentos ainda sdo pouco explorados para a otimiza¢do dos parametros que
influenciam na eficiéncia da HF-LPME. Destacam-se nesta area o estudo desenvolvido por
Emidio et al. (2010), que analisaram canabindides em amostras de cabelo, o trabalho de
Ebrahimzadeh et al. (2012) que determinaram maleato de clorfeniramina e bromidrato de
dextrometorfano em amostras de plasma e a analise de muscimol em amostras de urina
desenvolvida por Ncube et al. (2016).

Entre os delineamentos, o FFD ¢é o delineamento mais popular entre os de primeira
ordem devido ao baixo custo e simplicidade e ¢ quase mandatorio realiza-lo quando o nlimero
de fatores envolvidos ¢ alto (EBRAHIMZADEH et al., 2011). Para a identificagdo dos
parametros que influenciam a extracdo do FLU de amostras de plasma foi realizado um FFD
envolvendo oito variaveis e cada experimento gerado foi realizado em triplicata, pois a
repeticdo de amostras para cada combinacdo de fatores permite uma melhor estimativa dos

erros experimentais, o que ajuda na determinacdo se as diferencas entre os dados obtidos sdo
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realmente significativas (HANRAHAN; MONTES; GOMEZ, 2008). Na Tabela 28 estdo

representados os valores de area e de recuperacao obtidos para as analises realizadas.

Tabela 28 - Area e recuperagio média (R) do FLU obtidas para as analises realizadas no

FFD (n = 3)
Analise Area RFLU Analise Area R FLU
FLU = DP (%) FLU £ DP (%)
1 86253 +£2362 3 9 100037 = 4870 3
2 107598 + 5656 3 10 78920 + 1431 2
3 213632 + 12428 7 11 102510 £ 5576 3
4 87566 + 5143 3 12 238945 + 7904 8
5 54610 + 746 2 13 63066 + 3891 2
6 68749 + 2403 2 14 58282 + 2704 2
7 188931 + 23227 6 15 178891 + 5862 6
8 207083 £+ 6790 7 16 275848 + 15683 9

DP - estimativa do desvio padrao absoluto.

Os resultados obtidos foram avaliados utilizando o programa Statistica® e foi
construido um grafico de Pareto para representacdo dos efeitos dos fatores estudados e das
interagdes de primeira ordem sobre a recuperacao do FLU (Figura 29). O valor de ¢ critico,
representado pela linha vermelha, foi de 2,04 para um valor de p de 0,05 e os comprimentos
das barras sdo proporcionais aos valores absolutos dos efeitos padronizados, de modo que os
fatores cujas barras ultrapassam o valor de ¢ critico sdo considerados relevantes para a
melhora da resposta avaliada.

Observa-se que o efeito da concentragdo de Na,SO, sobre a recuperagdo foi positivo,
ou seja, o aumento da concentragdo deste sal presente na fase doadora promoveu aumento na
recuperagdo do FLU, por isso, optou-se por trabalhar com o uso de solugdo de NaOH saturada
com este composto idOnico, como também foi realizado por Ho, Pedersen-Bjergaard e
Rasmussen (2006) e Payan et al. (2011).

O pH da amostra também foi avaliado nesta etapa, pois a interagdo do FLU com o
carreador s6 ocorre quando o FLU est4 carregado negativamente. Considerando que o valor
de pKa do FLU ¢ de 11,01 = 0,29, no FFD foi avaliada a adi¢do de solu¢do de NaOH nas
concentragdes de 0,001 ¢ 0,1 mol.L”, para proporcionar pHs de 11 e 13, respectivamente.
Pode-se observar na Figura 29, que quanto maior o pH da amostra, maior foi a recuperagao do
FLU, devido a um aumento da concentragdo de FLU disponivel para interacdo com o
carreador. Entre os estudos que também utilizaram o NaOH para alcalinizar a amostra, estdo
os de: Bahrami et al. (2018), Esrafili, Yamini e Shariati (2007), Hou e Lee (2003), Rasmussen
et al. (2000), Yamini et al. (2006), Zargar e Hatamie (2014).
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Figura 29 - Grafico de Pareto dos efeitos dos fatores sobre a recuperagdo do FLU utilizando HF-
LPME de trés fases mediada por carreador. A linha vertical define o nivel de confianga de 95 %.
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

Em relagdo a concentracdo de Adogen 464 utilizada, foi observado que quando a
concentragdo do carreador ¢ baixa, a formacdo de pares i6nicos € insuficiente e acarreta em
baixo enriquecimento, porém quando a quantidade de carreador ¢ alta, de 30 a 40 %, a
membrana liquida torna-se muito viscosa e o fluxo do par i6nico fica comprometido
(YAMINI et al., 2006; YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON, 2011),
por isso, nesta etapa a concentracdo de carreador foi avaliada de 5 a 25 %. Foi observado que
o aumento da concentragdo do carreador teve efeito negativo sobre a eficiéncia da
microextragdo, de modo que na proxima etapa a influéncia desta variavel serd melhor
avaliada.

