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RESUMO

O preparo de amostras ¢ a etapa do procedimento analitico que apresenta maiores
possibilidades de erros e na qual ¢ dispendido o maior tempo. Técnicas empregando
materiais de acesso restrito (RAMs) estdo sendo desenvolvidas para minimizar as
dificuldades presentes no preparo de matrizes complexas. A albumina sérica bovina
(BSA) vem sendo amplamente utilizada para o preparo de RAMs, uma vez que associada
com outros materiais confere a capacidade de excluir macromoléculas por mecanismos
fisicos e quimicos. Nesse contexto, tém-se os objetivos principais do trabalho: a sintese
de particulas de BSA (sem materiais suporte) € o seu uso inédito como RAM em sistemas
de extracdo em fase solida para a determinacao de anti-hipertensivos em plasma humano.
As microparticulas foram obtidas por processo de coacervagao, usando-se BSA, solucao
fosfato 0,2 mmol L' (pH=5,00), etanol, glutaraldeido 25% e borohidreto de sédio 1%
como reagentes de sintese. Estudos de caracterizacdo do material envolveram testes de
exclusdo de proteinas (resultados superiores a 96% foram obtidos) e avaliagcdes quanto a
cinética e as isotermas de adsor¢ao (modelos de Elovich e de Sips foram melhor ajustados
para os analitos e esses estudos ainda mostraram a capacidade do material sintetizado em
interagir tanto com farmacos de alta quanto com os de baixa taxa de ligagcdo a proteinas
plasmaticas). Caracterizacdes do material foram obtidas empregando testes de
solubilidade, espectroscopia de infravermelho, microscopia eletronica, microscopia de
forca atdomica, potencial zeta, espalhamento de luz dindmico, porosimetria e analises
termogravimétricas. Dois métodos distintos para a extracdo de fidrmacos foram
desenvolvidos, um referente a extra¢ao online € o outro a microextragao em fase solida
(SPME). Ambos evidenciaram a capacidade extrativa das microparticulas de BSA, e o
segundo foi validado apresentando linearidade (r > 0,99), precisdo e exatidao (respeitando
limites propostos por guias de validagdo), além de robustez para sete pardmetros distintos
e limites de quantificagdo adequados (variando de 15 a 100 ug L™!). Ainda sobre a SPME,
fibras de microparticulas de BSA foram confeccionadas e as mesmas apresentaram
caracteristicas favoraveis como: resisténcia, baixo custo (R$ 0,20/fibra), possibilidade de
reuso, reprodutibilidade entre diferentes lotes (n=3) de sintese (desvios padrdo relativos
inferiores a 10%), facil manuseio e portabilidade. Amostras de plasma de pacientes que
faziam o uso de anti-hipertensivos foram analisadas por SPME LC-MS/MS e

concentragdes quantificaveis dos firmacos foram encontradas.

Palavras-chaves: Microparticulas de BSA; RAM; fibras de SPME.



ABSTRACT

The sample preparation is the step of the analytical procedure that presents higher
possibilities of errors and the one that consumes more time. Techniques employing restricted
access materials (RAMs) are being developing to minimize the difficult of the complex
matrix preparation. The bovine serum albumin (BSA) are being widely used to prepare
RAMs, once in association with other materials confers to them the capacity to exclude
macromolecules by physics and chemistry mechanisms. In this scenario, we have the main
goals of this work: the synthesis of BSA particles (without the use of support material) and
their novel use as RAM in solid phase extraction systems to anti-hypertensives determination
from untreated human plasma. The microparticles were obtained by the coacervation
process, using BSA, phosphate solution 0.2 mmol L' (pH=5.00), ethanol, glutaraldehyde
25% and sodium borohydride 1% as synthesis reagents. The characterization studies
involved proteins exclusion tests (results above 96% were obtained) and evaluations about
kinetic and adsorption isotherms were performed (Elovich and Sips models best fitted the
analytes and these studies also shown the ability of the synthetized material to interact both
with drugs that have low and high protein binding rate). The material characterization was
obtained employing solubility tests, infrared spectroscopy, transmission electron
microscopy, atomic force microscopy, zeta potential, dynamic light scattering, porosimetry
and thermogravimetric analyses. Two different methods for extraction were developed. One
based on the online extraction and another on the solid phase microextraction (SPME). Both
evidenced the extraction capacity of the BSA microparticles, and the second one was
validated presenting linearity (r > 0.99), precision, accuracy (respecting the limits proposed
by the validation guidelines), showed robustness for seven distinct parameters and suitable
limits of quantification (ranging from 15 to 100 pg L™). In addition, the SPME BSA
microparticle probes presented favorable characteristics like: resistance, low cost (R$
0.20/probe), reuse possibility, reproducibility among different (n=3) synthesis (relative
standard deviations above 10%), easy handling and portability. Plasma samples from
patients whose use the anti-hypertensives were analyzed with SPME LC-MS/MS and

quantified concentrations of the drugs were found in the samples.

Key-words: BSA microparticles; RAM; SPME probes.
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1 INTRODUCAO

Quando se trata de matrizes complexas (como as biologicas, as alimentares e as
ambientais), o preparo de amostras ¢ a etapa critica no desenvolvimento das analises. Esse
procedimento deve permitir que os compostos de interesse sejam extraidos da amostra e
promover a exclusdo de macromoléculas interferentes presentes na matriz, para que estas
nao prejudiquem a detectabilidade das técnicas e os sistemas utilizados (MARTINS, 2015).
Assim, € no preparo que se tem maiores possibilidade de erros e no qual se despende o maior
tempo durante a marcha analitica (SAFARIKOVA; SAFARIK, 1999). Técnicas de extragio
em fase solida (SPE) e em fase liquida (LLE), incluindo suas formas miniaturizadas e
automatizadas (GORASSINI et al, 2017; TAGHVIMI, HAMISHEHKAR, 2017;
TIMOFEEVA et al., 2017; QU et al., 2017) sdo usualmente empregadas em analises de
amostras biologicas.

A precipitacdo com solventes organicos e/ou acidos ainda € o método mais visto em
literatura para a separacao de proteinas de matrizes complexas. No entanto, essa técnica
apresenta algumas limitagdes referentes a seletividade dos compostos precipitados, a
mudanca do pH do meio e a diluicdo da amostra (HAN et al., 2016; KIM et al., 2017;
MARTINS, 2015). Para evitar tais limitagdes, novos procedimentos de exclusao estdao sendo
desenvolvidos e, dentre eles, destacam-se os materiais de acesso restrito (RAMs), que
apresentam a capacidade de excluir macromoléculas e de extrair os analitos de forma
concomitante (DE FARIA et al.,, 2017a). Consequentemente sdo obtidos beneficios ao
preparo de amostras como menor tempo investido, menor uso de solventes e maior
confiabilidade no procedimento.

