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RESUMO

Pavan, M. G. Andlise enantiosseletiva do carvedilol em plasma humano por SALLE/LC-
MS/MS. 2021. 79 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2021.

O carvedilol é um betabloqueador néo seletivo de terceira geracdo utilizado no tratamento de
doencas como hipertenso, angina pectoris, arritmia cardiaca e insuficiéncia cardiaca congestiva. E
comercializado como uma mistura racémica dos enantidmeros (S)-(-) e (R)-(+). O carvedilol é
amplamente utilizado em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, no periodo anterior e posterior
a cirurgia. Entretanto, uma das consequéncias dessa cirurgia é o comprometimento da absor¢éo de
nutrientes e farmacos. Sendo assim a determinacao da concentracdo plasmatica do carvedilol nestes
pacientes é de grande importancia para realizar o ajuste de dose. A maioria dos métodos descritos
na literatura para a quantificacdo do carvedilol em amostras de plasma utiliza técnicas de preparo
de amostras como a precipitacdo de proteinas, a extracao liquido-liquido, a extracdo em suporte
solido, a microextracao liquido-liquido dispersiva e a extragdo em fase sdlida. Até 0 momento nao
foi relatado nenhum método usando a extragdo liquido-liquido assistida por salting out (SALLE).
Assim, 0 objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um método para anélise dos enantibmeros
do carvedilol em plasma humano usando a SALLE e analise por LC-MS/MS e aplicar esse método
em amostras de plasma de pacientes do HCFMRP/USP submetidos a cirurgia bariatrica. A selecdo
do solvente organico e solucdo salina, a serem utilizadas na extracao, foi feita baseada em testes
qualitativos. A identificacdo dos parametros que influenciam na eficiéncia da SALLE foi feita
empregando um planejamento fatorial fracionario 2** com 4 fatores. Posteriormente foi empregado
um delineamento composto central (CCD) para otimizar a condi¢do 6tima de extracdo. A separa¢ao
cromatografica dos enantidmeros do carvedilol e metabdlitos foi realizada em uma coluna
Chirobiotic V/Astec (0,46x25c¢cmx 5 um) acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100 RP-18
(5uM, 4x4 mm). A fase mdvel foi composta por uma mistura de metanol:etanol (90:10 , v/v) e
0,02% de dietilamina e 0,18% &cido acético , em uma temperatura de 21°C e vazdo 0,6 mL/min.
Foi utilizado o modo positivo de ionizacdo por eletrospray (ESI+) e as transi¢fes avaliadas foram
m/z 407 — 100 para o carvedilol e m/z 235 — 86 para a lidocaina. A acetonitrila foi selecionada
como solvente organico em conjunto com o sal acetato de aménio. O grafico de Pareto feito com o
software Minitab ® foi utilizado para identificar os fatores significativos para incluir no CCD. Os
gréficos de superficie e o teste de desejabilidade feitos com o software Statistica ® foram utilizados
para definir as condi¢fes Otimas de extracdo, as quais foram 500 pL de plasma, 1268 pL de
acetonitrila, 384 puL da solucgéo de acetato de amonio em uma concentragao de 5 mol/L e 10 min de
centrifugacdo. Nesta condicao foi possivel obter uma recuperagdo de 93% para ambos enantiémeros
do carvedilol. O método desenvolvido foi validado seguindo os guias da ANVISA (2012) e EMA
(2011) e apresentou seletividade, linearidade na faixa de 0,5 a 100 ng/mL, sendo 0,5 ng/mL o limite
inferior de quantificacao, precisdo e exatiddo. Nao foi observado efeito residual e efeito matriz, e
os enantibmeros do carvedilol apresentaram estabilidade em plasma apds submetidos a diferentes
condicOes de armazenamento, preparo e anélise. Finalmente, o0 método validado foi aplicado com
sucesso em amostras de plasma de pacientes do HCFMRP/USP que foram submetidos a cirurgia
bariatrica, assim o método proposto atingiu o objetivo inicial.

Palavras-chave: carvedilol; metabdlitos; plasma; SALLE; LC-MS/MS.



ABSTRACT

Pavan, M. G. Andlise enantiosseletiva do carvedilol em plasma humano por SALLE/LC-
MS/MS. 2021. 79 f. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Carvedilol is a third-generation non-selective beta-blocker used to treat diseases such as
hypertension, angina pectoris, cardiac arrhythmia, and congestive heart failure. It is marketed as a
racemic mixture of the (S)-(-) and (R)-(+) enantiomers. Carvedilol is widely used in patients
undergoing bariatric surgery, in the period before and after surgery. However, one of the
consequences of this surgery is the compromised absorption of nutrients and drugs. So the
determination of the plasma concentration of carvedilol in these patients is very important to make
the dose adjustment. Most of the methods described in the literature for the quantification of
carvedilol in plasma samples use sample preparation techniques such as protein precipitation,
liquid-liquid extraction, solid support extraction, dispersive liquid-liquid microextraction and
extraction in solid phase. To date, no method using salting out assisted liquid-liquid extraction
(SALLE) has been reported. Thus, the objective of this work was to develop and validate a method
for the analysis of carvedilol enantiomers in human plasma using SALLE and LC-MS/MS analysis
and apply this method in plasma samples from HCFMRP/USP patients undergoing bariatric
surgery. The selection of the organic solvent and saline solution to be used in the extraction was
based on qualitative tests. The identification of the parameters that influence the efficiency of
SALLE was carried out using a fractional factorial design 2** with 4 factors. Later, a central
composite design (CCD) was used to optimize the optimal extraction condition. The
chromatographic separation of carvedilol enantiomers and metabolites was performed on a
Chirobiotic V/Astec column (0.46x25cmx 5 um) coupled to a Lichrospher 100 RP-18 guard column
(5uM, 4x4 mm). The mobile phase was composed of a mixture of methanol:ethanol (90:10, v/v)
and 0.02% of diethylamine and 0.18% acetic acid, at a temperature of 21°C and a flow rate of 0.6
mL/min. The positive mode of electrospray ionization (ESI+) was used and the transitions evaluated
were m/z 407 — 100 for carvedilol and m/z 235 — 86 for lidocaine. Acetonitrile was selected as
the organic solvent together with the ammonium acetate salt. The Pareto chart made with Minitab
® software was used to identify the significant factors to include in the CCD. Surface graphs and
the desirability test done with the Statistica ® software were used to define the optimal extraction
conditions, which were 500 pL of plasma, 1268 pL of acetonitrile, 384 uL of ammonium acetate
solution at a concentration of 5 mol/L and 10 min of centrifugation. In this condition it was possible
to obtain a 93% recovery for both enantiomers of carvedilol. The developed method was validated
following guidelines of ANVISA (2012) and EMA (2011) and presented selectivity, linearity in the
range of 0.5 to 100 ng/mL, with 0.5 ng/mL being the lower limit of quantification, precision and
accuracy. Residual effect and matrix effect were not observed, and carvedilol enantiomers showed
stability in plasma after being submitted to different storage, preparation and analysis conditions.
Finally, the validated method was successfully applied to plasma samples from patients at
HCFMRP/USP who underwent bariatric surgery, thus the proposed method achieved its initial
objective.

Keywords: carvedilol; metabolites; plasma; SALLE; LC-MS/MS.
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1. INTRODUCAO



1.1. Carvedilol

O carvedilol é um farmaco betablogueador nédo seletivo de terceira geragéo, sendo capaz
de bloquear os receptores periféricos ai1- adrenérgicos causando um efeito vasodilatador,
levando a redugdo da pressdo arterial ao diminuir a resisténcia vascular periférica
(BORTOLOTTO; CONSOLIM-COLOMBO, 2009).

Devido a sua atividade betabloqueadora, esse farmaco é atualmente utilizado no
tratamento de doencas como hipertensdo, angina pectoris, arritmia cardiaca e insuficiéncia
cardiaca congestiva (HONDA et al., 2005; PACKER et al., 1996). Os efeitos citotdxicos em
linhagens celulares de cancer humano e a redugéo do risco de cancer também podem ser citados
como outros efeitos benéficos do carvedilol (STANOJKOVIC et al., 2005).

O carvedilol (figura 2) é comercializado com 0 nome COREG®, o qual é administrado
por via oral como uma mistura racémica dos enantiomeros (S)-(-) e (R)-(+). Sua denominacéo
quimica € (z)-1-(carbazol-4-iloxi)-3-[[2-(0-metoxifenoxi)etil]amino]-2-propanol, possui
formula molecular C24H26N204 € massa molecular de 406,5 g/mol. Apresenta-se sob a forma
de pd branco ou creme. E uma amina secundaria e possui valor de pka de 7,8, sendo
praticamente insollvel em &gua e nos fluidos gastrico e intestinal (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2016; LOFTSSON et al., 2008)

Figura 1- Estrutura quimica do carvedilol (* sendo o centro quiral)
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Os enantidmeros do carvedilol apresentam perfis farmacologicos diferentes, ambos (S)-
(-) e (R)-(+), possuem atividade alfabloqueadora, mas apenas o (S)-(-) é responsavel pela
atividade betabloqueadora (STOSCHITZKY et al., 2001).



Ap0s ser ingerido oralmente, o carvedilol tem absor¢do rapida no trato gastrointestinal
assim como os demais betablogqueadores, e a concentracdo plasmatica méxima é atingida em 1
a 2 horas. Seu volume de distribuicéo € de aproximadamente 2 L/kg e 98% se liga as proteinas
plasmaticas, principalmente a albumina, sendo que o enantidmero (R)-(+)- carvedilol apresenta
maior ligacdo (SAITO et al., 2006; ZARGHI et al., 2007).

O (R)-(+)-carvedilol possui biodisponibilidade oral duas vezes maior do que o (S)-(-)-
carvedilol, o que indica a enantiosseletividade no efeito de primeira passagem. Ha também uma
maior concentracdo plasmatica do enantiomero (R)-(+) do que do (S)-(-) (aproximadamente
trés vezes maior) (MORGAN, 1994; TENERO et al., 2000).

Estudos realizados com microssomos de figado e intestino humano mostram que as duas
principais vias de metabolizacdo do carvedilol sdo a oxidacdo e a conjugacao, e 0s principais
metabodlitos sdo  4’-hidroxicarvedilol  (40HC), 5’-hidroxicarvedilol (50HC), 8-
hidroxicarvedilol (BOHC) e O-desmetilcarvedilol (ODMC). A figura 3 representa 0s caminhos
de metabolizacao do carvedilol (OLDHAM; CLARKE, 1997).

Figura 2- Metabolismo do carvedilol (* sendo o centro quiral)

/\r/’\ /\vo\ij\ /Y\ /‘\/O\C
\ OH Y j
a
N
4.OH carvedilol CYPID6 HaC-y / O-desmetil carvedilol
CYP2CO

N0 )j
H} B
CYP2DG
N Carvedilol \ MG
o "0

gy |, mse

=
O N =

cot

QOH

5'-OH carvedilol ‘ = | = $-0H carvedilol
H

OH

1-OH carvedilol
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O metabdlito 40HC possui atividade betablogueadora aproximadamente 13 vezes
maior do que o proprio carvedilol. Enquanto os trés metabélitos ativos 4OHC, 50HC e ODMC

apresentam pequena capacidade vasodilatadora, com concentragdes plasmaticas de um decimo



quando comparadas ao carvedilol, e farmacocinética semelhante & dele
(GLAXOSMITHKLINE, 2011).