Outro parametro que precisa ser otimizado ¢ o tempo de extracdo. Para garantir a
repetibilidade do método € necessario determinar o tempo minimo para que o equilibrio entre
a amostra, a fase organica e a fase aceptora seja alcancado (BAHRAMI et al., 2018; YAMINI
et al, 2006; YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON, 2011). Foi
observado que o aumento no tempo de extragdo de 20 para 50 minutos no FFD promoveu
aumento da recuperacdo do FLU. Além disso, o tempo de extracdo ¢ a variavel que interage

com quase todas as demais variaveis, promovendo efeito que pode influenciar na recuperacao,
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por isso, optou-se por estuda-la em mais niveis no CCD.

Ja a velocidade de agitacdo afeta a cinética da extragdo, podendo aumentar a taxa de
extracdo e reduzir o tempo para atingir o equilibrio (BAHRAMI et al., 2018; BEN-HANDER
et al.,, 2015; ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; GHAMARI et al., 2016; HADI;
MAKAHLEH; SAAD, 2012). No FFD foram avaliados os valores de 500 ¢ 1000 rpm.
Valores superiores ndo foram testados, pois acarretam em perda de fase aceptora por
desencaixe da fibra das ponteiras. O efeito desta variavel foi de 4,60, cerca de dez vezes
inferior ao efeito do pH, porém para auxiliar no aumento da recuperagdo, o valor maximo de
1000 rpm foi mantido para os proximos estudos.

A concentragdo de NaCl na fase aceptora, por sua vez, foi avaliada de 0 a 2 mol.L™" no
FFD, assim como nos trabalhos de Yamini et al. (2006) e de Zargar, Parham e Hatamie
(2016). O aumento da concentragdo de NaCl promove, segundo Bahrami et al. (2018) e
Yamini et al. (2006), um aumento do gradiente de ions cloreto, que ¢ a forca motriz do
processo. Contudo, com o aumento da concentracdo de sal na fase aceptora, o cromatograma
apresenta sinal mais intenso nos primeiros minutos de analise, o que pode comprometer o
limite de quantificacdo do FLU, cujo sinal tem intensidade bem inferior. Por isso, devido ao
baixo efeito deste parametro (+ 4,02) preferiu-se trabalhar com a fase aceptora contendo NaCl
1 mol.L"', concentracdo bastante utilizada nos estudos com HF-LPME envolvendo
carreadores iOnicos. Esse sinal intenso também ¢é observado nos primeiros minutos dos
cromatogramas obtidos por Zargar, Parham e Hatamie (2016) que utilizaram amostras de
urina e de Shatiati, Yamini e Esrafili (2009) que usaram amostras de leite, plasma e agua.

O tempo de impregnacdo da fibra com solvente orgdnico ndo ¢ um parametro
comumente otimizado durante o desenvolvimento do método. Nesta etapa as fibras foram
impregnadas por 5 e 20 segundos. Foi verificado que o aumento do tempo de contato entre a
fibra e o solvente 1-octanol promoveu aumento da recuperagdo (efeito positivo de 3,94), por
isso, com o intuito de melhorar a recuperacdo sem estender o tempo de preparo da fibra
ficaram estabelecidos 15 s para impregnacdao do solvente organico na fibra, tempo também
utilizado por Bahrami et al. (2018) e Ghamari et al. (2016).

A lavagem da fibra em frasco contendo dgua e sob sonicagdo ndo afetou a eficiéncia
da extragdo (Figura 29). No entanto, como sempre a remocao do excesso de solvente se faz
necessaria, optou-se por imergir a fibra por 5 segundos no tubo com agua para garantir que
ndo ocorresse variacao na recuperacdo do FLU entre as extracdes devido a pequenas variacdes
da quantidade de solvente na fibra e, consequentemente, de carreador idnico. O tempo para

essa etapa, na literatura, varia de 5 s (AL AZZAM et al., 2010; BEN-HANDER et al., 2015;
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HADI; MAKAHLEH; SAAD, 2012; NCUBE et al., 2016) a 30 s (EBRAHIMZADEH et al.,
2012; PAYAN et al., 2011), sendo que a maioria utiliza 10 s (BAHRAMI et al., 2017,
BAHRAMI et al., 2018; EMIDIO et al., 2010; ESRAFILI et al., 2012; ESRAFILI; YAMINI;
SHARIATI, 2007; GHAMARI et al., 2016; HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012;
TAHMASEBI; YAMINI; SALEH, 2009).

Portanto, com excecdo do tempo de lavagem da fibra e da interacdo entre tempo de
extragdo e concentragdo de carreador i6nico, todos os demais fatores foram considerados
importantes para a eficiéncia da extragdo. Observou-se que o pardmetro de maior efeito foi o
pH da fase doadora, seguido pela concentragdo de Na,SOs, concentragdo de Adogen 464 e
tempo de extracdo. Como na maioria dos casos na primeira triagem ndo ¢ necessaria a
investigacdo de interagdes entre os fatores, mas sim determinar quais os fatores t€m uma
grande influéncia nos resultados para que estes possam ser melhor estudados (LUNDSTEDT
et al., 1998), optou-se por avaliar na proxima etapa os fatores pH da fase doadora,

concentracdo de Adogen 464 e tempo de extragao.