Uma das metodologias para a obtengcdo de RAMs ¢ o recobrimento de materiais com
a albumina sérica bovina (BSA). Por conferir um grupamento superficial volumoso, a
camada externa de BSA dificulta a aproximacdo de compostos de alto peso molecular aos
poros do material de extragdo. Além disso, em meios com pH diferente do ponto isoelétrico
da albumina, a camada externa evita, por mecanismos de repulsdo eletrostatica, o acimulo
de macromoléculas sobre a superficie do material extrator (DE FARIA et al., 2017a).

Diversos trabalhos sdo encontrados empregando materiais RAM-BSA na extracdo de
analitos de matrizes complexas (DE FARIA et al., 2017a, 2017b; PINTO; DE SOUZA;
QUEIROZ, 2017; SANTOS et al., 2016) e, mesmo com seu amplo uso, até o presente
momento sdo raros ou inexistentes métodos utilizando somente essa proteina entrecruzada

como sorbente no preparo de amostras. Assim, partindo-se do principio que a BSA atua na
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exclusdo de macro interferentes e de que ¢ possivel a ligacdo de diversos farmacos a
particulas de albumina, ja utilizadas em sistemas de drug delivery (GALISTEO-
GONZALEZ; MOLINA-BOLIVAR, 2014; KUMARA; PRAKASH; GNANAMANI, 2017;
VARCA; QUEIROZ; LUGAO, 2016); o presente projeto propde o estudo do
comportamento de microparticulas de BSA entrecruzada e o seu uso para a determinagao
de farmacos em plasma humano. Dessa forma, ¢ proposto um novo sorbente a ser utilizado
em métodos analiticos com um tempo de sintese, procedimentos, e custos reduzidos; mas

que mantém as vantagens de um RAM.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sera realizada a revisdo sobre temas importantes para a construgdo do presente

trabalho: extracdo em fase s6lida, RAMs, BSA, diuréticos e B-bloqueadores.

2.1 EXTRACAO EM FASE SOLIDA

O procedimento analitico pode ser descrito por seis etapas principais: (1)
amostragem; (II) armazenamento e transporte; (III) preparo de amostras; (IV) separagao,
identificacdo e quantificacao; (V) validagdo analitica e (V1) avaliagdo estatistica (BORGES;
PEREIRA; MANO, 2015). Durante o desenvolvimento de um método, os procedimentos de
coleta e de preparo sdo aqueles que consomem maiores tempos (aproximadamente 60%) e
sdo os que possibilitam 30% das fontes de erros (KATAOKA; SAITO, 2012). Dessa forma,
essas etapas devem ser otimizadas e simplificadas para que os resultados sejam mais
confidveis (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015).

A SPE comecou a ser utilizada em meados da década de 1970 (LISKA, 2000) e hoje
¢ uma técnica ja consolidada com aplicagdes diversas para a extragdo de analitos de meios
complexos, podendo pré-concentrar os compostos de interesse e eliminar interferentes da
matriz (ANDRADE-EIROA et al, 2016; PLOTKA-WASYLKA et al, 2016).
Tradicionalmente, a SPE ¢ utilizada em forma de cartucho (PLOTKA-WASYLKA et al.,
2016), mas essa configuragdo apresenta algumas desvantagens como: obstrucdo apos a
passagem de grandes volumes de amostra; incompleta dessor¢ao de analitos dos sitios ativos
dos sorventes, contaminacdo dos compostos de interesse durante o processo; €
heterogeneidade de particulas entre diferentes lotes e fabricantes (ABD-TALIB; MOHD-
SETAPAR; KHAMIS, 2014; POOLE et al., 1997).

Nesse cenario, novas estratégias sdo constantemente desenvolvidas para melhorar o
preparo de amostras: menor uso de solvente e de material extrator; menor tempo de andlise,
maior reprodutibilidade e menor ocorréncia de contaminagdes. Essas metodologias
envolvem a extragdo por dispersdo (d-SPE), além de miniaturizagdo da técnica com a
microextragdo em fase solida (SPME) e a microextracao por sorvente empacotado (MEPs),
a extragdo por barra sortiva (SBSE) e a automatiza¢do, SPE online (ANDRADE-EIROA et
al., 2016; PLOTKA-WASYLKA et al., 2016).
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2.1.1 Extracao em fase solida online: column switching

A SPE online é uma técnica automatizada em que colunas de extracdo sdo acopladas
a sistemas cromatograficos (ANDRADE-EIROA et al., 2016) e a abordagem mais comum
¢ a chamada de column switching. Essa configuragdo tem sido reportada desde a década de
1970 com o desenvolvimento de equipamentos de alta pressao com valvulas multi-porticas
e, desde entdo, diversos trabalhos a utilizam para determinagdo de amostras bioldgicas,
alimentares e ambientais (KATAOKA; SAITO, 2012).

O column switching permite a injecao direta de matrizes em sistemas cromatograficos
e possibilita a integracdo de varias colunas, valvulas e bombas (SEGER et al., 2009). Assim,
fragdes injetadas em uma primeira coluna (geralmente de extracdo) sdo seletivamente eluidas
as colunas adicionais (separagdo) ou a detectores, permitindo que as etapas de extragao/pré-
concentragdo e determinacdo de analitos sejam realizados no proprio sistema
cromatografico, de modo sequencial e automatico (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

O procedimento online soma vantagens como o aumento da frequéncia analitica e a
menor manipulacdo da amostra, evitando perdas e contaminacgdes. Contudo, a técnica
necessita de valvulas de comutagdo, o que aumenta a especificidade da instrumentagao e
pode apresentar dificuldades relacionadas a pressao do sistema devido ao material
empacotado (SANTOS-NETO et al., 2008a).

Adicionalmente, a técnica de comutagdo de colunas pode apresentar duas
configuragdes distintas, definidas de acordo com o sentido da vazdo da fase movel no
momento da eluicao, o foward-flush e o backflush. O primeiro (sentido da vazao ¢ o mesmo
tanto no carregamento da amostra quanto na eluicdo dos analitos retidos) apresenta como
principal vantagem a prevengdo de entupimento da coluna analitica por materiais
particulados e como desvantagem, tem-se a possibilidade de perda de resolugdo ou
alargamento dos picos devido ao efeito de dispersdo dos analitos. J& o segundo (fluxo da
fase para a eluicdo reverso ao sentido de carregamento da amostra), possibilita que os
analitos fiquem majoritariamente concentrados em um Unico espago da coluna de extragao,
permitindo maior frequéncia analitica; no entanto ¢ mais susceptivel ao entupimento da
coluna cromatografica (BATISTON, 2015). A Figura 1 a seguir exemplifica o sistema na
configuracdo backflush, evidenciando as duas posigdes que a valvula pode assumir durante
a analise cromatografica (carregamento e elui¢do dos analitos).

Sobre o preparo de amostras, as técnicas tradicionais como a extragdo liquido-liquido

e a SPE off-line vém sendo substituidas. Enquanto a primeira apresenta alto consumo de
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tempo e de solventes, além de dificuldades para otimizagdo, a segunda ¢é por diversas vezes
limitadas a um Unico uso por cartucho e requer diversas etapas manuais; por isso, o column
switching tem ganhado espago sobre essas técnicas (SADILEK; DALIBOR; SOLICH,
2007). Para o preparo de amostras complexas, o column switching geralmente emprega
materiais de acesso restrito (RAMs) na primeira coluna do sistema, retendo os compostos de

interesse e destinando os interferentes a um descarte (KATAOKA; SAITO, 2012).