A via de eliminacdo do carvedilol é principalmente biliar, e apenas 2% € eliminado
inalterado pelos rins. O clearance plasmatico estd entre 500 a 700 mL/min e possui meia vida
de eliminacdo de 7 a 10 horas ap6s a administracdo oral (GEHR et al., 1999; ZHOU; WOOD,
1995).

O metabolismo e a farmacocinética do carvedilol podem ser afetados pela inducéo ou
inibicdo das enzimas do citocromo P450, uma vez que ele sofre metabolismo oxidativo
substancial. A administragdo concomitante de clonidina ou inibidores do CYP2C9 ou de
glicosideos cardiacos com um agente betabloqueador como o carvedilol, pode potencializar 0s
efeitos de reducdo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca aumentando o risco de
bradicardia. Além disso, interaces medicamentosas com a rifampicina podem reduzir as
concentragOes plasmaticas de carvedilol em até 70%. O carvedilol também pode aumentar o
efeito da insulina e dos hipoglicémicos orais na reducao de aglcar no sangue, devido sua acao
betabloqueadora (GLAXOSMITHKLINE, 2011).

O carvedilol exibe farmacocinética flip-flop provavelmente devido a sua absorcao
limitada pela baixa solubilidade (GARRISON; SAHIN; BENET, 2015). Entre os
betabloqueadores, o carvedilol é o inibidor da glicoproteina P mais potente, sendo o principal
mecanismo a interacdo carvedilol-digoxina, além disso o carvedilol é substrato da glicoproteina
P indicando que a variabilidade interindividual desse farmaco pode ser explicado em parte pela
funcdo da glicoproteina P (BACHMAKOV et al., 2006).

Estudos do FDA (Food and Drug Administration) realizados em ratos ao longo de dois
anos mostraram que o carvedilol ndo apresentou efeitos carcinogénico e genotdxico. Apenas
em doses 32 vezes maior do que a Dose Maxima Recomendada Humana (MRHD) o carvedilol
causou um efeito toxico. Os efeitos teratogénicos surgiram em doses 10 vezes maiores que 0
MRHD em ratos e em coelhos surgiram em doses 5 vezes maiores que 0 MRHD. Néo ha estudos
adequados e bem controlados em mulheres gravidas, dessa maneira o carvedilol s deve ser
utilizado durante a gravidez se o beneficio potencial justificar o risco potencial para o feto
(ADMINISTRATION, 2016).

A DLso (dose necesséaria para matar 50% da populacéo em teste) do carvedilol em ratos
foi superior a 8000 mg/kg. A sobredosagem pode causar hipotensdo, bradicardia, insuficiéncia
cardiaca, chogue cardiogénico e parada cardiaca (GLAXOSMITHKLINE, 2011).



Na clinica o carvedilol é amplamente utilizado em pacientes hipertensos. Neste
contexto, um grupo especial de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica fazem uso do
carvedilol no periodo anterior e posterior a cirurgia. Entretanto, uma das consequéncias da
cirurgia bariatrica € o comprometimento da absorcdo de nutrientes devido a diminuicdo do
tamanho do estdmago e da superficie intestinal em contato com o alimento. Além disso, ha
alteracdo na fisiologia e pH do aparelho digestivo o que pode comprometer também a absorcao
de alguns farmacos (BORDALDO et al., 2011; GORDON; KAIO; SALLET, 2011). Assim, a
determinacdo das concentracGes plasmaticas do carvedilol nestes pacientes € de grande
importancia clinica, uma vez que a dose podera ser ajustada de acordo com a concentracdo
plasmaética do paciente, evitando doses subterapéuticas. Assim, para que seja possivel analisar
e quantificar separadamente os enantidbmeros do carvedilol é necessario desenvolver um método

para analise enantiosseletiva deste farmaco.

1.2. Anélise enantiosseletiva

Uma coluna cromatografica € utilizada para a separacdo quiral € chamada de Fase
Estacionaria Quiral (FEQ), e possibilita a separagdo dos enantidmeros através da formacéo de
complexos diastereoisoméricos transitorios, que ocorre pela interacdo entre os enantibmeros e
o material da fase quiral. Os complexos formados possuem diferentes estabilidades e, portanto,
diferentes tempos de retencdo, o que possibilita a separacdo isomérica (MARTINS et al., 1991).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid
chromatography) com fase estacionaria quiral € uma das técnicas analiticas mais utilizadas para
a separacao dos enantidbmeros. A teoria mais aceita para explicar o mecanismo de separacao é
a dos trés pontos de ligacdo, segundo na qual sdo necessarias no minimo trés interacGes
simultaneas entre um dos enantidmeros e a FEQ, sendo uma delas estereoespecifica, para que
exista a resolucdo dos enantidmeros. O outro enantidbmero interage com apenas dois sitios
(DALGLIESH, 1952).

As principais interacdes que possibilitam a separacdo dos enantidmeros sdo: interacéo
estérica e couldmbica e ligacdo de hidrogénio que séo interacfes muito fortes, n-x e ion dipolo
que sdo interacdes fortes, dipolo-dipolo que possui intensidade intermediaria, dipolo-dipolo
induzido que é uma interacdo fraca e dispersdo de London que tem intensidade muito fraca
(BERTHOD, 2006).



Entre as colunas quirais disponiveis atualmente para HPLC pode-se citar aquelas com
fase estacionaria de ciclodextrina, proteinas, polissacarideos e antibiéticos macrociclicos. Aqui
sera discutida apenas a fase quiral de antibidticos, a qual foi utilizada nesse trabalho.

Com base na capacidade estereosseletiva das ciclodextrinas, Armstrong et al. (1994)
investigaram outros compostos naturais macrociclicos baseados em propriedades de
complexacédo de inclusdo, e nesse estudo foi desenvolvida a fase estacionaria de antibioticos
macrociclicos (ARMSTRONG et al., 1994).

Nove antibidticos sdo utilizados como seletores quirais: vancomicina, teicoplanina,
teicoplanina aglicona, tiostrepton, rifamicina B, canamicina, estreptomicina, fradiomicina e
ristocetina A (ABOUL-ENEIN; ALI, 2002). A vancomicina (figura 1) foi o seletor quiral

utilizado nesse estudo.

Figura 3- Estrutura quimica da Vancomicina
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A estrutura complexa dos antibi6ticos macrociclicos possui cavidades quirais e
diferentes grupos funcionais, por isso a enantiosseparacdo pode ocorrer através de diferentes
mecanismos, no qual a fase mével é responsavel por determinar qual serd 0 mecanismo da
separacdo. Dentre eles, tem-se a formacéo de complexos de incluséo, formacéo de ligacdo de
hidrogénio, formagao de interagdes m-m, estéricas, eletrostaticas, dipolo-dipolo e dispersao de
London (LOURENCO et al., 2010).

A molécula de vancomicina contém 18 centros quirais e 3 cavidades preenchidas com

cinco estruturas aromaticas em anel, além de possuir varios grupos funcionais responsaveis pela



natureza enantiosseletiva, como carboxila, hidroxila, amina. A vancomicina tem sido
amplamente utilizada na resolucéo de enantidmeros por reconhecé-los de maneira muito eficaz
dentre os compostos aniénicos, especialmente os que contém grupos carboxila, devido a
presenca de grupos amina em sua estrutura (ABOUL-ENEIN; ALI, 2000).

Alguns métodos enantiosseletivos foram desenvolvidos para a determinagdo do
carvedilol em plasma humano utilizando diferentes técnicas analiticas (Tabela 1), como o
HPLC, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS, do inglés
liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry) e a eletroforese capilar (CE, do
inglés capillary electrophoresis) sdo algumas das técnicas utilizadas.

Dentre as técnicas de preparo de amostras utilizadas estdo a precipitacdo de proteinas, a
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid liquid extraction), a extracdo em suporte sélido
(SLE, do inglés supported liquid extraction), a microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME, do inglés dispersive liquid liquid microextraction) e a extracdo em fase sélida (SPE,
do inglés solid phase extraction).

Tabela 1. Métodos descritos na literatura para determinacdo enantiosseletiva do carvedilol em
amostras bioldgicas (pesquisa realizada a partir de 2000 na base de dados web of science)

Autores Técnica de Tipo de Matriz Analise LIQ Volume
analise extraciao enantiosseletiva de
amostra
(PECCININI HPLC LLE Plasma Derivatizagdo quiral 0,25 ng/mL (S)- 1000 pL
et al., 2008) e urina + coluna C18 (-)-carvedilol e

0,50 ng/mL (R)-
(+)-carvedilol

(YANG et al., LC- Precipitagdo  Plasma Derivatizagdo quiral 0,2 ng/mL para 150 uL
2004) MS/MS proteica + coluna C18 ambos
enantidmeros
(POGGil et al., LC- LLE Plasma Chirobiotic T® 0,2 ng/mL para 1000 pL
2012) MS/MS ambos
enantidmeros
(NARDOTTO LC- LLE Plasma Chirobiotic V® 0,05 ng/mL para 1000 puL
etal., 2016) MS/MS ambos
enantidmeros
(ZAKRZEWS HPLC LLE Plasma Derivatizagdo quiral 0,5 ng/mL para 100 uL
Kl + coluna C18 ambos
JAKUBIAK et enantidmeros

al., 2010)



(JIANG et al., LC- LLE Plasma Sino-Chiral AD 0,08 ng/mL para 500 pL
2014) MS/MS ambos
enantidomeros
(SAITOetal., HPLC-FL LLE Plasma Chiralpak AD 0,5 ng/mL 50 uL
2006) e
sangue
(FURLONG LC- SLE Plasma Derivatizagdo quiral 0,2 ng/mL 200 pL
etal., 2012) MS/MS + coluna C18
(ANNY etal., HPLC- PT-MIP- Urina Chiralpak 1A 20 ng/mL 500 uL
2017) DAD SPE
(HAMIDI;
SOLTANI; CE-DAD DLLME Plasma Derivatizac¢ao quiral 12,5 ng/mL 500 uL
JOUYBAN,
2015)
(MAGIERA,; LC- SPE Urina Chiralcel OD-RH 25 ng/mL 3mL
ADOLF; MS/MS
BARANOWS
KA, 2013)
(BEHN etal.,
2001) CE-LIF LLE Plasma Derivatizagdo quiral 1,56 ng/mL 100 uL

HPLC: High performance liquid chromatography; LC-MS/MS: Liquid chromatography—mass spectrometry;
HPLC-FL: High performance liquid chromatography—fluorescence; LLE: Liquid-liquid extraction; SLE:
Supported liquid extraction; HPLC-DAD: High performance liquid chromatography—Diode Array Detector; PT-
MIP-SPE: pipette tip based on molecularly imprinted polymers solid phase extraction; CE-DAD: Capillary
electrophoresis- Diode Array Detector; DLLME: dispersive liquid liquid microextraction; SPE: Solid phase

extraction; CE-LIF: Capillary electrophoresis-laser induced fluorescence.

A maior parte dos métodos disponiveis na literatura que fazem a determinacdo do
carvedilol em amostras bioldgicas ndo realizam a determinacdo enantiosseletiva, porém é de
extrema importancia determinar as concentracdes desses no plasma para que seja possivel
conhecer as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas dos enantibmeros para
aplicacdo clinica, uma vez que estes podem interagir de maneiras diferentes com
macromoléculas quirais, como proteinas transportadoras, receptores e enzimas, tornando

processos como distribuicdo, absor¢do, metabolismo e excrecdo diferente para cada um deles.