4.4.3.2 Selecio da condicido 6tima de extracio

Nesta etapa, as variaveis pH da fase doadora, concentracdo de Adogen 464 e tempo de
extragdo foram avaliadas em cinco niveis de concentragdo (-0, -1, 0, +1 ¢ +a).

O uso de apenas trés variaveis no delineamento de segunda ordem, para a otimizacao
do processo, foi um critério adotado também por Khodadoust e Hadjmohammadi (2011),
Panagiotou, Sakkas e Albanis (2009) e Stalikas et al. (2009), pois a inclus@o de um grande
numero de variaveis na realizacdo do CCD gera um numero de experimentos muito elevado e,
a partir de trés fatores, a superficie de resposta ja ndo pode ser visualizada em sua totalidade
(DEJAEGHER; HEYDEN, 2011).

O estudo envolveu o uso de 20 experimentos, realizados em triplicata, sendo 6
condicOes referentes ao ponto central (andlises de 15 a 20). Os resultados obtidos estdo

representados na Tabela 29, sendo 9 % o maior valor de recuperagao obtido.
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Tabela 29 - Area e recuperagdo média (R) obtidas para o FLU para as analises realizadas

no CCD (n=3)
Anglise Area RFLU .. Area R FLU
FLU + DP (%) FLU + DP (%)

1 94516 + 4914 3 9 96329 + 2262 3
2 94496 + 1965 3 10 100682 + 8578 3
3 172716 + 7528 5 11 88921 + 2124 3
4 118538 + 2668 4 12 281342 + 3594 9
5 95720 + 2421 3 13 72819 + 2088 2
6 112152 + 6398 3 14 78351 + 1533 2
7 209916 + 5249 6 15-20 95761 + 5200 3
8 139034 + 612 4

DP - estimativa do desvio padrao absoluto.

Os resultados de recuperacdo das 60 extragdes realizadas foram utilizados para a
construcdo de graficos de superficie de resposta e para delinear a resposta em fungdo das
variaveis envolvidas na HF-LPME.

De acordo com os coeficientes apresentados na Tabela 30, tem-se que a recuperagdo
do FLU ¢ influenciada por todas as variaveis avaliadas no CCD , com excecdo das interagdes
entre concentracdo de carreador e tempo de extracdo e entre pH da fase doadora e tempo de
extragdo. Além disso, efeitos quadraticos foram observados para o pH ¢ para o tempo de
extragdo. Para facilitar a representagdo do modelo pela equagdo polinomial, os codigos A
(tempo de extrac¢dao), B (pH da fase doadora) ¢ F (concentracdo de carreador idnico) foram
mantidos, sendo obtida a equagdo: Recuperagdo do FLU = 3,00 + 0,19.A — 0,17.A2 +1,28.B +
1,02.B* = 0,23.F — 0,54.B.F. O coeficiente de determinacio ajustado do modelo foi de 0,9013,
com valor de Feq igual a 78,15 superior ao Fips;53:0,05) = 2,28. Soma-se a esta informagdo o
valor de F para a falta de ajuste de 1,29 ser inferior ao Fiaps;53,0,05) de 2,28. Tem-se, portanto,
que o modelo gerado pode ser utilizado para predizer a resposta, pois segundo Teofilo e
Ferreira (2006), um bom modelo precisa possuir uma regressdo significativa (Feae > Fup) ©
uma falta de ajuste ndo significativa (Feae < Fiap) € um valor de coeficiente de determinagdo o

mais proximo possivel do valor de 1,0.
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Tabela 30 - Coeficientes do modelo de superficie de resposta para a extracdo do FLU de
amostras de plasma por HF-LPME mediada por carreador

. Coeficientes da resposta

Efeitos =
recuperagio do FLU

A =tempo de extragdo 0,19

B = pH da fase doadora 1,28

F = concentracdo de carreador i6nico -0,23

A’ -0,17

B? 1,02

B.F

-0,54
Os efeitos e as interagdes que ndo tiveram efeito significativo sobre a recuperacdo do FLU,

com p > 0,05 ndo foram representados.

As Figuras 30, 31 e 32 mostram os graficos de superficie da recuperagdo do FLU em
fungdo das variaveis analisadas no CCD.

Figura 30 - Grafico de superficie de resposta da influéncia das variaveis concentragdo de carreador
i6nico e pH da fase doadora sobre a recuperagao do FLU

!

;12

z 10

S 8 2
-: 6 I 10
.8- Eg
s A s
g 2 -
go

Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.
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Figura 31 - Grafico de superficie de resposta da influéncia das variaveis tempo de extragdo e pH da
fase doadora sobre a recuperagdo do FLU
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

Figura 32 - Grafico de superficie de resposta da influéncia das variaveis concentragdo de carreador
i6nico e tempo de extracdo sobre a recuperacdo do FLU
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

Pode-se observar que o pH ¢ a variavel com maior influéncia sobre a recuperagdo do
FLU (Figuras 30 e 31) e que o aumento do pH promoveu aumento da transferéncia do FLU
para a fase aceptora. O pKa do FLU ¢é de 11,01 + 0,29, portanto, o aumento do valor do pH da
fase doadora de 11,00 até 13,50 promoveu aumento da quantidade de FLU com carga

negativa, permitindo a formag@o de maior quantidade de pares idnicos capazes de atravessar o



4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO 98

solvente orgénico presente nos poros da fibra, portanto, ao se observar a Figura 33, na qual
esta o grafico de desejabilidade obtido, nota-se um aumento acentuado da recuperacdo com o
aumento da basicidade da fase doadora.