Figura 1 - Esquema representativo da valvula de comutagdo para o column swtiching.

Bomba Bomba

=

l:l Detector D Detector

Fonte: ROSA; DE FARIA; FIGUEIREDO, 2018 — adaptado.

Nota: Durante a primeira etapa (posigao 1), uma bomba impulsiona a fase de carregamento, levando a amostra
injetada do loop para a coluna com material de acesso restrito (RAM), na qual os analitos sdo retidos e
os interferentes sdo direcionados ao descarte. Enquanto isso, uma segunda bomba impulsiona uma fase
de separacdo por meio da coluna analitica, condicionando-a. A seguir, ocorre a comutagio da valvula
para a eluigdo (posicdo 0). Nessa etapa, a fase movel permeia primeiramente a coluna RAM retirando os
analitos ali retidos levando-os a coluna analitica. A valvula comuta uma segunda vez, voltando a posi¢ao
anterior, e ocorre a separa¢do na coluna analitica e a limpeza da coluna RAM, que pode ser feita pela
mesma fase de carregamento ou por uma outra composi¢do de fase movel.

2.1.2 Microextracdo em fase solida e fibras extratoras

A SPME foi introduzida no preparo de amostras durante a década de 1990 como uma
alternativa as metodologias classicas (LORD; PAWLISZYN, 2000) e avangou
significativamente ao longo dos anos com melhorias nos materiais extratores e nos suportes,
trazendo beneficios em relacdo a estabilidade e a capacidade de extracdo (PIRI-
MOGHADAM; ALAM; PAWLISZYN, 2017). A Figura 2 mostra um esquema de uma
seringa classica e comercial de SPME e a possibilidade de dessor¢ao direta de analitos

volateis no sistema cromatografico.
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Figura 2 — Esquema para extragdo e dessor¢ao de analitos usando uma fibra comercial de SPME.
EXTRACAO DESSORCAO

. Retragio da fibra
Perfuragio do septo do frasco Retragio da fibra Perfuracio do septo do GC ou

que contém a amostra introdug3o na interfase do HPLC
Exposicio da fibra/ Exposicio da fibra/
Extracio dos analitos Dessorgio dos analitos
—> —» u —> e
= - o __ay

Fonte: ORMSBY, 2005 — adaptado.

Diferentes metodologias podem empregar a SPME: in tube, barras agitadoras,
membranas e fibras (FIGURA 3), incluindo seus usos em headspace. (LORD;
PAWLISZYN, 2000). Em todas elas, uma pequena quantidade de fase extratora ¢ colocada
em contato com a matriz ¢ deixada por tempo suficiente para que o equilibrio seja atingido
(LORD; PAWLISZYN, 2000), assim apresenta-se como um método nao exaustivo,
diferentemente da SPE convencional (PIRI-MOGHADAM; ALAM; PAWLISZYN, 2017).

Figura 3 — Formas de microextracdo em fase solida.

AT EE [
| N
I = . amosira
MEMBERANA FIBEA

amostra > * @ ®
L ]
- » .
TUBO * amostra |
AGITACAO PARTICULAS
SUSPENSAS

Fonte: LORD; PAWLISZYN, 2000 — adaptado.
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Diversos autores relatam a SPME como uma técnica simples, menos morosa,
ambientalmente mais amigdvel, mais barata e segura, e com aplicagdes diversas tanto em
laboratérios quanto in situ e in vivo (INUKAI; KAJI; KATAOKA, 2018; LORD;
PAWLISZYN, 2000; NSUBUGA et al, 2018; PIRI-MOGHADAM; ALAM,;
PAWLISZYN, 2017). Alguns exemplos a seguir mostram a diversidade de materiais e de
aplicagdes da técnica: Nsubuga e colaboradores (2017) utilizaram um nanomaterial
confeccionado a partir de casca de arroz para B-bloqueadores em esgoto hospitalar
(NSUBUGA et al., 2018); ja Dastkhoon e coautores (2017) sintetizaram nanoparticulas de
Cu@SnS/SnO, para a microextragdo dispersiva de nicotina e cotinina em amostras de cabelo
(DASTKHOON et al, 2017); Ouyang et al. (2011) utilizaram uma fibra de
polidimetilsiloxano (PDMS) para a extragdo in vivo de atrazina, carbamazepina e fluoxetina
de tecidos de peixes (OUYANG et al., 2011); enquanto Garavaglia e colaboradores (2014),
utilizaram as fibras de PDMS para o screening in situ de leveduras produtoras de éster pela
técnica de head-space-SPME (GARAVAGLIA et al., 2014).

Fibras comerciais sdo encontradas empregando PDMS, Carboxen PDMS e
Carbowax-divinilbenzeno, ja o suporte mais comum ¢ a silica fundida (VILELA;
LOURDES, 2005). No entanto, outros sorbentes nao convencionais estao sendo utilizados
com €xito em preparos de amostras com a técnica de SPME, como ¢ o caso de fibras de
nanotubos de carbono para a extracao de piretroides em amostras de cha (REN et al., 2018)
e para extracdo de solventes residuais em antibidticos (GHIASVAND; NOURIASL;
YAZDANKHAH, 2018); e dos polimeros molecularmente impressos (MIP) para a extragao
de policlorofenois em amostras de agua (LIU et al., 2018), e de acido hiparico ¢ metil
hipurico em amostras de urina (BOSCARI et al., 2017).

Tem-se entdo, além dos avangos na técnica de SPE, o uso de novos materiais
objetivando-se beneficios como reducdo de custos e de tempo no preparo de amostras, maior
especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade da técnica e exclusdo de macromoléculas
interferentes. (ANDRADE-EIROA et al.,, 2016; DE FARIA et al., 2017a; PLOTKA-
WASYLKA et al., 2016). Dentre esses novos sorbentes encontram-se os RAMs, que
apresentam a propriedade de extrair compostos de interesse de matrizes complexas sem a

necessidade de tratamento prévio das mesmas (NETO, A. J. S.; LOPES, B. R.; CASS, 2015).
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2.2 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO

A analise de matrizes biologicas nio tratadas pode levar a sorgdo irreversivel de
macromoléculas as colunas dos sistemas cromatograficos, causando prejuizos ao estudo e
ao sistema analitico (SADfLEK; DALIBOR; SOLICH, 2007); por isso, a eliminagdo de
macro interferentes € uma etapa prévia imprescindivel. O método tradicional de precipitagdo
de proteinas com solventes organicos e/ ou acidos € dito como simples e rapido (MARTINS,
2015); contudo, mudancas causadas no meio (diluicdo e variagdo do pH) e dificuldades em
relacdo a seletividade limitam o uso dessa metodologia (HAN et al., 2016; KIM et al., 2017,
MARTINS, 2015). Como alternativa, estdo sendo desenvolvidas novas estratégias de
exclusao de macromoléculas por meio dos RAMs (NETO, A. J. S.; LOPES, B. R.; CASS,
2015).