Dentre os métodos que realizam a analise enantiosseletiva a maioria utiliza técnicas de
extracdo convencionais como a LLE ou a derivatizacdo quiral, e ambas apresentam diversas

desvantagens. Assim, o desenvolvimento de métodos que reduzem o consumo de solventes



organicos e o volume da amostra, e utilizam solventes menos agressivos ao meio ambiente é
importante e atrativo e esta em acordo com o principio da quimica verde. Portanto, esse projeto
visa utilizar, pela primeira vez, a extracdo liquido liquido assistida por salting out (SALLE)

para extracao dos enantidmeros do carvedilol em plasma.

1.3. Extracao liquido-liquido assistida por salting out (SALLE)

A extragdo liquido-liquido assistida por salting out, SALLE (do inglés Salting out
Assisted Liquid-Liquid Extraction), foi demonstrada pela primeira vez no ano de 1973 por
Matkovich e Christian, 0s quais testaram 79 compostos como agentes de salting out para a
extracdo de quelatos metalicos de agua utilizando acetona (MATKOVICH; CHRISTIAN,
1973). Embora seja uma técnica antiga, apenas recentemente ela foi utilizada em anélises por
LC-MS em amostras bioldgicas.

A SALLE é baseada no efeito de salting out, o qual é definido como a adicdo de um
eletrolito a uma solucdo aquosa de maneira a modificar a taxa de distribuicdo de um dado soluto
entre duas fases. Além disso esse termo também é utilizado quando ocorre a adi¢do de
eletrdlitos para reduzir a miscibilidade mutua entre dois liquidos (RICE; IRVING; LEONARD,
1993).

O salting out é entdo responsavel por separar as fases organica e aquosa, que em
condi¢Bes normais sdo misciveis e formam um sistema monofésico. Essa separacdo ocorre
porque ao adicionar um sal em uma mistura de dois liquidos, como agua e acetona, um dos
solventes solvata preferencialmente o eletrdlito, tornando-o indisponivel para solvatar o outro
solvente. Deve-se levar em conta trés principios para a escolha do sal: (1) a solubilidade do sal
no solvente organico deve ser desprezivel, (2) a solubilidade do sal na &gua deve ser a mais alta
possivel e (3) a capacidade de salting out dos sais segue a série liotropica (ou série de
Hofmeister) (RICE; IRVING; LEONARD, 1993; VALENTE, 2014).

Ademais, a adi¢do do sal faz com que os analitos organicos ndo carregados presentes na
amostra tenham sua solubilidade na fase aquosa reduzida, e assim migram para a fase organica.
Dessa maneira com a SALLE é possivel realizar a extracdo de analitos presentes em matrizes
bioldgicas (JAIN et al., 2014).
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Na pratica, em um procedimento tipico SALLE, um solvente organico miscivel em dgua
e uma solucdo concentrada de sal sdo adicionados a matriz bioldgica contendo o analito de
interesse. Apos agitacdo e centrifugacao, ocorre a formacgdo de uma fase organica superior a
fase aquosa, os analitos sdo extraidos para a fase organica, a qual pode ser injetada diretamente
ou apos diluicdo no sistema cromatografico (TANG; WENG, 2013). A Figura 4 demonstra esse

procedimento na préatica.

Figura 4- Procedimento pratico da SALLE
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A SALLE apresenta diversas vantagens com relacdo as técnicas de preparo de amostras
mais utilizadas convencionalmente, como a precipitacdo proteica, a LLE e a SPE, uma vez que
é capaz de extrair uma grande variedade de compostos de alta e baixa polaridade utilizando
apenas 0 solvente organico e um sal organico ou inorganico (VALENTE; GONCALVES;
RODRIGUES, 2013). Com relagéo a precipitacao proteica, apesar de ter a mesma simplicidade,
gera extratos mais limpos. Ao contréario da LLE, a SALLE vai ao encontro com 0s prop6sitos
da quimica verde devido a menor quantidade de solvente organico utilizado, e também pelo
fato de utilizar solventes menos agressivos ao meio ambiente, além disso tem vantagens como
extrair os analitos com polaridade alta e em alguns casos a possibilidade de injetar o extrato
diretamente ou apenas diluido no sistema cromatografico. Ja em comparagdo com a SPE offline,
a SALLE possui menor custo, e € mais simples e rapida (WU et al., 2008).

A eficiéncia do método SALLE ¢ influenciada por diversos fatores, entre eles estdo o
solvente organico e o sal a serem utilizados, o tipo de amostra, 0 volume de solvente organico
e de solucéo salina, o tempo de centrifugacdo e o pH.

Os solventes organicos mais utilizados sdo: isopropanol (IPA) e outros alcoois como

metanol (MeOH) e etanol (EtOH), os quais apresentam alta eficiéncia de extracdo de farmacos
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e metabolitos basicos, porém coextraem componentes da matriz ; tetrahidrofurano (THF), o
qual possui a separagdo de fases mais completa e extratos mais limpos devido a sua baixa
polaridade; e a acetonitrila (ACN) que apresenta alta eficiéncia de extracao e extratos limpos
com baixo contetido de 4gua na fase organica (TANG; WENG, 2013).

O sal utilizado pode ter natureza organica ou inorganica, sendo mais utilizados o sulfato
de magnésio, sulfato de zinco, sulfato de amonio, acetato de aménio e sulfato de cobre. Para
sua escolha deve-se seguir os trés principios descritos anteriormente, e levar em conta o tipo de
amostra biologica, a natureza do analito, o solvente organico e a instrumentacdo analitica
utilizada. Com relacéo a instrumentacdo analitica, por exemplo, ao se utilizar LC-MS/MS é
preferivel o uso de sais volateis como o acetato e formiato de aménio (GRECCO et al., 2019).

Como diversos fatores podem afetar a eficacia da SALLE, foi utilizado o delineamento

experimental para otimizar os parametros referentes a extracao.

1.4 Delineamento Experimental

O método utilizado para planejar e executar experimentos, que geralmente envolve
varios fatores, € chamado de estratégia de experimentacdo. Uma das estratégias mais utilizadas
é a univariada (OFAT, do inglés one-factor-at-a-time), na qual um fator escolhido é analisado
em diferentes niveis enquanto os demais sdo mantidos em valores fixos e assim sucessivamente
para todos os fatores (MONTGOMERY, 2013). Entre as desvantagens dessa estratégia estdo a
incapacidade de avaliar os efeitos das interacdes entre os fatores sobre a resposta, o alto nimero
de experimentos, de consumo de reagentes e tempo das analises, aumentando assim o custo
(BEZERRA et al., 2008).

Como forma de resolver esses problemas utiliza-se a estratégia multivariada, também
chamada de delineamento experimental, na qual os diversos fatores sdo simultaneamente
otimizados, sendo possivel analisar os efeitos de suas interagdes. O delineamento experimental
inclui técnicas quimiometricas e programas estatisticos com o objetivo de guiar o pesquisador
(ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2013). Essa estratégia vem sendo muito utilizada na
area de quimica analitica para a otimizacéo das técnicas de extracdo (BENEDETTI; CARRO;
MAGI, 2018; FUSARI; RAMIREZ; CAMARGO, 2019; SEIRA et al., 2013; WANG; YIN;
XU, 2013).
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Os delineamentos séo divididos entre os de primeira e de segunda ordem. Os de primeira
ordem sdo aqueles nos quais é realizada a triagem dos fatores a fim de se obter quais séo
significativos na resposta desejada (MONTGOMERY, 2013). Em complemento, 0s
delineamentos de segunda ordem sdo realizados apos a selecdo dos fatores significantes, e
devido a sua complexidade podem ser utilizados para obter as condi¢es otimizadas do método
(FERREIRA et al., 2007).

O delineamento fatorial completo (CFD, do inglés complete factorial design) e o
delineamento fatorial fracionado (FFD, do inglés fractional factorial design) sdo exemplos de
delineamento de primeira ordem (MONTGOMERY, 2013). O nudmero de niveis e fatores
determina o total de ensaios a serem realizados, porém o delineamento fatorial mais comum é
aquele com 2 niveis e k fatores, 2K = nimero de ensaios. E comum codificar os 2 niveis
utilizando os sinais (+) para o nivel alto e (-) para o nivel baixo, o0s quais estdo relacionados
com valores reais dos fatores, permitindo ilustrar o delineamento sob forma de matrizes de
planejamento (GALDAMEZ, 2002; MACEDO, 2007).

O CFD é utilizado quando ha pelo menos quatros fatores a serem estudados e ele possui
algumas limitacdes como: grande nimero de ensaios a serem realizados o que além de aumentar
0 custo e o tempo de desenvolvimento, pode impossibilitar as réplicas dos experimentos nao
podendo assim estimar 0s erros experimentais e também n&o é possivel obter informacfes em
niveis intermediarios. A solucdo encontrada para essas limitacdes € a realizagdo do FFD, onde
se tem 25 ensaios, e se realiza apenas uma frag&o especifica do completo (podendo ser ¥ fracéo
quando p=1 e ¥ fracdo quando p=2), sem comprometer as conclusdes dos resultados
(GALDAMEZ, 2002). Por isso, neste trabalho foi utilizado o FFD.

Nos exemplos de delineamentos de segunda ordem estéo: o delineamento de Doehlert,
o delineamento composto central (CCD, do inglés central composite design) e o delineamento
de Box-Behnken (BBD, do inglés Box-Behnken design) (FERREIRA et al., 2007). Entre estes,
o utilizado neste trabalho foi o CCD.

O CCD é um dos delineamentos mais utilizados, sendo capaz de gerar modelos
quadraticos completos. Ele é formado por um delineamento fatorial 2" (podendo ser completo
ou fracionado), adicionado de pontos estrela e pelo menos um ponto central (KHODADOUST;
HADJMOHAMMADI, 2011). Os pontos estrela estdo localizados em +a e - o com relagdo ao
centro, e o pode ser calculado por a= 2&P/4 (NOVAES et al., 2017). Assim, todos os fatores

sdo estudados em cinco niveis (-a, -1, 0, +1, +a) (BEZERRA et al., 2008). O nimero total de
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experimentos ¢ N=k? + 2k+ pc , onde pc é o nimero de experimentos no ponto central
(NOVAES et al., 2017).

A partir dos resultados obtidos com o CCD pode-se obter a metodologia de superficie
de resposta (RSM, do inglés response surface methodology) e definir a condicdo 6tima do
método a partir do calculo da desejabilidade (BEZERRA et al., 2008).

A RSM consiste em um grupo de técnicas matemaéticas e estatisticas que se
fundamentam no ajuste de modelos empiricos aos dados experimentais obtidos no
delineamento. O sistema estudado é descrito por funcdes polinomiais lineares ou quadraticas,
a partir das quais podem ser gerados graficos onde se pode explorar as condi¢des experimentais
até a sua otimizacdo, ou seja, encontrar os valores 6timos para cada fator (BEZERRA et al.,
2008).

O célculo da desejabilidade tem sido muito utilizado em sistemas analiticos que
envolvem diversas respostas. Nele, os valores obtidos nas superficies de resposta sao
transformados em uma escala adimensional a qual varia de d=0, para uma resposta
completamente indesejavel e d=1 para uma resposta totalmente desejada. A desejabilidade total
D é calculada através da média geométrica das desejabilidades individuais, e entdo um
algoritmo é aplicado a funcdo D para obter os valores de cada fator que a maximizam
(FERREIRA et al., 2007).
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2. Objetivos



15

2.1. Objetivos gerais
Desenvolver e validar um método para analise dos enantibmeros do carvedilol em
plasma humano por SALLE/LC-MS/MS e aplicar o método em amostras de plasma de

pacientes que realizaram a cirurgia bariatrica.