Em relacdo a concentragdo de carreador ionico (Figuras 30 e 32), tem-se que o
aumento da concentragdo de carreador promoveu efeito negativo sobre a recuperacdo do
analito. Como ja discutido anteriormente, o aumento da concentragdo do carreador promove
aumento da viscosidade, o que dificulta o fluxo da fase doadora para a fase aceptora, porém
baixas concentragdes podem dificultar a formacao do par idnico necessario para o aumento da
recuperagdo. Por isso, optou-se por utilizar o valor de 10 % de Adogen 464, valor obtido para
a condicdo Otima na qual a Dy € de 1 (Figura 33). Esta concentracdo de carreador idnico
dissolvido em 1-octanol também foi utilizada por Bahrami et al. em 2018, que fez uso do
Aliquat 336.

O tempo de extragdo ¢ considerado um parametro muito importante para a eficiéncia
da extragdo (BAHRAMI et al., 2017), sendo normalmente estabelecidos de 30 a 50 minutos
para a realizac¢do do procedimento (ANDERSEN et al., 2002). Embora este tempo de extragdo
seja relativamente longo quando comparado com o tempo de outras técnicas de extracdo
(ESRAFILI, A.; YAMINI, Y.; SHARIATI , 2007), quando ¢ levado em consideragdo que
varias amostras sao extraidas simultaneamente, este pardmetro deixa de ser uma desvantagem
para a HF-LPME. Ao observar a Figura 33, constatou-se que a recupera¢do permaneceu
estavel a partir do tempo de 40 minutos. Desta forma, optou-se por manter este intervalo de
tempo para a etapa da validacdo, pois tempos de extracdo superiores ao necessario para atingir
o equilibrio podem acarretar em perdas do solvente organico presente nos poros da fibra ou da
fase aceptora e podem também resultar em diminuicdo da recuperacdo (BAHRAMI et al.,

2018; GHAMARI et al., 2016).
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Figura 33 - Grafico de desejabilidade para a recuperagdo do FLU
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa Statistica”.

A condigdo para determinacdo do FLU em amostras de plasma esta descrita na Tabela
31. O plasma foi diluido em 4,5 mL de solucdo de NaOH, pH 13,5, saturada com Na,SO, e
apos a centrifugacdo, o volume de 3,5 mL de amostra foi transferido para o tubo de extracdo
devido a precipitagdo de material no fundo do tubo. Esta etapa de diluicdo da amostra ¢
importante, pois permite o ajuste do pH, a precipitacio de proteinas plasmaticas e a
diminui¢do da viscosidade da amostra, o que favorece o processo de extracdo. Segundo
Basheer, Lee e Obbard (2004) a diluicdo promove a redugdo do bloqueio dos poros da fibra
por sustancias interferentes, promovendo melhoras na precisdo, no rendimento da extracdo e
diminui¢do do limite de deteccao.

Ressalta-se que entre as vantagens do método desenvolvido estdo o baixo volume de
solvente organico utilizado, a agitacdo simultanea de 36 tubos, sem a necessidade de agitacao
por barra magnética, a qual pode ser uma fonte de contaminagdo da amostra (ALSHARIF et
al., 2017) e a eliminagdo da precipitagdo das proteinas do plasma por solvente, recurso
utilizado em alguns trabalhos encontrados na literatura utilizando a HF-LPME. Hadi,
Makahleh e Saad (2012) fizeram uso de éter etilico, Ebrahimzadeh et al. (2011) e Ben-Hander

et al. (2015) realizaram a etapa prévia de preparo do plasma com acetonitrila e
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Hadjmohammadi e Ghambari (2012) optaram por utilizar metanol. O volume comumente
utilizado para esse processo ¢ de 3 mL. Outro elemento a ser enfatizado ¢ o aumento da
recuperacdo do FLU com a otimizacdo do método, dado que a recuperacdo inicial obtida foi
de cerca de 0,26 % para a HF-LPME de trés fases mediada por carreador e o valor obtido pela

otimizagdo dos parametros foi de 12 %.

Tabela 31 - Condic¢des estabelecidas para a andlise do FLU em amostras de plasma por HF-
LPME

Condigoes estabelecidas

Volume de amostra biologica 500 uL
Volume de NaOH pH = 13,5, saturado com Na,SO, 4,5 mL
Centrifugacio 2200 g por 15 mina 4 °C
Volume transferido para tubo de extragao 3,5mL
Solvente organico para impregnagao da fibra 1-octanol
Tempo de impregnacéo da fibra 15s
HF- Tempo de lavagem da fibra com agua 5s
LPME Propor¢do de Adogen 464 10 %
Volume de fase aceptora adicionada 60 uL
Concentragdo de NaCl na fase aceptora 1 mol.L™!
Velocidade de agitacao 1000 rpm
Tempo de extragéo 40 min
Volume de fase aceptora coletada 50 uL
Volume final da amostra 130 uL
Coluna Ascentis® Express C 18
Temperatura 45°C
HPLC Vazao 0,8 mL.min™
Fase movel (proporgao, v/v) etanol:agua (12,5:87,5)
Volume de injegdo 25 uL
Comprimento de onda 210 nm