Os RAMs comegaram a ser reportados na literatura nas ultimas trés décadas e sao
materiais apropriados para a extracdo de diversos compostos de baixa massa molecular
(como farmacos, seus metabdlitos) e metais diretamente de matrizes nao tratadas e ricas em
macromoléculas (KATAOKA; SAITO, 2012; SADILEK; DALIBOR; SOLICH, 2007). Os
analitos sdo retidos no interior do material extrator por mecanismos de parti¢do, adsor¢ao
e/ou troca idnica. A partigdo ¢ um processo fisico baseado na diferenca de solubilidade entre
os componentes da amostra e a fase extratora; enquanto a adsor¢ao ocorre na interface entre
as fases; no processo de troca i0nica ions presentes no material de extracao sao trocados por
ions presentes na amostra. Por sua vez, os interferentes (mais frequentemente proteinas) sao
evitados pela camada de grupamentos funcionalizados sobre a superficie do material, através
de mecanismos de exclusdo fisica (tamanho) e/ou quimica (DE FARIA et al., 2017a;
KATAOKA; SAITO, 2012). Um esquema genérico para RAMs ¢é mostrado na Figura 4 a

seguir.
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Figura 4 - Exemplificagdo do processo de exclusido de interferentes por meio de um RAM
ja presente em literatura.

Grupos de
protecio

Grupos de
ligacio

Amostras biolégicas

Fonte: DE FARIA et al., 2017a — adaptado.

Os RAMs podem ser obtidos por meio de modificagdes em silica ou podem ser
preparados a partir da funcionalizagdo de outros materiais como polimeros de impressao
molecular (MIP), nanotubos de carbono (CNT) e carvao ativado, frequentemente
sintetizados em laboratorio.

Ap6s evolugdes da classificagdo e dos materiais, os RAMs baseados em silica sao
atualmente divididos em quatro categorias distintas e determinadas pelo mecanismo de
exclusdo e topoquimica de suas superficies, sendo denominados tipo A, B, C ou D (NETO,

A.J. S.;; LOPES, B. R.; CASS, 2015).

a) A: Apresentam barreira fisica e homogénea. Sao obtidos pela funcionalizagdo
com grupamentos hidrofilicos ou hidrofobicos tanto na superficie interna quanto
na externa da silica. O acesso a macromoléculas ¢ evitado pelo tamanho dos
poros, enquanto que o acumulo ¢ impedido pelas cadeias externas (CASSIANO
et al., 2006). Apresentam como maior vantagem a facilidade de sintese e como
desvantagem, a possibilidade de picos cromatograficos com menor resolugao
(DE FARIA et al., 2017a).

b) B: Também atuam por tamanho dos poros, mas héd diferencas entre os
grupamentos internos (geralmente hidrofobicos) e os externos (comumente
hidrofilicos), levando a um suporte heterogéneo (RUDOLPHI; BOOS, 1997).

Essa configuracdo de silica-RAM ¢ a mais utilizada, possivelmente devido a sua
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simplicidade para aplicagdo e a variabilidade de materiais comercialmente
disponiveis. Por outro lado, o tipo B pode apresentar baixa seletividade (DE
FARIA et al., 2017a).

c) C: A barreira quimica é composta por um mesmo grupamento (hidrofilico ou
hidrofobico) tanto na parte interna quanto na externa (RUDOLPHI; BOOS,
1997). Devido a sua baixa estabilidade quando comparado aos outros tipos, esse
sorbente nao ¢ muito utilizado (DE FARIA et al., 2017a).

d) D: Uma superficie quimica e heterogénea ¢ utilizada para impedir a entrada e o
acimulo de macromoléculas no material extrator (RUDOLPHI; BOOS, 1997). O
tipo D apresenta como principal vantagem a compatibilidade com matrizes
bioldgicas; entretanto, pode apresentar menor vida util quando comparado com a
fase tipo B (DE FARIA et al., 2017a). Esses RAMs sdo subdivididos de acordo

com a barreira quimica utilizada:

L. A camada hidrofilica ¢ obtida a partir de a;-glicoproteinas acidas. Um
método reportado para a imobilizagdo da proteina na superficie da silica
¢ a oxidacgdo das cadeias carbdnicas e sua ligagao a um suporte por meio
de uma reag¢ao com acido (KAWANO et al., 2003).

II. A BSA também fornece uma camada hidrofilica externa (RAM-BSA).
Contudo, a ligagao da proteina a superficie da silica ¢ realizada por meio
de uma agente de entrecruzamento, o glutaraldeido (DE PAULA; DE
PIETRO; CASS, 2008).

1. A silica pode ser modificada com metilcelulose, resultando em uma
camada hidrofilica. A funcionalizacdo da silica se d4 pela imersdao do
material em solu¢do de metilcelulose, seguida por agitacdo, banho

ultrassom e secagem (YAMAMOTO et al., 2001).

Alguns procedimentos de preparo de amostras e determinag¢do de analitos podem ser
dificultados pela ndo seletividade dos RAMs. Nesse contexto, os MIPs suprem essa
limitagdo proporcionando que o material extrator seja seletivo a um analito ou a uma classe
deles (SANTOS et al., 2015). Para somar as vantagens dos dois materiais, os MIPs de acesso
restrito (RAMIP) comecgaram a ser desenvolvidos e aplicados para amostras complexas (DE

FARIA et al., 2017a) e eles também podem ser divididos em quatros grupos distintos:
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a) Comonodmeros hidrofilicos: 0 RAM ¢ obtido por meio de uma camada hidrofilica

externa. E essa camada que previne a sorgdo de macro interferentes e a ago de
moléculas de 4gua sobre os sitios de ligagdo do MIP (HAGINAKA et al., 1999);

b) Comondmeros hidrofilicos e BSA: a camada hidrofilica externa é semelhante ao

do grupo acima descrito, contudo esta ¢ entrecruzada com a BSA, resultando em
um aumento de cargas superficiais quanto o pH do meio ¢ diferente do ponto
isoelétrico da albumina (MORAES et al., 2013);

c¢) Comonbémeros que se tornam hidrofilicos: nesse grupo a camada externa passa a

ter atividade apds um tratamentos e esses RAMIPs também podem ser obtidos
com o uso de carboidratos para formar a camada externa (HUA et al., 2011);

d) Comonoémeros que se tornam hidrofilicos € BSA: assim como o grupo anterior,

a barreira se torna funcionalizada apds um tratamento. A BSA ¢ utilizada para

melhorar a performance do material extrator como RAM (SANTOS et al., 2016).

Finalmente, os CNTs oferecem vantagens aos métodos analiticos devido a sua
estabilidade quimica e elevada area superficial (DE FARIA et al., 2017b). Recentemente
Figueiredo e coautores demonstraram ser possivel a obtengao de nanotubos de carbono de
acesso restrito (RACNTSs) a partir do recobrimento de CNTs com uma camada externa de
BSA (BARBOSA et al., 2015, 2016). Dessa forma, o material se torna compativel com
diversas amostras complexas nao tratadas. Vale ressaltar que procedimento similar ao
realizado para a obtencdo de RACNTSs também foi aplicado para carvao ativado, resultando
no carbono ativado de acesso restrito, RACCs (ULLAH et al., 2016).