2.2. Objetivos especificos

a) Otimizar as condi¢des para analise dos enantidmeros do carvedilol por LC-
MS/MS;

b) Otimizar, utilizando delineamento experimental, a SALLE como técnica de
preparo de amostra para extracdo dos enantibmeros do carvedilol em amostras de plasma;

C) Validar o método desenvolvido quanto aos parametros: seletividade, efeito
residual, efeito matriz, linearidade, precisdo, exatidao e estabilidade;

d) Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de plasma de pacientes
do HCFMRP/USP que serdo submetidos a cirurgia bariatrica.
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3. Material e Métodos
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3.1. Equipamentos

Para a determinacdo das condicdes analiticas por LC-MS/MS foi empregado um
Prominence HPLC modelo Shimadzu (Kyoto, Japao), que consiste em um sistema com injetor
automético SIL-20ACHT, uma bomba LC-20AD, um controlador de sistema CBM-20A, um
degaseificador online DGU-20A3R e um forno CTO-20AC, um espectrometro de massas
Triplo Quadrupolo (API 3200) (AB Sciex, Toronto Canada), equipado com uma fonte de
ionizacao por electrospray (ESI). Os dados adquiridos pelo espectrometro de massas foram
tratados usando o software Analyst software, version 1.5.2 (Ontario, Canada).

J& para o desenvolvimento e otimizacdo da SALLE foi empregado um cromatdgrafo a
liquido da marca Shimadzu Corporation (Kyoto, Japdo) composto por uma bomba LC-20T,
injetor SIL-10AF, forno CTO-20A, detector SPD-M20A, controladora CBM-20A,
desgaseificador DGU-20A5R, valvula LPGE Kit e software LabSolutions.

Todos os padrdes utilizados no preparo das solu¢Ges foram pesados em balanga analitica
Sartorius modelo MSU225P (Goettingen, Alemanha). Um aparelho de ultrassom, modelo Soni
clean 2PS (Santa Rita do Sapucai, Brasil) foi empregado na desgaseificacdo das solucdes. Para
homogeneizar as solugdes, um agitador de tubos Ika modelo MS 3 digital (Staufen, Alemanha)
foi utilizado. A agua ultrapura utilizada para o preparo das solucdes foi obtida do sistema de
purificacdo da Gehaka® (Sdo Paulo, Brasil). Também foi utilizada uma centrifuga (marca
Hitachi e modelo HIMAC CF 15D2, Téquio, Japdo) para a realizacdo da centrifugacdo das

amostras submetidas a extracao.
3.2. Coluna cromatogréfica
A coluna utilizada nesse trabalho foi a Chirobiotic V/Astec (0,46x25cmx 5 um) da

Sigma Aldrich® (S&o Paulo, Brasil) acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100 RP-18
(5um, 4x4 mm) da Merck® (Rio de Janeiro, Brasil).
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3.3. Reagentes e solventes

Os reagentes (grau analitico) avaliados no procedimento de preparo de amostra por
SALLE foram o acetato de aménio (Dindmica Quimica, Diadema, Brasil) e o formiato de
amonio (Acros Organics, Nova Jersey, EUA).

Os solventes organicos (grau HPLC) avaliados no procedimento de preparo de amostra
por SALLE foram ACN (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), THF (Synth, Diadema, Brasil), IPA
(Merck, Darmstadt, Alemanha), a acetona (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), MeOH (J. T.
Baker, Estado do México, México). O hidroxido de aménio (Synth, Diadema, Brasil) também
foi utilizado no preparo de amostra.

O MeOH e EtOH (grau HPLC) utilizados para o preparo da fase mével foram obtidos
da J. T. Baker (Estado do Meéxico, México) e da Merck (Darmstadt, Alemanha),
respectivamente. A dietilamina e o acido acético, também utilizados no preparo da fase movel
foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA) e da Dindmica Quimica (Diadema, Brasil),

respectivamente.

3.4. Padrdo Interno

A adicdo do padréo interno (PI) tem como objetivo corrigir erros de variagfes de
volumes de injecbes e de manipulacdes da amostra, perdas relacionadas a evaporacdo do
solvente e também melhorar a precisdo (CASSIANO et al., 2009b).0 PI deve ser similar ao
analito de interesse, com tempos de retencdo proximos, ndo reagir com o analito ou outro
componente da matriz, ndo fazer parte da amostra e ter alta pureza (RIBANI et al., 2004).

Dessa maneira, para a selecdo do PI foram levados em conta 0s compostos que seguem
0s requisitos acima e que possuem pka proximo ao carvedilol, estando assim neutros no mesmo

intervalo de pH, o que contribui para a extragéo.

3.5. Solucgles padréo

O padréo analitico do carvedilol foi obtido da Toronto Research Chemicals Inc
(Toronto, Canada) e o padréo do PI foi obtido da Sigma Aldrich St. Louis, EUA).
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As solugdes estoque dos enantiomeros do carvedilol e do Pl foram preparadas em
metanol e guardadas em frascos ambar a -20°C para uso no preparo das solucfes de trabalho
nas concentracdes de 1; 2 e 5 ug/mL de cada enantiémero do carvedilol, e 1 pg/mL para o P,
a serem utilizadas durante a otimizacdo das condicGes para analise por LC-MS/MS e para a
otimizacdo das condigdes da SALLE.

Para a validagcdo do método foram preparadas solugdes de trabalho nas concentracbes
de 1 e 2 pg/mL e 500; 50; 10 e 5,0 ng/mL de cada enantibmero do carvedilo, e 50 ng/mL da

solucéo padréo de PI.

3.6. Obtencéo e preparo das amostras de plasma

As amostras de plasma utilizadas para o desenvolvimento do método (branco de plasma,
ou seja, plasma livre do farmaco em questdo) foram obtidas por doacdo do Servico de
Hemoterapia do Hospital So Francisco, na cidade de Ribeiréo Preto - SP (HEMAC). O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara, faculdade proponente do projeto, em conjunto com a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) (anexos 1,2 e 3). Todas as amostras
foram armazenadas a -20°C até o momento de uso.

Previamente a etapa de extracdo por SALLE, o plasma utilizado foi descongelado a
temperatura ambiente e foi centrifugado a 1792 g por 15 minutos a 4°C para sedimentacdo de

qualquer material particulado.

3.7. Avaliacdo das condicbes para andlise dos enantibmeros do carvedilol e
metabdlitos por LC-MS/MS

Para a separacdo cromatografica dos enantibmeros do carvedilol, 4OHC, 50HC e
ODMC, diferentes proporcdes de solventes na fase movel, temperaturas e vazdes foram
testados.

A avaliacdo das condi¢cGes de MS/MS para a analise do carvedilol, 4OHC, 50HC,
ODMC e do PI foi realizada pela injecdo das solugdes individuais de cada padrdo no

espectrometro de massas, no modo de ionizagdo positivo. Foram feitas a identificacdo do ion
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precursor e dos ions produtos, a sele¢do da energia de colisdo (CE) e a voltagem do cone mais
favoraveis para a anélise.

As solugbes de injecdo, de cada padrdo, foram obtidas por diluicdo das solucbes de
trabalho (1 mg/mL da mistura racémica) na fase movel, resultando em uma concentracéo de
200 ng/mL da mistura racémica de carvedilol, 40 ng/mL da mistura racémica do 40HC, 50HC
e ODMC, e 1pg/mL do PI. A infusdo foi realizada na vazéo de 20 uL./min para o carvedilol e
Pl e 100 puL/min para o0 4OHC,50HC e ODMC em bomba seringa usando uma seringa
(Hamilton, Reno, EUA). As analises foram realizadas no modo de monitoramento de reacdes
maltiplas (MRM - Multiple Reaction Monitoring) das moléculas protonadas [M—H]- e seus

respectivos fragmentos.

3.8. Avaliacdo das condicGes de extracdo por SALLE dos enantidmeros do

carvedilol em plasma

Para a avaliacdo das condi¢6es de extracdo, em um tubo de vidro de fundo redondo com
boca esmerilhada, 500 pL de plasma, previamente centrifugado, foram fortificados com 50 pL
de carvedilol (5000 ng/mL de cada enantidmero) e 50 pL de PI (100 pg/mL), resultando em
uma concentracdo plasmatica de 500 ng/mL de cada enantidbmero de carvedilol e 10 pg/mL de
Pl. Apos isto, foi adicionado o solvente organico e o tubo foi agitado a 3000 rpm por 30
segundos. A seguir foi adicionada a solucdo salina, solucdo aquosa do sal utilizado para o
salting out, e 200 pL de hidroxido de aménio, para garantir o pH de 9. O tubo foi novamente
agitado a 3000 rpm por 30 segundos e centrifugado a 5°C, 1008g, para a separacao da fase
organica da fase aquosa. A fase organica foi separada e 800 pL foram transferidos para um tubo
de fundo cdnico. O solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e o residuo, redissolvido

em 100 pL de fase mdvel para a analise em HPLC-UV.

3.8.1 Selecdo do solvente organico extrator e solucéo salina

A selecdo do solvente organico e solugdo salina foi baseada em testes qualitativos, nos
quais foram avaliadas a precipitacdo de proteinas, a separacao de fases e a presenca de sal na
fase organica. A presenca de sal, pode ser observada ap0s a evaporacao do solvente, verificando

se ha precipitagdo do sal. Para isso foi utilizado 1 mL de solvente orgéanico e 250 pL de solugéo
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salina, ficando em uma proporcdo de volume de plasma/solvente orgénico/solucdo salina de
2:4:1 (viviv) (XIONG et al., 2015).

Os solventes organicos testados foram: ACN, THF, ISOP, acetona e MeOH. Os sais
testados foram o acetato e formiato de amdnio, devido a volatidade e compatibilidade desses
com o sistema de LC-MS/MS.

3.8.2 Otimizacéo do método de extracdo

A identificacdo dos parametros que influenciam na eficiéncia da SALLE foi feita
empregando o delineamento experimental. Foi realizado um planejamento fatorial fracionério
(2%P = 2*1) de resolucdo IV com 4 fatores: A) volume de ACN, B) tempo de centrifugacéo, C)
volume de solucdo salina D) concentracdo da solucédo salina. Foram avaliados dois niveis dos
fatores apresentados e os experimentos foram realizados em triplicata, gerando uma matriz
composta por 8 diferentes condicBes de extracdo (n=24). Os fatores e niveis deste planejamento
estdo dispostos na Tabela 2, e os experimentos gerados na Tabela 3. A area dos enantidmeros
do carvedilol foram utilizadas como respostas e os resultados foram avaliados pelo software
estatistico Minitab 18.0.

Tabela 2. Fatores estudados no planejamento fatorial fracionario na otimizacao da SALLE

Variaveis Niveis
Baixo (-1) Alto (+1)
Volume de ACN (uL) 850 1000
Tempo de centrifugagdo (min) 10 15
Volume de solugdo salina (uL) 150 250
Concentragdo da solucéo salina 3 5
(mol/L)

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial fracionario 24! (n=3)

Experimento A B C D
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1

3 -1 +1 -1 +1
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4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1

3.8.3 Selecdo da condicdo 6tima de extracao

Um CCD foi empregado para avaliar a condi¢do 6tima de extracdo. Os fatores volume
de ACN (A), tempo de centrifugacdo (B) e volume de solucdo salina (C) foram incluidos no
CCD para otimizacdo das respostas maximas dos enantiomeros do carvedilol pelo método de
extracdo por SALLE. A concentracgéo salina foi fixada em 5 mol/L.