A selecdo de um IS para o método apresentou como dificuldade encontrar compostos
com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao FLU e estabilidade adequada. Foram
avaliados a fenacetina ¢ o benzoato de metila, porém, baixa recuperacdo foi obtida nas
condi¢des estabelecidas. Além disso, a recuperagdo da fenacetina, unica cujo pico foi
visualizado no cromatograma, apresentou alto valor de CV, o que tornou seu uso dispensavel

no método. Acredita-se que esta dificuldade também foi encontrada em outros estudos que
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fizeram uso da HF-LPME mediada por carreador, pois nos trabalhos de Ebrahimzadeh et al.

(2011, 2012), Esrafili et al. (2012) e Zargar, Parham e Hatamie (2016) também ndo foi citado

o uso de IS.

4.4.4 Validacao do método

Para a valida¢ao do método foram utilizadas as condi¢des descritas na Tabela 31.

4.4.4.1 Curva de calibracao

Para a construgdo da curva de calibragao foram utilizados seis niveis de concentragdo
compreendendo o intervalo entre 1,00 e 62,50 pg.mL". Ao utilizar o modelo de regressdo
linear dos minimos quadrados foi observado que, embora este modelo tenha apresentado
coeficiente de correlacdo de 0,9960, os erros padrdes relativos obtidos para as menores
concentragdes ultrapassavam o valor limite recomendado pelos guias (Figura 34). Por esta
razdo, foram avaliados modelos de regressdo ponderada com os pesos 1/x, l/xz, l/xl/z, 1y,

172

1/y* e 1/y"* (Tabela 32), sendo selecionado o ajuste da regressio linear com peso 1/x, o qual

apresentou menor valor de £ ERP (%).

Figura 34 - Porcentagem de erro padrio relativo versus concentragdo plasmatica do FLU para (A)
modelo de regressdo linear ndo ponderado e (B) modelo de regressdo ponderado com peso 1/x
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Fonte: elaborada pelo autor utilizando o programa GraphPad Prism 5.
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Tabela 32 - ParAmetros das curvas de calibragdo e soma dos EPRs para os pesos de ponderaggo
avaliados (n = 30)

Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Peso linear (b) angular (a) correlacio (r) Y EPR (%)"
1° 6103 10898 0,9960 -484
1/x -1539 11186 0,9979 0
/% 2186 11364 0,9978 0
1/x"? 139 11079 0,9973 96
1y -1590 11144 0,9980 15
1y 2144 11276 0,9980 20
1/y"? 25 11063 0,9974 -79

*Y EPR (%) - soma das exatiddes de todas as analises realizadas para a curva de calibragéo,
expressa em porcentagem
® regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ndo ponderada

Também foi realizada a analise de variancia do modelo (ANOVA), a qual apresentou
valor de Faic (4357275) muito superior ao Fiap(1:28:0,05) = 4,18 e valor de p < 0,05 (Tabela 33).
Quando o modelo apresenta F., maior que o Fyp, € p < 0,05 a hipdtese nula € rejeitada, ou
seja, 0 modelo de regressdo € aceito. No entanto, devido a soma dos residuos ser muito baixa,

com valor de -2,5.10™%, o calculo da falta de ajuste ndo pode ser realizado.

Tabela 33 - ANOVA para o modelo linear dos minimos quadrados ponderado, com nivel de
significancia p = 0,05

Soma Graus de Média
quadratica liberdade quadratica F calc F tab Valor de p
Regressio 4,69.10" 1 4,69.10" 435727539 4,18 0,00
Residuos 3,12.107 29 1,08.10° - - -

4.4.4.2 LIQ

O LIQ foi analisado em quintuplicata em amostras de plasma fortificadas nas
concentragdes de 1,00 ug.mL']. A concentragdo obtida foi de 0,97 ug.mL'], com precisdo e
exatiddo de 8,0 % e -2,7 %, respectivamente. Os valores obtidos estdo em conformidade com
os limites estabelecidos para métodos bioanaliticos, que admite valores de LIQ com exatiddo
e precisdo inferiores a 20 % em relagdo ao valor nominal (ANVISA, 2012).

Na literatura sdo encontrados estudos com o FLU apresentando LIQ inferiores ao
obtido neste método, mesmo utilizando quantidades inferiores a 0,5 mL de amostra biologica.
Salienta-se que, embora esses trabalhos apresentem valores de LIQ menores que os
estabelecidos neste trabalho, sdo utilizadas técnicas de extragdo convencionais, que fazem uso

de grandes quantidades de solventes organicos.
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4.4.4.3 Precisdo

A precisdo intracorrida foi obtida para cinco niveis de concentragdo em quintuplicata e
a precisdo intercorridas foi avaliada em trés dias diferentes pela realizacdo de quintuplicatas
para os mesmos niveis de concentracdo. Na Tabela 34 pode-se observar os valores das
concentragdes obtidas e das precisdes. A precisdo variou de 0,8 a 11,2 %, mantendo-se abaixo
do valor de 15 % recomendado pelos guias tanto para a precisdo intracorrida como para a

precisao intercorridas (ANVISA, 2012).