Os RAMs vém sendo amplamente utilizados (DE FARIA et al., 2017a) tanto para
sistemas online (DE FARIA et al., 2017c; DE PAULA; DE PIETRO; CASS, 2008) quanto
para off-line (OLIVEIRA; SEGATELLI; TARLEY, 2016; QI et al., 2010), proporcionando
vantagens ao preparo de amostras complexas (principalmente as bioldgicas) como: maior
confiabilidade, exclusdo de aproximadamente 100% das proteinas presentes na amostra,
possibilidade de reuso e menor tempo e procedimentos dispendidos (BARBOSA et al., 2015;
DE LIMA et al., 2016).
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2.3 ALBUMINA SERICA BOVINA

A albumina ¢ uma proteina globular (QUEIROZ et al., 2015), que apresenta peso
molecular de 66 kDa e ponto isoelétrico proximo de 4,6 (TAGHVIMI; HAMISHEHKAR,
2017). Por apresentar facil purificacdo e grande abundancia (aproximadamente 50% das
proteinas plasmaticas) tornou-se uma das primeiras proteinas a serem estudadas
(FARRUGIA, 2010).

Existem diferentes tipos de albuminas conhecidas, como a ovoalbumina, a albumina
sérica humana (HSA) e a BSA, sendo esta tlltima a de maior concentragdo no sangue bovino
e a responsavel por funcdes diversas como regulacdo da pressdao oncotica, transporte e
distribuicdo de ions divalentes, hormodnios, bilirrubina e acidos graxos; eliminagdo de
radicais livres de oxigénio e a desativacdo de metabdlitos lipofilicos toxicos; além de ter alta
afinidade por compostos graxos € por pequenos compostos aromaticos negativamente
carregados (FARRUGIA, 2010; TAGHVIMI; HAMISHEHKAR, 2017; TAN; HO, 2018).
Ainda, como visto na Figura 5, a BSA apresenta trés dominios homologos (I, 11 e III) e cada
um deles contém dois subdominios, chamados de A e B (WU et al., 2011). Vantagens como
alta estabilidade, semelhanga @ HSA e relativo baixo custo (AFSHARAN et al., 2016)
contribuem para o uso de BSA em pesquisas tanto para seu uso em sistemas de liberacao
controlada de farmacos, quanto para a obten¢ao de materiais RAM-BSA, como mencionado

no topico acima.

Figura 5 - Estrutura cristalografica da BSA evidenciando os dominios
E os residuos de triptofano (Trp).
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Fonte : WU et al., 2011 — adaptado.
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Sistemas de liberagdo controlada de fArmacos implicam em dispositivos dirigidos a
alvos especificos no organismo e essa terapia pode compreender micro ou nanoparticulas
poliméricas, lipossomos, micelas, emulsdes e nanocompositos (LANZILLOTTI, 2012).

O interesse em desenvolver particulas proteicas vém das vantagens que as mesmas
trazem para o sistema de entrega, como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e baixa antigenicidade (TAN; HO, 2018). A BSA entra como modelo de estudo
uma vez que além das caracteristicas citadas, apresenta elevada habilidade de ligagdo com
diversos fdrmacos, proporciona melhor interacdo dos mesmos com as barreiras biologicas e
¢ muito semelhante a HSA (QUEIROZ et al., 2015).

O primeiro uso de albumina na industria farmacéutica € atribuido a Edwin Cohn, que
desenvolveu uma solucdo estavel durante a I Guerra Mundial. Esse sistema foi rapidamente
adotado, adaptado e ¢ considerado crucial para a viabilidade da industria de proteinas
plasmaticas (FARRUGIA, 2010). Novas metodologias sdo constantemente desenvolvidas e
empregadas para a obtencdo de materiais a base de albumina para sistemas de entrega
controlada de fairmacos, como sido exemplificados a seguir.

Galisteo-Gonzales e Molina-Boliver (2014) utilizaram o processo de coacervagao
empregando etanol absoluto como solvente e solucdo de glutaraldeido em agua (8%) como
agente reticulador (GALISTEO-GONZALEZ; MOLINA-BOLIVAR, 2014). Rodrigues
(2014), sintetizou nanoparticulas com o intuito de associar as mesmas com antigenos de P.
aeroginosa para proteger camundongos contra esse patogeno. Uma solucao aquosa de BSA
(2% m:v) foi incubada com o antigeno e o processo de coacervacdo também foi realizado
pela adicdo de etanol e glutaraldeido (25%). Namasivayan e Robin (2013) também
utilizaram desse processo com uma agitagdo final de 8h. No entanto, diferentemente dos
trabalhos anteriores, Tween-20 foi utilizado para a estabilizacdo das particulas obtidas
(NAMASIVAY AM; ROBIN, 2013).

O processo de dessolvatacao foi empregado por Broze-Uhle e colaboradores (2016),
Shankar e coautores (2016) e Kumara, Prakash e Gnanamani (2017). O primeiro grupo usou
200 mg de BSA em solugio aquosa (4gua MilliQ®) com a adi¢do de etanol a I mL min e
glutaraldeido (8%), seguido por agitagdo em chapa magnética por 18h (BRONZE-UHLE et
al., 2016). O segundo, utilizou a BSA dissolvida em solu¢do de ureia (10 mmol L) e
gotejamento de acetona (0,5 mL min'), usando banho ultrassom para a formagdo das
particulas (SHANKAR; AMETA; SINGH, 2016). J4 o terceiro, ndo usou um agente de
ligagdo entrecruzada (processo self-crosslinker), pois a presencga do glutaraldeido, pode gerar
uma resposta imunologica em sistemas de entrega de firmacos. (KUMARA; PRAKASH;
GNANAMANI, 2017).
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Queiroz e colaboradores (2015) também ndo utilizaram agentes reticulantes para a
formagdo de particulas de BSA, no entanto submeteram a proteina e um co-solvente a
radiagdo-y para que esta fizesse o entrecruzamento (QUEIROZ et al., 2015). Por fim,
Yedomon et al (2013) propuseram uma metodologia para se ampliar a escala de producao
de particulas de BSA (até 10 g de BSA por sintese). Isso foi possivel com um sistema de
membrana, através da qual etanol era permeado ¢ a fase aquosa circulava tangencialmente a
sua superficie. Os resultados obtidos quanto a caracterizagdo dos materiais foram
semelhantes aos obtidos em uma menor escala de producio (YEDOMON; FESSI;
CHARCOSSET, 2013).

As particulas resultantes nos trabalhos acima citados foram separadas por processo
de centrifugagdo e caracterizadas por técnicas diversas. Como pode ser observado, hd uma
grande variedade de metodologias de sinteses e amplo emprego da BSA em sistemas de drug
delivery. Ainda, a BSA apresenta importante uso em preparo de amostras para a obtencao
de RAMSs. Contudo, sdo raros ou inexistentes trabalhos com o uso de BSA entrecruzada
como material extrator para analitos de baixa massa molecular de amostras biologicas

complexas.