O CCD 23 (2 niveis com 3 fatores) foi realizado com 6 corridas axiais (pontos estrela) e
3 pontos centrais totalizando 17 experimentos (23 + (2x3) + 3=17) realizados em triplicata (n =
51). O valor de a foi + 1,682 para estabelecer a condi¢do de rotabilidade. Os fatores e niveis
deste planejamento estdo dispostos na Tabela 4, e os experimentos gerados na Tabela 5. As
areas dos enantiémeros do carvedilol foram utilizadas como respostas e os resultados foram

avaliados pelo software estatistico ou Statistica ®.

Tabela 4. Fatores e niveis utilizados no CCD

Fatores Niveis Pontos estrela (a=1,682)
Baixo Central Alto -a +a
(-1) (0) (+1)
Volume de ACN 1000 1100 1200 932 1968
(WL)
Tempo de 5 7 9 4 10

centrifugacdo (min)

Volume de solugéo 250 300 350 216 384

salina (ML)




Tabela 5. Matriz do CCD 22 para a selegdo da condigéo 6tima de extragio por SALLE

Experimento A B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
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

3.9. Validacédo do método

Apos a otimizacdo dos parametros de extracdo do carvedilol por SALLE em amostras
de plasma a validagéo foi feita contemplando os ensaios de seletividade, efeito residual, efeito
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matriz, curva de calibracdo, precisdo, exatidao e estabilidade das amostras (congelamento e

descongelamento, curta duracdo, longa duracdo e pds processamento) e das solugdes padrdo

(ANVISA, 2012; EMA, 2012).

Para a validagdo, foram preparadas as seguintes amostras de controle de qualidade:

limite inferior de quantificacdo (CQLIQ), baixa (CQB), média (CQM), alta (CQA) e de dilui¢do

(CQD), as concentrag0es estdo apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6. ConcentracGes de cada enantiomero do carvedilol nos controles de qualidade

Concentracéao Concentracgdo plasmatica de cada
enantidomero do carvedilol (ng/mL)

CQLIQ 05
CQB 1,0
CQM 50
CQA 80
CQD* 400

*CQD: as amostras foram diluidas na propor¢do de 1/5 em plasma branco antes do

preparo de amostra.

3.9.1. Seletividade

Um método analitico é considerado seletivo quando é capaz de diferenciar os analitos e
o0 padrdo interno (P1) de componentes enddgenos da matriz ou de outros componentes presentes
na amostra (EMA, 2012). A seletividade do método foi avaliada pela analise de seis fontes
diferentes de amostra branco, sendo quatro amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada.

As respostas de picos interferentes proximos ao tempo de retencao do analito devem ser
inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras do CQLIQ (ANVISA, 2012).

A presenca de outros farmacos possivelmente coadministrados aos pacientes ndo foi
avaliada como interferentes, pois estes ndo apresentam a mesma razao massa carga (m/z) que

o carvedilol e o PI.

3.9.2. Efeito residual

O efeito residual é responsavel pelo aparecimento do sinal do analito em uma amostra
branco causado por contaminagdo proveniente de amostras analisadas anteriormente (EMA,
2012). Ele foi avaliado pela injecdo de trés amostras de plasma branco, sendo uma antes e duas
logo apos a injecdo de uma amostra processada na concentracdo do limite superior de
quantificacdo (LSQ).

A auséncia de efeito residual € comprovada quando as respostas de picos interferentes
no tempo de retengdo do analito sdo inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras
processadas na concentragdo do CQLIQ (ANVISA, 2012)
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3.9.3. Efeito matriz

O efeito matriz é o efeito causado pelos componentes da matriz bioldgica na resposta
do analito ou do PI (ANVISA, 2012). Ele foi avaliado utilizando-se oito amostras de plasma
branco obtidas de fontes distintas sendo quatro normais, duas lipémicas e duas hemolisadas.
Ap0s as amostras de plasma branco serem processadas, elas foram fortificadas com o carvedilol
nas concentragdes equivalentes ao CQB e CQA e com o PI. Também foram analisadas solugdes
padrdo em metanol do carvedilol nas concentracdes de CQB e CQA adicionadas de PI.

Para cada amostra sera obtido o fator de matriz normalizado (FMN), calculado
separadamente para o carvedilol e PI, conforme a formula a seguir:

Resposta do analito em matriz
FMN =

~ Resposta do analito em solucio
O Desvio Padrao Relativo (DPR) dos FMN relativos as amostras de cada nivel de

controle deve ser inferior a 15%.

3.9.4. Curva de Calibracéo

A linearidade foi avaliada pela realizacdo de trés curvas de calibragdo para 0s
enantibmeros do carvedilol, no intervalo de concentracdo plasmatica de 0,5 a 100 ng/mL de
cada enantiémero.

Foram empregadas aliquotas de 500uL de plasma branco enriquecidas com 50 pL das
solucgdes padrao de carvedilol de 1 pg/mL; 500; 50; 10 e 5,0 ng/mL e 20 pL da solucdo padrédo
de 2 pg/mL.

Apos a construcdo das curvas os dados serdo analisados estatisticamente por regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados obtendo assim a equacao da reta e o coeficiente de
correlacdo. A analise da adequacdo do modelo foi feita pela analise de variancia ANOVA,
calculando-se os valores de F e p para os analitos, com um nivel de confianca de 95%. O

programa Minitab Release versao 19 foi utilizado para realizar os célculos estatisticos.

3.9.5. Precisao

A precisdo de um método analitico descreve a proximidade entre as medidas. Ela foi
determinada em quintuplicata e em pelo menos quatro concentracdes diferentes CQLIQ, CQB,
CQM e CQA. Foi avaliada em uma mesma corrida (precisdo intraensaio) e em, no minimo, trés

corridas em dias diferentes (precisdo interensaio).
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A preciséo esta expressa como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo
(CV%), segundo a formula a seguir:

Desvio Padrao

cv 100

= = 1 p ve
Concentracao média experimental

3.9.6. Exatidao

A exatiddao de um método analitico descreve a proximidade do valor de concentracdo
obtido pelo método com a concentracdo nominal do analito. A exatiddo também foi determinada
em quintuplicata e em, no minimo, quatro niveis de concentracdo (CQLIQ, CQB, CQM e
CQA), para uma mesma corrida (precisdo intraensaio) e em, no minimo, trés corridas em dias
diferentes (precisédo interensaio).

A exatiddo esta expressa pelo Erro Padrdo Relativo (EPR), segundo a formula a seguir:

Concentracao média experimental — Valor nominal

EPR = 1
Valor nominal x 100

3.9.7. Estabilidade

A estabilidade foi analisada em triplicata com amostras de plasma processadas e
fortificadas com os analitos de interesse e 0 Pl nas concentragdes CQB e CQA. Ela foi avaliada
através dos seguintes estudos:

e Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento: as amostras de plasma
foram congeladas a -20°C por 12 horas e depois descongeladas a temperatura ambiente,
e congeladas novamente. Foram realizados trés ciclos de congelamento e
descongelamento. Depois dos ciclos, as amostras foram submetidas ao processo de
extracdo e analisadas por LC-MS/MS.

e Estabilidade de curta duracdo: as amostras de plasma fortificadas foram mantidas a
temperatura ambiente por quatro horas, o qual € um tempo superior aguele em que as
amostras séo submetidas durante o procedimento de extracdo, em seguida as amostras
foram submetidas ao processo de extracédo e analisadas por LC-MS/MS.

e Estabilidade de longa duracédo: as amostras de plasma fortificadas foram armazenadas a
-20°C por 60 dias e entdo submetidas aos procedimentos de extracdo e analisadas por
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LC-MS/MS. Esse tempo excede o intervalo de tempo em gque as amostras dos pacientes
ficardo armazenadas para posterior analise.

e Estabilidade pds-processamento: as amostras de plasma fortificadas foram submetidas
aos procedimentos de extracdo e apds 42 horas serdo analisadas. Esse tempo
compreende o intervalo entre o término de preparo das amostras em estudo e o fim da
corrida analitica.

A quantificacdo das amostras submetidas aos testes de estabilidade foi realizada com o

auxilio de uma curva de calibragdo analitica.

3.10. Aplicacédo do méetodo

O método desenvolvido e validado foi aplicado na investigacdo dos enantidmeros do
carvedilol em amostras de plasma de pacientes coletadas 12 meses ap6s a realizacdo da cirurgia
bariatrica do tipo derivacdo gastrojejunal em Y de Roux (Roux-en-Y gastric bypass — RYGB)
no HCFMRP-USP. Os pacientes concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP (CAAE: 94756418.0.0000.5426) e do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — HC-FMRP (CAAE: 94756418.0.3001.5440). Apds
jejum de 8 horas, os pacientes receberam uma dose Unica de 25mg de carvedilol. As amostras
foram armazenadas a -20°C até o momento da analise. Para a determinacdo da concentracdo
plasmatica dos enantibmeros do carvedilol foi utilizada uma curva de calibragdo recém

preparada no intervalo de concentracdo de 0,5 — 100 ng/mL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Avaliacdo das condicBes para andlise dos enantidmeros do carvedilol e
metabolitos por LC-MS/MS

Inicialmente, foram avaliadas as condi¢des cromatograficas com o intuito de realizar a
separacdo dos enantidbmeros do carvedilol. A fase movel que apresentou melhor separagao foi
a composta por uma mistura de metanol:etanol (90:10, v/v) e 0,02% de dietilamina e 0,18% de
acido aceético, na temperatura de 21°C e vazédo 0,6 mL/min. Como demonstrado por Nardotto et
al. (2016), em condicdes semelhantes a utilizadas neste trabalno e com a mesma coluna
(Chiralbiotic V/Astec (0,46x25cm x 5 um) da Sigma Aldrich®) a ordem de eluigdo dos
enantidmeros do carvedilol é (S)-(-) e (R)-(+) (NARDOTTO et al., 2016). O PI selecionado
para as andlises foi a lidocaina.

O cromatograma referente a analise do carvedilol esta apresentado na Figura 5.

Figura 5. Cromatograma referente a analise da solucéo padrdo dos enantiémeros do
carvedilol (200 ng/mL ) e PI (50 ng/mL). Condig¢des cromatogréaficas: fase movel composta
por metanol:etanol (90:10, v/v), 0,02% de dietilamina e 0,18% de acido acético, temperatura

de 21°C e vazao 0,6 mL/min.
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O modo de eluicéo polar orgéanico é aquele em que ndo ha agua presente na composi¢do
da fase mdvel, e devido os antibidticos macrociclicos possuirem grupos altamente polares €
possivel utilizar fase movel com 100% de solvente organico com a adicdo de modificadores

organicos (&cido e base) para melhorar a seletividade. A fase polar organica deve ser vista como
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primeira opgdo para separar enantidmeros que tenham mais de um grupo funcional em sua
estrutura capaz de interagir com a fase estacionaria (ABOUL-ENEIN; ALI, 2002).

A proporcdo de 90:10 correspondente a metanol:etanol foi a que apresentou forca
cromatografica suficiente para separar 0s picos dos enantibmeros e manter uma boa resolucéo,
além disso adicionou-se dietilamina e acido acético para melhorar a seletividade. Quando os
analitos possuem um grupo funcional bésico, que € o caso do carvedilol, a dietilamina é
regularmente adicionada a fase mdvel para reduzir a assimetria dos picos, pois ela é capaz de
interagir com os silandis residuais da coluna quiral (BERNARDO, 2008).