Tabela 34 - Precisdo intracorrida e intercorridas do método para a analise do FLU em plasma

Dia FLU

Concentragdo nominal

(ug.mL™) 1,00 2,00 31,25 50,00 62,50

INTRACORRIDA

Concentragdo analisada

(ug.mL™) Dia 1 0,95 2,01 34,64 48,83 60,39
Dia2 0,97 2,04 28,88 52,92 61,32
Dia 3 1,00 2,06 30,79 52,97 60,50

Preciséo (CV, %)* Dia 1 3,1 6,1 0,8 5,6 2,9
Dia2 11,2 7,8 3,6 5,4 3,7
Dia 3 8,3 3,6 4,6 2,8 4,3

INTERCORRIDAS

Concentragdo analisada

(ug.mL™) 0,97 2,04 31,43 51,57 60,74

Precisio (CV, %)* 8,0 5,7 8,4 '5,9 3,5

* CV = coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem.

4.4.4.4 Exatidao

A exatiddo foi calculada utilizando-se as médias obtidas para as concentra¢des analisadas.
Para os estudos de exatiddo intracorrida foi utilizada média de uma quintuplicata e nos estudos
intercorridas foram utilizados os valores de quintuplicatas de trés dias. Os valores obtidos sdo

inferiores a 11 % e estdo expostos na Tabela 35.
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Tabela 35 - Exatidao intracorrida e intercorridas do método para a anélise do FLU em plasma

Dia FLU

Concentragdo nominal

(ug.mL™) 1,00 2,00 31,25 50,00 62,50

INTRACORRIDA

Concentragdo analisada

(ug.mL™") Dia 1 0,95 2,01 34,64 48,83 60,39
Dia2 0,97 2,04 28,88 52,92 61,32
Dia 3 1,00 2,06 30,79 52,97 60,50

EPR (%)* Dia 1 -5,1 0,5 10,8 -2,3 -3.4
Dia 2 -3,3 1,9 -7,6 5,8 -1,9
Dia 3 0,2 3,1 -1,5 5,9 -3,2

INTERCORRIDAS

Concentragdo analisada

(ug.mL™) 0,97 2,04 31,43 51,57 60,74

EPR (%)* -2,7 1,8 0,6 3,1 -2,8

“EPR = erro padrao relativo, expresso em porcentagem.

4.4.4.5 Efeito residual

Nao foi identificado efeito residual no método desenvolvido. As amostras nado
fortificadas (branco) injetadas antes e apds a amostra referente ao LSQ apresentaram o mesmo
perfil cromatografico e ndo apresentaram picos em tempo proximo ao do FLU, como pode ser
observado na Figura 35. Além disso, cada fibra foi utilizada uma tnica vez, o que contribuiu
(FILIPPOU; BITAS; SAMANIDOU, 2017
YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON, 2011).

para a auséncia de efeito residual

Figura 35 - Cromatogramas referentes a analise de amostras de branco de plasma e de uma amostra de
plasma fortificada (LSQ)
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Condigdes cromatograficas: coluna Ascentis® Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna de
guarda Ascentis® Express C18 (3 mm x 4,6 mm, 2,7 um). Fase mével: etanol:agua (12,5:87,5, v/v),
temperatura de 45 °C, vazio de 0,8 mL.min"' e detecgdo em 210 nm.

Fonte: obtida pelo autor, através do equipamento do item 3.3.1.1.
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4.4.4.6 Seletividade

Os cromatogramas obtidos de seis amostras de plasma, sendo uma lip€mica, uma
hemolisada e quatro normais quando comparados com os cromatogramas obtidos para o LIQ,
apresentaram sinais analiticos em tempo inferior a 5 minutos, de modo que ndo ha
comprometimento da analise, ja que o tempo de reten¢do do FLU é de 5,8 minutos (CV = 1,4
%, n = 30), corroborando o fato de a HF-LPME oferecer alta seletividade (FILIPPOU;
BITAS; SAMANIDOU, 2017; YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON,
2011) e 6tima remogao dos interferentes presentes em matrizes complexas (BASHEER; LEE;

OBBARD, 2004).