2.4 DIURETICOS: CLORTALIDONA E HIDROCLOROTIAZIDA

Diuréticos tiazidicos como a clortalidona e a hidroclorotiazida, atuam no tubo
contorcido distal inibindo o simporte Na'/Cl" (DING et al., 2016). Esses fairmacos foram
inicialmente aprovados pelo FDA na década de 1960 e se tornaram largamente
recomendados para pacientes com insuficiéncia cardiaca (CHITTURI; NOVAK, 2018) e
com hipertensdo (DING et al., 2016). A Figura 6 apresenta a forma estrutural desses dois

farmacos.
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Figura 6 - Estrutura quimica da clortalidona (A) e da hidroclorotiazida (B).

O

Fonte: DRUGBANK, 2018a, 2018b.

A hipertensdo pode ser classificada como uma doenga ou como um fator de risco,
principalmente em associagdo a outras morbidades (MALTA et al., 2016). A hipertensao
arterial atinge cerca de 30% da populacao brasileira acima de 40 anos e aproximadamente
75% dessas pessoas desconhecem sua condicdo ou ndo recebem tratamento adequado,
fazendo com que muitos apresentem algum tipo de complicagao micro-vascular no momento
do diagnostico inicial e/ou danos irreversiveis ao longo do tempo como perda da visdo e de
atividades renais (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 200-).

A clortalidona e a hidroclorotiazida apresentam amplas faixas terapé€uticas
(TABELA 1) e doses orais de 250 mg dia™! sdo recomendadas (CHITTURI; NOVAK, 2018)

para manter niveis plasmaticos adequados para o tratamento.

Tabela 1 — Propriedades dos farmacos clortalidona e hidroclorotiazida.

Farmaco Férmula molecular MM (g mol™) pKa ti2 (h)
Clortalidona Ci4H11CIN204S 338,766 8,8 40
Hidroclorotiazida C7HgCIN304S2 297,739 7,9 5,6-14,8

Farmaco Faixa terapéutica (ug L")  Ligacio a proteinas (%) PF (°C) log P
Clortalidona 150-300 75 239 0,85
Hidroclorotiazida 40-2000 68 266-268 -0,07

Fonte: DRUGBANK, 2018a, 2018b; SCHULZ, M.; SCHMOLDT, 2003.
Nota: MM, massa molecular; ti, tempo de meia vida; PF, ponto de fusdo.

Formula¢des farmacéuticas contendo clortalidona e B-bloqueadores (como o
atenolol) tém sido indicadas para tratamentos de hipertensdo, principalmente quando a
terapia individual se mostra ineficaz (ELGAWISH; MOSTAFA; ELSHANAWANE, 2011).
Além disso, o atenolol ¢ a clortalidona ndo interferem na farmacocinética um do outro e nao
apresentam sinergia para efeitos toxicos (SWEETMAN, 2006). Elgawish e colaboradores

(2011) determinam de forma simultanea clortalidona, hidroclorotiazida e atenolol em plasma
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humano por HPLC-UV (225 nm), utilizando precipitacdo de proteinas como preparo de
amostra e tampao fosfato (10 mmol L) pH=6,00 e metanol como fase mével (ELGAWISH;
MOSTAFA; ELSHANAWANE, 2011).

2.5 B-BLOQUADORES: ATENOLOL, METOPROLOL, PROPRANOLOL E NADOLOL

Por mais de 40 anos os B-bloqueadores tém sido indicados para o tratamento de
desordens cardiacas como a hipertensdo, a angina, a arritmia e o infarto do miocardio
(FARHADI; FIRUZI; HATAMI, 2015; GORYNSKI; KIEDROWICZ; BOJKO, 2016;
HEMMATI et al., 2016; SARAFRAZ-YAZDI; ABEDI; ESTHAGHI, 2013). Esses farmacos
sdo antagonistas dos receptores P adrenérgico e agem no relaxamento dos musculos,
diminuindo a frequéncia cardiaca do paciente (NSUBUGA et al., 2018).

A grande parte dos B-bloqueadores sdao compostos basicos que apresentam em sua
estrutura uma amina secundaria (SARAFRAZ-YAZDI; ABEDI; ES’THAGHI, 2013), como

pode ser visto na Figura 7 a seguir.

Figura 7 — Estrutura quimica do atenolol (A), do metoprolol (B), do propranolol (C) e do nadolol (D).
A nm B D wo,,

o} HN

W
H O HO

o
((OH ngﬁ
NH HN Sy
><CH3
ct—i3 H;C

CH3
Fontes: DRUGBANK, 2018c, 2018d, 2018e, 2018f.

O monitoramento de B-bloqueadores em amostras biologicas ¢ requerido para
estudos de otimizagdo de dosagem, uma vez que a bioviabilidade dos mesmos varia entre
pacientes (KATAYAMA et al., 2010); para ajustes de doses infantis (LO; RIEGELMAN,
1980); para andlises forenses, em casos de overdose (UMEZAWA et al., 2008) e para
ensaios de doping, o uso desses farmacos ¢ proibido em competicdes que requerem alto
controle de movimentos (GORYNSKI; KIEDROWICZ; BOJKO, 2016). Soma-se aos fatos

citado, a possibilidade dessa classe de medicamentos causar efeitos adversos como o ganho



33

de peso e o aumento do triglicedes, principalmente em tratamento concomitante com
antipsicoticos (SILVA GRACIA et al., 2017). Por outro lado, as associa¢des dos diferentes
B-bloqueadores entre eles e com diuréticos parecem trazer beneficios aos pacientes em
tratamento de hipertensdo e de infarto do miocardio (ELGAWISH; MOSTAFA;
ELSHANAWANE, 2011).

Além da importancia do controle da pressdo arterial para a saude publica e de
pacientes responderem de formas distintas a esses farmacos. A escolha dos analitos
(atenolol, metoprolol e propranolol) para o presente estudo ainda ¢ atribuida ao fato de
apresentarem afinidades opostas as proteinas plasmaticas quando administrados oralmente

(TABELA 2), podendo assim interagir de forma distinta com as particulas de BSA propostas.

Tabela 2 — Propriedades dos farmacos atenolol, metoprolol, propranolol e nadolol.

Farmaco Férmula molecular MM (g mol™) pKa ti2 (h)
Atenolol C14H22N>05 266,34 9,6 6
Metoprolol CisH25NOs 267,36 9,7 3-7

Propranolol CisH21NO; 259,34 9,5 4
Nadolol C17H27NOg4 309,40 9,6 14-24

Farmaco  Faixa terapéutica (ug L") Ligacdo a proteinas (%) PF (°C) log P

Atenolol 100-1000 3 158-160 0,85
Metoprolol 35-500 12 120 1,88
Propranolol 20-300 >90 96 3,48

Nadolol 10-250 30 124-136 0,81

Fonte: DRUGBANK, 2018c, 2018d, 2018e¢, 2018f; SCHULZ, M.; SCHMOLDT, 2003.
Nota: MM, massa molecular; t», tempo de meia vida; PF, ponto de fusdo.