As condicBes de monitoramento dos compostos de interesse no espectrometro de massas
foram avaliadas pela infusdo direta do carvedilol e lidocaina no analisador de massas no modo
positivo de ionizacdo. A avaliacdo dos parametros de analise por MRM foi realizada para a
obtencdo dos ions produtos mais estaveis dos analitos e de maior abundancia. Para isso a
molécula protonada foi fragmentada na cela de colisdo com gas argdnio associado a energia de
colisdo especifica para geracdo dos ions produtos. As transicdes de ions avaliadas para a
guantificacdo (Q) e confirmacdo (C) dos analitos foram de m/z 407 — 100 e m/z 407 — 56
para o carvedilol e m/z 235 — 86 e m/z 235 — 58 para a lidocaina, respectivamente, m/z é a
razao entre a massa e a carga dos ions.

A Figura 6 mostra os ions produtos de maior intensidade, extraidos do espectro MS/MS

(raz&o m/z versus abundéancia relativa).
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Figura 6. Espectro MS/MS (ions produtos) dos padrdes de A) carvedilol (200 ng/mL da
mistura racémica), B) lidocaina (1 pug/mL)
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Os parametros selecionados para a andlise dos compostos por MS/MS estdo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros selecionados para andlise do carvedilol e lidocaina por MS/MS

Parametros Valores
Voltagem do capilar (V) 4000
Voltagem do cone (V) Carvedilol 66
Lidocaina 41
Energia de colisdo (V) Carvedilol (Q) 43/ Carvedilol (C) 83
Lidocaina (Q) 23/ Lidocaina (C) 45
Temperatura (°C) 600
Curtain gas (nitrogen) 10 psi
Nebulizer gas (air) 40 psi

Auxiliary gas (air) 40 psi
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4.2. Otimizacdo das condicdes de extracdo por SALLE dos enantiomeros do

carvedilol em plasma

4.2.1. Selecao do solvente organico extrator e solucéo salina

A selecdo do solvente organico e solugédo salina foi realizada pela combinacdo dos
diferentes solventes e sais no procedimento da SALLE. Esta avaliacdo foi qualitativa e
considerou-se a precipitacdo de proteina, a separacdo das fases e a presenca de sal na fase
organica, esta Ultima pode ser observada através do precipitado resultante apos a evaporagdo

do solvente. A Tabela 8 apresenta as extracdes realizadas e as respostas observadas.

Tabela 8. Combinacdo dos solventes e sais no procedimento da SALLE e as respostas
qualitativas observadas

Solvente Solucéo Precipitacdo  Separacdo da Residuo de sal
organico salina de proteinas  fase organica na fase
organica
Form[atp de Sim Boa separacao Pouco
amonio
ACN
Acetato de . o Pouco ou
A Sim Boa separacao
amonio ausente
Formiato de . N Grande
N Sim Boa separacéo .
amonio quantidade
THF
Acetato de . N Grande
o Sim Boa separacéo .
amonio quantidade
Formiato de . N
A Sim Sem separacao -
amonio
ISOP
Acetato de . N
A Sim Sem separacao -
amonio
Formiato de . N
o Sim Sem separacao -
amonio
Acetona
Acetato de . N
A Sim Sem separacao -
amonio
Formiato de . o
A Sim Sem separacao -
amonio
MeOH
Acetato de . o
A Sim Sem separacao -
amonio

Boa separacdo = formacdo de um sistema bifasico; Pouco ou ausente = pequena quantidade de residuo
na cor branco apds evaporacdo do solvente; Grande quantidade = residuo na cor branco em alta
quantidade ap6s a evaporacao do solvente
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Em todas as combinagdes ocorreu a precipitacao de proteinas, como pode ser visto pela
tabela. A fase orgéanica foi separada da fase aquosa, formando um sistema bifésico, apenas
quando foram utilizados os solventes ACN e THF, com ambos os sais. Independente do sal, nas
extracOes feitas com os solventes ISOP, acetona e MeOH néo ocorreu a separacao das fases, o
que pode ser explicado pela forte interacdo que esses solventes tem com a &gua através de
ligacGes de hidrogénio (TANG; WENG, 2013).

Quando a fase organica foi coletada e evaporada pode ser observada a precipitacdo dos
sais. Isso ocorre devido a presenca de uma pequena quantidade de agua, e consequentemente
presenca de sal, na fase organica, mesmo ap6s a formacédo do sistema bifasico. Ao se utilizar o
solvente THF ocorreu grande precipitacao dos sais formiato e acetato de amonio. Ja utilizando
a ACN como solvente extrator ocorreu a precipitacdo do sal formiato de aménio em pequena
guantidade, porém maior e mais recorrente do que a precipitacdo do sal acetato de amonio. Isso
corrobora com outros trabalhos (GRECCO et al., 2019; TANG; WENG, 2013) nos quais foi
demonstrado que a ACN é um solvente que apresenta alta eficiéncia de extracdo e extratos
limpos com baixo conteido de agua na fase organica.

Dessa maneira, considerando todas as respostas qualitativas obtidas, e com o intuito de
minimizar a injecdo de sal no sistema cromatografico, evitando entupimentos e danos, a ACN
foi selecionada como solvente organico em conjunto com o sal acetato de amonio, obtendo um
procedimento de extracdo SALLE com precipitacdo de proteinas, boa separacdo de fases e

pouca ou nenhuma presenca de sal na fase organica.

4.2.2 Otimizacéo das condicOes de extracdo

O delineamento experimental € uma estratégia que vem sendo muito utilizada na area
de quimica analitica para a otimizacdo das técnicas de extracdo (BENEDETTI; CARRO;
MAGI, 2018; FUSARI; RAMIREZ; CAMARGO, 2019; SEIRA et al., 2013; WANG; YIN;
XU, 2013). As suas vantagens sdo a capacidade de analisar os efeitos das interacdes entre 0s
fatores sobre a resposta com um menor nimero de experimentos, diminuindo o custo de analise
(ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2013).

4.2.2.1 Planejamento fatorial fracionario
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O delineamento fatorial completo (CFD, do inglés complete factorial design) e o
delineamento fatorial fracionado (FFD, do inglés fractional factorial design) sdo exemplos de
delineamento de primeira ordem (MONTGOMERY, 2013). O nimero de niveis e fatores
determina o total de ensaios a serem realizados, porém o delineamento fatorial mais comum é
aquele com 2 niveis e k fatores, 2 = nimero de ensaios. E comum codificar os 2 niveis
utilizando os sinais (+) para o nivel alto e (-) para o nivel baixo, os quais estdo relacionados
com valores reais dos fatores, permitindo ilustrar o delineamento sob forma de matrizes de
planejamento (GALDAMEZ, 2002; MACEDO, 2007). No FFD se tem 2XP ensaios, e se realiza
apenas uma fracdo especifica do completo (podendo ser % fracdo quando p=1 e ¥ fracdo
quando p=2), sem comprometer as conclusdes dos resultados (GALDAMEZ, 2002).

Neste trabalho, na primeira etapa do delineamento foi realizado um FFD 2%! de
resolucdo IV, com 4 fatores: A) volume de ACN, B) tempo de centrifugacdo, C) volume de
solucgéo de acetato de aménio D) concentracdo da solucdo de acetato de amonio, como descrito
no item 3.9.2. Os graficos de Pareto dos efeitos dos fatores estudados sobre a area dos
enantiébmeros do carvedilol foram semelhantes para ambos os enantibmeros, por isso optou-se
por apresentar apenas o grafico de Pareto para o (S)-(-)-carvedilol (Figura 7).

Nesse gréfico as barras horizontais possuem comprimento proporcional aos valores
absolutos dos efeitos e a linha vertical vermelha delimita um valor de t critico (2,02) para um
nivel de confianca de 95% (p=0,05). Assim todos os efeitos cuja barra ultrapassa a linha vertical

(t>2,02) sdo aqueles estatisticamente significativos.
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Figura 7. Gréfico de Pareto dos efeitos dos fatores sobre a &rea do (S)-(-)-carvedilol
utilizando a SALLE. A linha vertical define o nivel de confianca de 95%. Elaborado pelo
autor utilizando o programa Minitab ®

Gréfico de queto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é Area (S)-(-)-carvedilol ; o = 0,05)
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Ambos os graficos dos dois enantidmeros possuem o mesmo perfil de resposta devido
as areas dos enantibmeros serem semelhantes pois esses possuem propriedades fisico-quimicas
idénticas e se encontram em uma mistura racémica. Todos os fatores exerceram efeito
significativo sobre as areas, sendo a concentracdo da solucédo salina a de maior influéncia (maior
valor nimero de t).

Os fatores volume de ACN, volume de solucdo de acetato de amdnio e concentracdo da
solugéo de acetato de amonio possuem efeitos com valores positivos, o que significa que as
areas aumentam quando se utiliza um maior valor (nivel alto) desses fatores. O tempo de
centrifugacdo foi o Unico fator com efeito negativo, de modo que o aumento do tempo de
centrifugacdo causa a diminuicéo das areas.

A concentracdo da solucao de acetato de amonio foi o fator mais significativo. Isso pode
ser explicado porque a concentragdo dos ions advindos do sal é responsavel por dois
acontecimentos: a redugdo da miscibilidade entre a fase orgéanica e a fase aquosa, formando o

sistema bifasico, e por reduzir a solubilidade dos analitos organicos nédo carregados na fase
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aquosa, sendo extraidos para a fase organica (JAIN et al., 2014; RICE; IRVING; LEONARD,
1993). O efeito positivo desse fator vai ao encontro com os trabalhos existentes na literatura
(VALENTE; GONCALVES; RODRIGUES, 2013; XIONG et al., 2015), pois a maior parte
deles utiliza concentracdes de solucao salina elevadas, proximas da saturacgéo.

O volume de solucdo de acetato de amodnio também teve efeito positivo, pois
aumentando o volume aumenta-se a quantidade final dos ions advindos do sal, e como ja dito
anteriormente, isso facilita a formacédo do sistema bifasico e a extracdo do carvedilol para a fase
organica. Também foi observado um efeito positivo no volume de ACN, e mesmo sendo pouco
significativo, o aumento no volume leva a uma melhor separacéo das fases aquosa e organica e
resulta em um maior volume de fase orgénica, facilitando a posterior coleta da mesma
(ALSHISHANI; SALHIMI; SAAD, 2018). O efeito negativo do tempo de centrifugacdo pode
estar relacionado a uma satisfatoria separacéo de fases ja ter sido obtida no nivel baixo utilizado.

Dessa maneira os fatores volume de solucéo de acetato de aménio, volume de ACN e
tempo de centrifugacdo foram incluidos no CCD para a selecdo da condigdo 6tima de extracdo
dos enantidmeros do carvedilol por SALLE. Ja o fator concentracdo da solucdo de acetato de
amonio foi mantida no nivel alto (5 mol/L) para a realizacdo do CCD, pois essa concentracao

ja esta proxima da concentracdo de saturacao.