4.4.4.7 Recuperacio

A recuperacdo obtida para o FLU foi de 12 % (CV = 13,8 %). Embora seja um valor
baixo de recuperagdo, foi possivel desenvolver um método com LIQ de 1 pg.mL™" e, segundo
Peters, Drummer e Musshoff (2007), contanto que a recuperacdo permita que os dados
tenham precisdo, exatiddo e LIQ adequados para seu uso, o valor obtido de recuperagdo ndo ¢
importante. Além disso, tem-se que muitas vezes quando amostras de plasma sdo comparadas
com amostras de agua, a recuperagdo utilizando a HF-LPME ¢é menor para as amostras
bioldgicas. Recuperagdes de 10 e 16 % foram obtidas para os compostos atenolol e ranitidina,
respectivamente, ambas com o uso da HF-LPME com octanoato de sddio como carreador
ionico e volumes de amostras de 100 pL de plasma (PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2005). Portanto, acredita-se que como a HF-LPME com o uso de carreadores
ionicos pode ter sua recuperacdo aumentada pela diminuicdo da razdo entre volume de
amostra e volume de fase aceptora, a recuperagdo obtida neste estudo poderia ser melhorada
com a redugdo da quantidade de solu¢do de NaOH adicionada ao plasma, pelo uso de tubos de
menor volume. Além disso, destaca-se que recuperagdes de 17 a 32 % foram alcangadas para
os antifungicos cetoconazol, clotrimazol e miconazol quando a HF-LPME foi utilizada para
analise de amostras de agua, urina e plasma (MORADI et al., 2010), portanto, os valores

obtidos de recuperagdo neste trabalho sdo adequados.

4.4.4.8 Estudos de estabilidade do farmaco em plasma

A diminuicdo da concentragdo do analito na amostra pode ocorrer por instabilidade
metabolica (propria da matriz bioldgica), quimica (inerente das caracteristicas fisico-quimicas
do composto), por precipitacdo ou por ligagdes ndo covalentes com os componentes da matriz

ou do recipiente plastico na qual possa estar armazenada (REED, 2016). Portanto, a realiza¢ao
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de estudos de estabilidade se faz necessaria para garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos.

Os estudos de estabilidade de curta durag@o, longa duracdo, pos-processamento e apos
ciclos de congelamento e descongelamento foram realizados em quadruplicata para as
concentragdes referentes ao CB e ao CA. Todas as amostras analisadas apresentaram desvio
inferior a 9 % em relacdo ao valor nominal, sendo, portanto, consideradas estiaveis nas

condi¢cdes analisadas (Tabela 36).

Tabela 36 - Estudos de estabilidade para o FLU em plasma e em solugdo de analise

CB - 2,0 pg.mL"’ CA - 50,0 pg.mL"’
C ~  Precisio Exatidao Concentracio Precisio Exatidao
oncentracao btida
obtida (0)% EPR 0 ()% EPR

(gmL") (%" (%)  (ugmL) (%)’ (%)
Estabilidade apds
ciclos * 2,0 4,1 2.1 50,8 3,0 1,7
Estabilidade de
curta duragio” 1,8 82 9,0 48,7 4,3 -2,6
Estabilidade de
longa duragio® 2,1 6,6 4.9 48,6 1,4 -2,9
Estabilidade pés-
processamento’ 1,8 9,1 -8,6 457 5,7 -8,6

*n =4, n=namero de replicatas de amostras submetidas aos estudos de estabilidade
® CV = coeficiente de variagio, expresso em porcentagem
“EPR = erro padrio relativo, expresso em porcentagem.

4.4.4.9 Determinacio da concentracio de FLU em amostra de plasma de paciente em
tratamento

Schiave et al. (2018) ao analisar as concentracdes no soro de pacientes realizando
tratamento com o FLU no intervalo de dosagem de 200 a 800 mg diarios identificou valores
de 7,5 a 60,5 pg.mL", 0 que demonstra que o intervalo de concentragio estabelecido para o
método desenvolvido esta adequado para a finalidade proposta. Desta forma, foram analisadas
duas amostras de plasma de um mesmo paciente, com intervalo de sete dias entre as coletas,

sendo obtidas concentragdes de 35,53 pg.mL" (Figura 36) e 31,11 pg.mL™.
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Figura 36 - Cromatograma referente & analise de uma amostra de plasma de paciente em tratamento
com o FLU
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Condigdes cromatograficas: coluna Ascentis” Express C 18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna de
guarda Ascentis” Express C18 (3 mm x 4,6 mm, 2,7 pm). Fase movel: etanol:agua (12,5:87,5, v/v),
temperatura de 45 °C, vazio de 0,8 mL.min"' e detec¢dio em 210 nm.

Fonte: obtida pelo autor, através do equipamento do item 3.3.1.1.



4.5 CONCLUSOES

108

(WATERSON, 2010b)

4.5 CONCLUSOES




4.5 CONCLUSOES 109

45 CONCLUSOES

Foi desenvolvido e validado um método para a quantificacdo do FLU em amostras de
plasma utilizando a HF-LPME mediada por carreador associada a técnica de HPLC-PDA.

A andlise por HLPC apresentou tempo inferior a 10 minutos e fez uso de etanol para
composicdo da fase movel, que apesar de apresentar maior viscosidade que os solventes
normalmente utilizados, ¢ considerado um solvente ecologicamente correto.

Na etapa referente a HF-LPME, quantidade minima de solvente organico foi
necessaria, apenas para a impregnacao da fibra, j& que na etapa de precipitacdo de proteinas
foi utilizado o sulfato de sddio.

A contaminagdo entre as amostras foi eliminada do procedimento, pois cada fibra foi
utilizada uma Unica vez e a agitagdo foi realizada sem a necessidade de barra magnética.
Outra vantagem destacada pelo uso da fibra foi a presenca de uma estrutura porosa entre as
fases, que permitiu alta seletividade e remogao dos interferentes do plasma.