Para o atenolol, sdo reportadas concentracao plasmatica maxima em cerca de 600 pg
L' para a primeira dose (LEONETTI et al., 1980) e de 280 ug L para as de manutengdo
(GILMAN; GOODMAN, 2006). Para o metoprolol, o controle da pressdo arterial ¢
geralmente alcangado com doses de 100 a 400 mg dia’ (BENFIELD; CLISSOLD;
BROGDEN, 1986; FDA, 2017) e a concentragdo plasmatica do fairmaco geralmente se
encontra entre 100 e 200 pg L' (BENGTSSON; JOHNSSON; REGARDH, 1975;
GILMAN; GOODMAN, 2006). Ja para o propranolol, concentra¢des plasmaticas de 50 a
100 pg L' sdo ditas como efetivas (MANSUR et al., 1998) e concentragdes de 15 a 109 pg
L' sdo encontradas ap6s de o estado de equilibrio (MELANDER et al., 1977).

Na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam SPME para determinar -
bloqueadores por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e por cromatografia
gasosa (GC). Nsubuga e colaboradores (2018) e Sarafraz-Yazdi e colaboradores (2013)
extrairam esses farmacos de matrizes ambientais (NSUBUGA et al., 2018; SARAFRAZ-
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YAZDI; ABEDI; ES’THAGHI, 2013); enquanto que técnicas utilizando fibras de MIP (HU
et al., 2009) e de poliacrilato (KATAYAMA et al., 2001); microextracdo por barra sortiva,
(FARHADI; FIRUZI; HATAMI, 2015); particulas magnéticas in tube (MOLINER-
MARTINEZ et al., 2012); column switching (SILVA GRACIA et al., 2017); e coluna de
exclusdo por tamanho (UMEZAWA et al, 2008) foram empregadas para matrizes

biologicas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral e os especificos sao mostrados nos topicos a seguir.

3.1 OBJETIVO GERAL

Aplicagdo de microparticulas de BSA devidamente sintetizadas e caracterizadas no

preparo de amostras reais de plasma humano sem tratamento prévio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintese das particulas de BSA baseando-se em metodologias da literatura;

b) Caracterizagdo do material por infravermelho, microscopias, analises térmicas,
potencial zeta e porosimetria;

c) Avaliagao das particulas quanto a estudos de solubilidade, exclusdao de proteinas,
cinética e isoterma para a sor¢ao de atenolol, metoprolol e clortalidona;

d) Desenvolvimento de um método analitico por column switching LC-UV para a
determinagdo de atenolol, clortalidona e hidroclorotiazida em plasma humano;

e) Desenvolvimento e otimizagdo de um método analitico por LC-MS/MS para
determinagao de atenolol, metoprolol, propranolol e nadolol em plasma humano;

f) Validagdo do método analitico LC-MS/MS otimizado;

g) Comparagdo do potencial das particulas para a extracdo de compostos com alta taxa
de ligacdo a proteinas plasmaticas e para aqueles de baixa taxa de ligacdo;

h) Aplicacdo em amostras reais de plasma humano.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e as metodologias aplicadas ao longo do trabalho serdo descritos nos
topicos a seguir e, para o melhor entendimento, os mesmos serdo divididos em trés partes:

(I) sintese e caracterizagado; (II) column switching e (11I) SPME.

4.1 REAGENTES, SOLUCOES E EQUIPAMENTOS

Solugdes estoques, 1 mg mL™, de clortalidona (Santa Cruz Biotechnology®, Texas,
USA), de atenolol, de hidroclorotiazida, de metoprolol, de cloridrato de propranolol e de
nadolol (todos Sigma®, Missouri, USA) foram preparadas em metanol e armazenadas em
frascos ambar em freezer (-20°C). Solugdes de trabalho foram preparadas diariamente em
plasma humano.

Fosfato de sodio dibasico (Labsynth®, Sdo Paulo, Brasil) e fosfato de potassio
monobasico (Dindmica®, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados para o preparo dos tampdes
tanto para a sintese das particulas de BSA, quanto para fases méveis. Hidroxido de sédio
(Sigma®) e 4cido cloridrico (Audaz®, Sdo Paulo, Brasil), foram utilizadas para o ajuste de
pH. Solugdo aquosa de cloreto de sodio (Labimpex®, Sdo Paulo, Brasil) a 1 mmol L™ foi
utilizada para a diluicdo de amostras de plasma.

Sobre a sintese, etanol absoluto (Quimica Moderna®, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado
como solvente, BSA liofilizada (> 98%, Sigma®) foi mantida em geladeira (6°C) e solugdes
de glutaraldeido (DinAmica®) 25% e de borohidreto de sddio (Casa da Quimica®, Sdo Paulo,
Brasil) 1% foram preparadas no momento do uso.

Ja para as fases moveis, acetonitrila (J. T. Baker®, New Jersey, EUA), metanol (J. T.
Baker®), e 4cido formico 85% (Pronex®, Sdo Paulo, Brasil) grau HPLC, além de 4gua
ultrapura (MilliQ®), foram empregados e as fases foram diariamente preparadas.

As andlises de cinética e de isoterma e os ensaios com o column switching foram
desenvolvidas em um HPLC composto por: 2 bombas LC-20AD (Shimadzu®, Téquio,
Japdo), um injetor manual tipo 7725i (Rheodyne®, Waltham, USA), uma vélvula de
comutacdo de seis porticos, modelo FCV-12AH (Shimadzu®), um detector UV modelo SPD-
10AVP (Shimadzu®) e uma coluna analitica ACE® 5 C18 (150 x 4,6 mm, 5 um). O software

para a aquisi¢do e tratamento dos dados foi o LCSolution®.
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As fibras de SPME foram preparadas usando micro-hematdcrito (Perfecta®, 75 mm
de comprimento, diametro interno de 1 mm e didmetro externo de 1,5 mm) e cola epoxi
(Araldite® Hobby). Os analitos extraidos por essa metodologia foram determinados
utilizando um sistema de cromatografia liquida de ultra performance (UHPLC) modelo LC-
MS 8030 equipado com um analisador de massas triplo-quadrupolo (Shimadzu®). O sistema
era formado por 2 bombas LC-20AD um auto injetor SIL-20 AHT (todos obtidos da
Shimadzu®), além de uma coluna guarda Acquity® 5 C18 (130 Na, 1,7 um). O software para
a aquisi¢do e tratamento dos dados foi o LabSolution®.