4.2.3. Selecdo da condicdo 6tima de extragao

O CCD é um exemplo de delineamento de segunda ordem, e é capaz de gerar modelos
quadraticos completos. Ele é formado por um delineamento fatorial 27 (podendo ser completo
ou fracionado), adicionado de pontos estrela e pelo menos um ponto central (KHODADOUST;
HADJMOHAMMADI, 2011). Os pontos estrela estdao localizados em +a ¢ - & com relagdo ao
centro, e o pode ser calculado por a= 2&P/* (NOVAES et al., 2017). Assim, todos os fatores
sdo estudados em cinco niveis (-a, -1, 0, +1, +a) (BEZERRA et al., 2008). O numero total de
experimentos ¢ N=k? + 2k+ pc , onde pc é o nimero de experimentos no ponto central
(NOVAES et al., 2017).

Dessa maneira, apés a identificagdo dos fatores que influenciam na eficiéncia da
SALLE, foi realizado um CCD 23, como descrito no item 3.9.3. Os coeficientes dos modelos

gerados para ambos os enantidmeros do carvedilol sdo semelhantes, bem como os resultados
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da anélise de variancia, por isso estdo apresentados apenas os resultados do (S)-(-)-carvedilol
nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Coeficientes do modelo de superficie de resposta para o (S)-(-)-carvedilol

Efeitos Coeficientes da area do (S)-(-)-carvedilol
x1=volume de ACN -1680,53
x2= tempo de centrifugacao 732,52
x3= volume de solucgéo de acetato de amonio 770,59
5 mol/L
x1x2= interacdo de segunda ordem dos 1673,58

fatores x1 e x2
x2x3= interacdo de segunda ordem dos 932,58

fatores x2 e x3

Os efeitos e a interacdo que ndo tiveram efeito significativo sobre a rea do (S)-(-)-carvedilol com um nivel de
confianca de 95% (p=0,05) ndo foram representados.

Tabela 10. Tabela ANOVA do modelo de superficie de resposta para o (S)-(-)-carvedilol

Causas de Graus de Somados Quadrados F calculado F tabelado
variacao liberdade guadrados médios
Regressao 5 249973125 49994625 12,75315625 2,42208547
Residuos 45 176407948 3920176,62
da
regressao
Falta de 9 559E+07 6209926,11 1,854961109 2,15260747
ajuste
Erro puro 36 1,21E+08 3347739,25
Total 50 4,26E+08

Os efeitos quadréaticos de todos os fatores e a interacdo de segunda ordem dos fatores
x1 e x3 ndo exerceram efeito sobre a area dos enantidmeros (Tabela 8), com nivel de confianca
de 95% (p=0,05).

Como pode ser observado na tabela 10, 0 modelo apresentou valor de Fcaic igual a 12,75,
o0 qual € superior ao valor de Fa (5:45:0,05= 2,42, sendo um modelo significativo. O valor de F
para a falta de ajuste foi de 1,85, o qual é inferior ao valor de Ftan(9;36:0,05) =2,15, sendo um

modelo preditivo, assim ele pode ser utilizado para predizer a resposta por meio da equacéo
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area (S)-(-)-carvedilol = 30550,31 -1680,53.x1 +732,52.x> + 770,59.x3 + 1673,58.X1.X2
+932,58.x2.X3 , na qual X1 corresponde ao volume de ACN, X2 ao tempo de centrifugacao e x3
ao volume de solucdo de acetato de amoénio 5 mol/L. A equacdo polinomial do modelo
apresentou coeficiente de determinacdo ajustado R?> = 0,586. Este valor baixo pode ser
explicado pelo desvio dos valores nas triplicatas feitas de cada experimento gerado no CCD.
Porém independente disso o modelo é significativo e preditivo, sendo assim é possivel utiliza-
lo para a predicdo das respostas. Nas Figuras 8 e 9 estdo ilustrados os graficos de superficie de
resposta obtidos para a area do (S)-(-)-carvedilol, e novamente sdo graficos semelhantes aqueles
obtidos para a area do (R)-(+)-carvedilol e pos esta razdo estd sendo apresentado o grafico
apenas para o (S)-(-)-carvedilol.

A partir dos resultados obtidos com o CCD pode-se obter a metodologia de superficie
de resposta (RSM, do inglés response surface methodology), na qual o sistema estudado é
descrito por fungdes polinomiais lineares ou quadraticas, a partir das quais séo gerados gréaficos
onde se pode explorar as condi¢des experimentais até a sua otimizacdo, ou seja, encontrar 0s
valores 6timos para cada fator (BEZERRA et al., 2008).
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Figura 8. Gréfico de superficie de resposta da influéncia do tempo de centrifugacédo e
do volume de ACN avaliados no CCD versus area do (S)-(-)-carvedilol. Elaborado pelo autor
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Figura 9. Gréfico de superficie de resposta da influéncia do tempo de centrifugacédo e
do volume de solucédo de acetato de aménio avaliados no CCD versus area do (S)-(-)-

carvedilol. Elaborado pelo autor utilizando o programa Statistica ®
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Com os resultados obtidos do CCD, pode-se realizar também o teste de desejabilidade.
Nele, os valores obtidos nas superficies de resposta sdo transformados em uma escala
adimensional a qual varia de d=0, para uma resposta completamente indesejavel e d=1 para
uma resposta totalmente desejada. A desejabilidade total D é calculada através da média
geométrica das desejabilidades individuais, e entdo um algoritmo é aplicado a funcdo D para
obter os valores de cada fator que a maximizam (FERREIRA et al., 2007).

O teste de desejabilidade foi realizado com o objetivo de definir as condi¢bes que
maximizem a &rea dos enantiémeros do carvedilol, as condi¢des 6timas da extracdo por SALLE
foram definidas de acordo com a desejabilidade do (S)-(-)-carvedilol e (R)-carvedilol

A condigdo com os seguintes valores: 1268 puL de ACN, 10 minutos de centrifugacao e

384 L de solucéo de acetato de amonio 5 mol/L, foi a que apresentou Diota=1,0 , como pode
ser visto na Figura 10.



Figura 10. Gréfico de desejabilidade para a area do (S)-(-)-carvedilol
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As condicGes otimizadas para o procedimento de extracdo dos enantibmeros do

carvedilol por SALLE em amostras de plasma estdo descritas na Tabela 11. Nesta condigéo

houve uma recuperacao para ambos enantidmeros do carvedilol de aproximadamente 93%.

Tabela 11. Condicdes da extracdo dos enantiobmeros do carvedilol por SALLE em amostras

de plasma

Condigoes otimizadas

Volume de plasma

Volume de carvedilol e PI

Solvente organico e volume

Solucdo salina

Concentracéo de solucéo salina e volume

Tempo de centrifugacao

500 pL

50 pL cada
ACN — 1268 pL
Solucgéo de acetato de aménio
5 mol/L — 384 uL

10 minutos

24211, 30694, 37176,

Desirability

Area (S)-(-)carvedilol
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4.3. Validagdo do método

4.3.1. Seletividade

A andlise de 6 amostras de fontes distintas de plasma branco (4 normais, 1 lipémicae 1
hemolisada) demonstrou que o método € seletivo pois ndo ha nenhum sinal analitico interferente
no tempo de retencdo do carvedilol e do PI, quando os cromatogramas de plasma branco foram
comparados com o cromatograma obtido para o LIQ.

Os cromatogramas referentes aos resultados obtidos para as amostras do branco de

plasma e do LIQ estdo representados nas Figutas 11 e 12, respectivamente.
Figura 11- Cromatograma de plasma branco. Condi¢Ges cromatograficas: fase movel

composta por metanol:etanol (90:10, v/v), 0,02% de dietilamina e 0,18% de acido aceético,

temperatura de 21°C e vazdo 0,6 mL/min.

BR-02-Carvedilol Q (Unknows) 407.2/100. 1

Figura 12- a) Cromatograma obtido para o LIQ b) Zoom do cromatograma. Condicdes
cromatograficas: fase mdvel composto por metanol:etanol (90:10, v/v), 0,02% de dietilamina

e 0,18% de &cido acético, temperatura de 21°C e vazdo 0,6 mL/min.
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4.3.2. Efeito residual

As duas amostras do branco de plasma analisadas apos a injecdo de uma amostra

processada na concentragao do LSQ nédo apresentaram interferentes em tempo proximo ao dos

enantidbmeros do carvedilol e PI, mostrando que ndo ha efeito residual de injecdes anteriores.
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4.3.3. Efeito matriz

E de extrema importancia a avaliacio do efeito matriz durante a valida¢do de um método
bioanalitico, em especial nos métodos que utilizam o espectrometro de massas, o qual apresenta
alta seletividade e especificidade estando assim mais propenso a interferéncias, uma vez que
substancias presentes na matriz podem coeluir e afetar a eficiéncia de ionizagcdo dos analitos e
consequentemente a deteccdo dos mesmos (CASSIANO et al., 2009a).

Através dos ensaios realizados para avaliar o efeito matriz, os valores de FMNs para
ambos os enantiomeros do carvedilol e Pl foram calculados e apresentaram-se inferiores a 15%
(Tabela 12). Sendo assim, 0 método ndo apresentou efeito matriz capaz de interferir na resposta

do analito ou PI.

Tabela 12. Efeito matriz para o (S)-carvedilol, (R)-carvedilol e PI

Analito Concentragéo FMN CV (%)°
(S)-carvedilol CcQB 1,0 2,8
(S)-carvedilol CBA 1,0 34
(R)-carvedilol CcQB 1,0 2,9
(R)-carvedilol CQA 1,0 3,5

Pl - 1,0 52

b Coeficiente de variagdo, expresso como porcentagem

4.3.4. Curva de Calibracdo

As curvas de calibracdo foram analisadas de modo a detectar a menor concentragao
possivel de carvedilol na matriz e abrangendo a faixa de concentracdo que contemple as
concentracdes esperadas do carvedilol nos pacientes. A faixa de concentracdo plasmatica para
os enantidmeros do carvedilol é de 1-50 ng/mL (Tabela 1) na dose de 25 mg. Assim, foi
determinada uma faixa de concentragdo plasmatica de 0,5-100 ng/mL.

A curva de calibracdo analitica foi construida, em triplicata, nas concentragdes 0,5; 1,0;
5,0; 50; 80; 100 ng/mL de carvedilol, plotando-se as concentracfes conhecidas do analito versus
a razdo da area do carvedilol e PI. A andlise dos dados foi feita pelo modelo de regressao
ponderada (peso = 1/x) e os resultados para ambos os enantidmeros do carvedilol estdo

apresentados na Tabela 13, que mostram que 0 modelo de regressédo esta bem ajustado.
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Tabela 13. Parametros da curva de calibragdo do método para anélise do (S)-carvedilol
ANOVA Lack of
fit
Fb p
(S)-carvedilol 0,5-100 y=0,009367x+ 0,001619 0,9993 2,63 0,084
(R)-carvedilol 0,5-100 y=0,009403x+ 0,001972 0,9975 2,07 0,146

Enantibmero  Faixa linear Equacao linear ra
(ng/mL)

ar = coeficiente de correlacdo
bE tabelado(o,05;4;12): 3,26

Se o valor de F < Feritico (tabelado) aceita-se a linearidade, ou seja, o modelo foi
considerado satisfatorio (CASSIANO et al., 2009a).