O uso do FFD e do CCD para a otimizacdo dos parametros que influenciam na
microextracdo possibilitou a obtengao de uma equacdo para predizer a recuperagdo em fungao
das variaveis estudadas e para determinacdo das condi¢des na qual a eficiéncia da extragdo ¢
maxima.

A validagdo do método possibilitou a analise de amostras de pacientes e enquadrou-se
dentro dos valores estabelecidos pela ANVISA (2012) e pelo EMA (2011) e embora a
recuperacdo média obtida para o FLU foi de 12 %, mostrou-se adequada para a obtencdo de
uma curva analitica com concentraco entre 1,0 e 62,5 ug.mL'l.

Por fim, conclui-se que a maior vantagem do método desenvolvido em relacdo aos
métodos ja existentes € a reducdo do consumo de solventes. Além disso, a HF-LPME nunca
tinha sido anteriormente utilizada para a quantificacdo do FLU em nenhum tipo de matriz e ¢
uma microextragdo muito vantajosa para amostras como o plasma, pois apresenta alta

remocdo de interferentes.
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5 CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho foram desenvolvidos e validados dois métodos para a analise do
FLU em amostras bioldgicas de plasma e CSF utilizando técnicas de microextracdes em fase
liquida.

As condi¢des de quantificagdo do FLU por HPLC-PDA basearam-se em andlises
cromatograficas rapidas e fizeram uso de etanol, solvente obtido de fontes renovaveis.

O método desenvolvido para analise de FLU em amostras de CSF fez uso da DLLME
como técnica de extragdo e, para analise da influéncia das variaveis sobre a recuperacdo do
FLU, foram utilizados os delineamentos FFD e¢ CCD. Desta forma, foram obtidas equacdes
para o modelo capazes de estabelecer a relacdo entre as varidveis e a resposta desejada e a
condicdo final estabelecida para a extracdo envolveu o uso de baixo volume de solvente
organico e apenas 200 uL. de CSF, sendo obtidas recuperag¢des de 70 % para o FLU e 81 %
para o IS. Ademais, recuperacdo de cerca de 97 % para o FLU poderia ter sido obtida se a
condicdo de Dy = 1 fosse utilizada com o inconveniente de, neste caso, utilizar um alto
volume de solvente extrator. A validagdo do método foi realizada abordando os pardmetros:
curva de calibragdo, precisdo, exatiddo, efeito residual, seletividade e estudos de estabilidade
do analito na matriz biologica e em solu¢do e apresentou conformidade com os limites
estabelecidos pelos guias utilizados.

Ja o método para andlise do FLU em amostras de plasma foi realizado utilizando a
HF-LPME de trés fases mediada por carreador, ja que o FLU ¢ um farmaco com log P baixo.
Para a otimizagdo da técnica também foram utilizados os delineamentos FFD e CCD para a
analise da influéncia de oito e trés fatores, respectivamente. Uma recuperacdo de 12 % para o
FLU foi obtida utilizando-se 500 uL de amostra e a remocao dos interferentes do plasma pelo
uso da fibra de polipropileno constitui uma contribuigdo relevante, pois muitos farmacos
podem ser administrados aos pacientes acometidos por neuromicoses. Os mesmos parametros
de validacdo utilizados para o método utilizando CSF foram utilizados nesta etapa ¢ os
valores obtidos garantem a confiabilidade do método desenvolvido.

Curvas de calibragdo com linearidades para o intervalo de 0,25 a 62,50 ug.mL'1 el0a
62,5 pg.mL™ foram obtidas utilizando um modelo de regressdo ponderado com peso 1/x para
a quantificacdo do CSF e do plasma, respectivamente. A alta recuperagdo obtida pela DLLME
permitiu que o LIQ para o método desenvolvido para analise de CSF fosse menor que o LIQ
obtido para a analise de plasma, mesmo utilizando menor volume de amostra biologica.

As analises das amostras de paciente em tratamento com o FLU resultaram em

concentragdes do farmaco no CSF de 45,29 ¢ 41,71 pg.mL"' e em concentragdes plasmaticas
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de 35,53 ¢ 31,11 pg.mL", de modo que o intervalo estabelecido para a curva de calibragio
mostrou-se adequado para a analise proposta e ndo foram observados picos de interferentes
nos cromatogramas em tempo de retencao proximo ao do analito de interesse.

Considerando que os métodos descritos na literatura fazem uso de técnicas de extragao
convencionais como a LLE e a SPE e usam alto volume de solventes organicos para a
precipitacdo de proteinas ou para a extragdo do FLU, o desenvolvimento de métodos
utilizando microextragdes representa um relevante avango para a reducdo da geragdo de
residuos. Soma-se a essa vantagem o uso de delineamentos experimentais para a determinagao
das condigdes de extragdo, cujo uso tem crescido consideravelmente e que até o momento nao
foram utilizados para a otimizacao das extragdes do FLU de amostras bioldgicas.

Desta forma, acredita-se que os métodos desenvolvidos neste estudo contribuem para
o monitoramento terapéutico do FLU, pois s@o faceis de serem executados, de baixo custo e

reduzem a exposicao dos analistas a solventes considerados nocivos a satide humana.
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