4.3.5. Preciséo e Exatidao

A precisdo e exatidao foram avaliadas pelo CV (%) e EPR (%), respectivamente, pela
andlise em quintuplicata dos enantibmeros do carvedilol em 5 niveis de concentracfes (CQLIQ,
CQB, CQM, CQA, CDQ) em uma mesma corrida analitica (intracorrida) e em trés corridas
distintas em dias diferentes (intercorridas). Os resultados para ambos os enantibmeros do
carvedilol estdo apresentados na tabela 14. Todos os valores estdo dentro do que é recomendado
pela ANVISA (abaixo de 20% para o LIQ e abaixo de 15% para CQB, CQM, CQA e CQD).
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Tabela 14. Precisdo e exatiddo intercorridas e intracorridas para a analise do (S)-carvedilol e
(R)-carvedilol

Enantidmero Controle Preciséo Exatidao
(CV%) (EPR%)
CQLIQ 4,26 7,79
COB 6,75 -0,53
Intracorrida CQM 6,91 4,12
CQA 2,59 0,19
(S)-carvedilol cQb 305 7,51
CQLIQ 7,31 10,3
Intercorrida QB A7 faa
CQM 1,47 0,95
CQA 7,21 3,87
CQD 7,06 -8,62
CQLIQ 4,90 -1,71
CcQB 7,51 -2,25
Intracorrida CQM 8,12 7,98
CQA 5,73 -0,16
CQD 4,54 -7,87
CQLIQ 7,92 5,33
(R)-carvedilol CQB 9,74 4,26
Intercorrida CQM 9,39 3,12
CQA 5,60 2,90
CQD 7,90 -8,50

4.3.6. Estabilidade

Amostras do branco de plasma fortificadas nas concentragdes correspondentes ao CQB
e CQA, em triplicata, foram submetidas aos testes de estabilidade de congelamento e
descongelamento (3 ciclos), curta duragdo (5 horas), pos processamento (35 horas) e longa



47

duracéo (60 dias). Para a quantificagdo das amostras foi utilizada uma curva de calibragdo com

amostras processadas recém preparadas. Os resultados para ambos os enantibmeros do

carvedilol estdo apresentados na tabela 15. Os valores de precisao e exatiddo estdo conforme o

que é recomendado pela ANVISA (abaixo 15%), demonstrando a estabilidade dos

enantiébmeros do carvedilol nas condi¢des de armazenamento, preparo e analise.

Tabela 15. Estabilidade para a anélise do (S)-carvedilol e (R)-carvedilol

Enantiomero Estabilidade Controle Precisao Exatidéo
(CV%) (EPR%)
Congelamento e CcQB 4,90 0,796
descongelamento CQA 4,15 4,88
coB 2,95 -5,12
Curta duracéo
i CQA 3,19 7,32
(S)-carvedilol
coB 5,57 -4,77
Pds processamento
CQA 5,27 -5,87
CQB 9,69 -13,27
Longa duracéo
CQA 3,73 3,69
Congelamento e CcQB 3,11 -3,06
descongelamento CQA 1,08 4,03
coB 3,19 -6,85
Curta duracéo
. CQA 2,01 6,76
(R)-carvedilol
CQB 7,40 -4,59
Pds processamento
CQA 9,47 -6,01
CQB 11,58 -14,95
Longa duragéo
CQA 4,83 3,31

A estabilidade dos enantiémeros carvedilol em solugdo (em metanol) foi avaliada em

triplicata utilizando-se amostras da solucdo de trabalho de menor concentragdo resultando na

concentracdo do CQLIQ e amostras da solugéo de trabalho de maior concentragéo (solugéo

estoque) resultando na concentracdo do LSQ, comparando-se solugdes recém preparadas e
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solugdes preparadas e armazenadas durante 3 semanas. A estabilidade do Pl em solucdo (em
metanol) foi avaliada de maneira semelhante a do carvedilol, nas concentragdes de 5 e 10
ng/mL. Como demonstrado na Tabela 16, as solucdes de carvedilol e Pl permaneceram estaveis,
com desvio inferior a 10% de suas respostas em comparacdo com as respostas das solucdes

recém preparadas, como recomendado pela ANVISA.

Tabela 16. Estabilidade dos enantiomeros do carvedilol e do Pl em solucéo

Analito Concentracao Desvio (%0)2

CQLIQ -1,64

(S)- carvedilol
LSQ -1,14
CQLIQ -1,36

(R)- carvedilol
LSQ -1,51
5 ng/mL 1,11

Pl

10 ng/mL 1,25

2 Desvio = ((média das areas da solucdo preparada ha 3 semanas — média das areas da solugdo recém

preparada) / média das areas da solucgao recém preparada) *100

Em relacdo a avaliacdo da racemizacdo, em estudo descrito na literatura semelhante ao
realizado neste trabalho (POGGI et al., 2012), ndo foi observada a racemizacdo do carvedilol

durante todo o procedimento analitico, da extracdo até a analise cromatogréafica.

4.4. Aplicacao do método

Amostras de plasma de pacientes do HCFMRP/USP coletadas antes e apds a realizacdo
da cirurgia bariatrica foram analisadas para demonstrar a aplicabilidade do método, no qual foi
possivel quantificar os enantidmeros do carvedilol. O cromatograma referente a andlise da
amostra de plasma de um paciente coletada 1h apds a administracdo de 25mg de carvedilol esta
demonstrado na Figura 13. O valor de concentracdo dos enantibmeros ficou dentro da faixa
determinada (0,5-100 ng/mL), sendo 13,0 ng/mL para o (S)-carvedilol e 26,6 ng/mL parao (R)-
carvedilol, o que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho e demonstra que o método

pode ser utilizado em estudos farmacocinéticos.
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Figura 13 — a) Cromatograma referente a uma amostra de plasma de um paciente coletada 1h

b)

apos a administracdo de 25 mg de carvedilol b) Zoom do cromatograma
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5.CONCLUSOES
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Os resultados obtidos neste estudo apresentam o primeiro método otimizado pelo
delineamento experimental usando a SALLE para analise dos enantidbmeros do carvedilol em
plasma humano e aplicacdo em amostras de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Esta
técnica de extracdo apresenta a vantagem de ser simples e de facil execu¢do quando comparada
as outras técnicas utilizadas até o momento para esta finalidade, aléem de apresentar uma boa
recuperacdo e concentrar a amostra. Quando comparada a precipitacdo de proteinas, a SALLE
¢ mais seletiva uma vez que também apresenta caracteristica da extracao liquido-liquido.
Entretanto, € mais vantajosa do que esta Ultima por usar menor volume de solvente organico e
menos toxico, ser simples e rapida e ndo ha possibilidade de formagéo de emulséo, podendo ser
utilizada numa rotina de laboratério. Além disso, foi possivel obter a separacdo dos
enantiébmeros do carvedilol e de seus metabolitos com uma resolucdo de aproximadamente 1,5
entre os enantibmeros utilizando-se a coluna Chirobiotic VV/Astec em um tempo de andlise de
30 min. Os parametros do espectrdmetro de massas selecionados resultaram em ions produtos
estaveis e abundantes do carvedilol e P1. Além disso, o uso do delineamento experimental para
a otimizacdo dos parametros que influenciam na SALLE possibilitou um estudo mais extenso
da influéncia das variaveis e dos efeitos das interacGes entre essas variaveis no processo de
extragdo. O método desenvolvido foi entdo validado e apresentou seletividade, linearidade na
faixa de concentracdo de 0,5 a 100 ng/mL para cada enantibmero do carvedilol, preciséo e
exatiddo. N&o foi observado efeito residual e efeito matriz, e os enantidmeros do carvedilol
apresentaram estabilidade em plasma ap6s submetidos a diferentes condicdes de
armazenamento, preparo e analise. Amostra de plasma de um paciente que foi submetido a
cirurgia bariatrica coletada 1h apds a administracdo de 25mg de carvedilol foi analisada e os
enantidmeros do carvedilol foram quantificados com sucesso, concluindo assim que 0 método
proposto atingiu o objetivo inicial. O método também podera ser utilizado em estudos
farmacocinéticos posteriores para comparar as concentracdes plasmaticas dos enantibmeros do
carvedilol em grupos de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica e grupos controle. Além
disso, este método poderd ser utilizado na rotina laboratorial para quantificacdo dos

enantidmeros do carvedilol.
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enantiosseletiva do carvedilol e metabdlitos em plasma humano por SPME/LC-MSMS”,
soly a responsabilidade das pesquisadoras Profa. Dra. Cristiane Masseto Gaitani & Marcella

Galatti Pavan que:

a) o projeto proposto pelas pesquisadoras serd realizado em paralelo com o
projeto “lmpacto da cirurgia baridfrica de derivacdo gdstrica em ¥ de Roux na farmacologia
dos sistemas: estudo farmacocinético cruzado de dose Unica da simvastatina e carvedilol.
Este dftimo enconfra-se em apreciagdo ética no sistema CEP/COMNEP sob o CAAE
94756418.0.1001.5426 e tem como instituicde proponente a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Campus de Araraquara, UNESP;

b) as pesquisadoras Profa. Dra. Cristiane Masseto Gaitani e Marcella Galatti
Pavan fazem parte do projeto e estdo autorizadas a utilizar as amostras dos pacientes para a

determinagdo de carvedilol & seus metaboolitos por LC-MSIMS;

Coloco-me a disposigdo para guaisquer esclarecimentos que se fizerem
necessarnios.

'{ﬂ }Q,fm'ﬁi’ww\'nﬂf vy ) T M~

Prof. Dr. Matalia Valadares de Moraes
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista (FCF-UNESP)
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Anexo 3- Carta plasma branco

~ DECLARAGAO

Conforme solicitagdo realizada pela Prof’. Dra, Cristiane Masetto de Gaitan e pela
aluna de Mestrado Marcella Galatti Pavan declaramos que o HEMAC - Servico de
Hemoterapia, reconhecendo a importancia desempenhada pelas pesq no entendi )
das patologias, seu diagnéstico e tratamento, estd de acordo em ceder CINCO UNIDADES DE
PLASMA FRESCO CONGELADO de seus estoques para a realizagao do projeto de pesquisa
intitulado “Analise enatiosseletiva do carvedilol e metabdlicos em plasma humano por
SPME/LC-MS/MS”, desde que sejam cumpridas as determinacies da Resolucdo 466/2012 do
Conselho Nacienal de Sadde que regulamenta a pesquisa com seres humanos e que o referido
projeto de pesquisa seja previamente aprovado pelo Comité de £tica em Pesquisa.

Todas as unidades cedidas foram testadas e apresentam todas as provas sorolégicas
negativas, estando liberadas para utilizago conforme RDC vigente. Além disso, todas as bolsas
contam com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos seus
respectivos doadores. Esclarecemos gue se tratam de unidades de plasma excedentes do uso
clinico e, portanto, ndo haverd prejuizo aos estoques do Hospital Sdo Francisco e ao
atendimento hemoterdpico dos pacientes assistidos por esta instituicdo.

Esta doacdo se realiza EXCLUSIVAMENTE para fins académicos, ficando expressamente
proibido o uso total ou parcial deste material em seres humanos ou a sua comercializagdo.
Além disso, fica acordado que o transporte, acondicic ), 0 armaze e correto
manuseio deste material & de responsabilidade EXCLUSIVA da beneficiada.

Finalmente, é de pleno conhecimento de ambas as partes que, por questdies de
limitagBes metedolégicas, ndc & possivel excluir a janela imunolégica para as doencas
testadas. Fica acordado que no caso de NOTIFICAGAO da Vigilincia Sanitdria devido a
SOROCONVERSAO a ENTIDADE RECEPTORA serd comunicada.

Atenciosamente,

Ribeirdo Preto, 15 de Agosto de 2018.

| {
[Dr. Geraldo Santana da Cunha Junior
Caordenadlor Médico do Hemac - Servigo de Hemoterapia
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