Outros equipamentos utilizados durantes os processos de sintese e de cromatografia
envolveram: balanga semi-analitica (Kern®, Balingen, Alemanha), agitador vortex (Thermo
Fisher Scientific®, Massachussets, EUA), agitador orbital (IKA®, Staufen, Alemanha),
agitador de placas (Marconi®, Sdo Paulo, Brasil), agitador mecanico (Glas-col®, Indiana,
EUA), peneira granulométrica (Brenzinox®, Sdo Paulo, Brasil), pHmetro (Analyser®, Sio
Paulo, Brasil), centrifuga (5810R, Eppendorf® , Hamburgo, Alemanha), secadora a vicuo
(Centrivap Concentrator, LabConco®, Kansas, EUA), espectofotometro (BelPhotonics®,

Sdo Paulo, Brasil) e banho ultrassom (Unique®, Sao Paulo, Brasil).

4.2 AMOSTRAS

O uso de amostras bioldgica foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Alfenas, sob o protocolo CAAE 67813317.6.0000.5142. Amostras branco foram
coletadas de voluntarios que nao faziam o uso de anti-hipertensivos. 10 mL de sangue total
foram colhidos em tubos com heparina (BD®, Curitiba, Brasil), centrifugados a 2500 rpm e
o plasma foi separado e armazenado (-20°C) até o momento do uso. Essas amostras foram
utilizadas (em pool) como branco ou como calibradores fortificados.

J& as chamadas amostras reais foram obtidas voluntariamente de pacientes que
utilizavam atenolol, metoprolol e/ou propranolol em suas rotinas. 5 mL de sangue total foram
coletados, submetidos ao procedimento para a separagdo do plasma e fortificadas apenas

com o padrdo interno (PI).
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4.3 PARTE 1- SINTESE E CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE BSA

A seguir serdo apresentados os procedimentos para a sintese e para a caracterizagao

das microparticulas de BSA.

4.3.1 Sintese

As particulas de BSA foram sintetizadas por meio do processo de coacervacdo com
modificagdes na técnica proposta por Galisteo-Gonzéles e Molina-Boliver (2014). Em um
tubo Falcon (50 mL), foram adicionados 200 mg de BSA e 2 mL de tampao fosfato 0,2 mmol
L' (pH=5,00) e a mistura foi agitada em um agitador de placas até a solubilizagdo das
proteinas. Em seguida, 8 mL de etanol absoluto foram adicionados, sob agitacdo em vortex,
a uma vazdo de 2 mL min™ (controlada por uma bomba do HPLC). Apds 5 min, 100 uL da
solucdo aquosa de glutaraldeido (25%) foram adicionados (de uma tUnica vez) e meio
reacional foi agitado (900 rpm) por 8h. Por fim, foram adicionadas, de uma tinica vez, 4 mL
de uma solucdo aquosa de borohidreto de soédio (NaBH4) 1% (v:v), seguida de agitagdo por
10 min em um agitador mecanico horizontal (70 rpm). Para separar as particulas de BSA, o
meio foi centrifugado a 14.000 rpm em trés ciclos de 10 min cada (nos quais os
sobrenadantes eram retirados e substituidos por etanol absoluto). O material sintetizado foi
seco a temperatura ambiente, peneirado (75 < particulas < 106 um) e guardado em frascos
de penicilina até o momento do uso. A Figura § a seguir exemplifica as etapas do processo

de sintese.
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Figura 8 — Esquema ilustrativo do processo de sintese das particulas de BSA.
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v oM.
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‘ - 2 mL tampdo fosfato 0,2
mmol L1 (pH = 5,00) 3
=
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= L = U = _:l =

p b

=
NS4\ . . Agitacio horizontal Centrifugacdo
- 4 mL de NABH, 1% 10 min, 70 rpm 14000 rpm
Agitacao
por 8h

Fonte: do autor.

4.3.2 Caracterizacao das particulas obtidas

Os estudos a seguir referem-se as etapas de caracterizagao do material obtido.

4.3.2.1 Solubilidade das microparticulas sintetizadas

Os testes foram realizados para a BSA comercial e para o material sintetizado com o
intuito de obeservar visualmente diferencas entre eles. Além de verificar a possibilidade de
as microparticulas serem submetidas a diferentes solventes, que poderiam vir a compor as
fases empregadas no procedimento analitico, sem sofrer alteragdes. Foram avaliados: etanol,
metanol, isopropanol, acetonitrila, acetona, hexano e dgua ultrapura (com pH ajustado entre
2,00 e 12,00).

Em tubos de ensaio (10 mL), 5 mg de cada material foram colocados (separadamente)
em contato com 1 mL de cada um dos solventes. Os tubos foram fechados e agitados em
agitador orbital por 1h (500 rpm, + 25°C). Em seguida, avaliou-se visualmente a solubilidade

(nas condicdes avaliadas) das particulas em cada solvente.
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4.3.2.2 Espectroscopia no infravermelho

Os estudos por espectroscopia no infravermelho (IR) foram realizados no modo de
refletdncia total atenuada (ATR) para a BSA e para a BSA entrecruzada. Os espectros
monitoraram a faixa de 4000 a 400 cm™ (com 64 scans) e as andlises foram realizadas no
equipamento IR System Shimadzu® localizado no Nucleo de Controle de Qualidade (NCQ),
Unifal-MG.

4.3.2.3 Espalhamento de luz dindmico

Os estudos de espalhamento de luz dindmico (DLS) foram realizados para estimar o
tamanho das particulas de BSA sintetizadas. Os ensaios foram realizados no laboratorio de
Pesquisa em Sistemas de Liberagdo de Farmacos (LSLF — Unifal-MG) e em um analisador
de DLS (Zetasizer Nano NS), operando com um angulo de deteccao de 173°C e a + 25°C.
Uma suspensio do material sintetizado (1 mg mL™) foi preparada em 4gua ultrapura
(viscosidade de 0,8872 e indice de radiacdo de 1,330). Previamente as analises a suspensao
foi sonicada por 30 min a temperatura ambiente e diluida na propor¢ao de 0,5:9,5 (em agua

ultrapura v:v).

4.3.2.4 Microscopia de forca atomica

As analises por microscopia de for¢a atomica (AFM) foram realizadas para estimar
o tamanho e a topografia das particulas obtidas. Inicialmente foi preparada uma suspensdo
das particulas em etanol para a deposi¢do das mesmas sobre uma lamina de vidro (1,00 x
1,00 cm). A lamina foi deixada a temperatura ambiente para a evaporacdo completa do
solvente. As analises foram realizadas com um microscépio de forga atdmica Park® NX10
(cantilever NSC15), em modo de ndo contato (NCM) e com 256 pxl. Esse estudo foi
realizado no Laboratério de Forga Atomica (LabAFM, Unifal-MG).
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4.3.2.5 Microscopia eletronica de varredura

As analises por microscopia eletronica de varredura (MEV) (LEO EVO, Carl Zeiss®)
foram realizadas para a BSA e para o material sintetizado. Primeiramente, as amostras foram
colocadas em laminulas e as mesmas foram dispostas em stubs. Em seguida, os materiais
receberam uma fina camada de ouro em sua superficie. Varreduras com aumento de 1000,
5000 e 10000 vezes foram feitas e as andlises foram realizadas no Laboratorio de

Microscopia e Analise Ultraestrutural (Universidade Federal de Lavras- UFLA).

4.3.2.6 Potencial zeta

Mais uma vez o analisador de DLS foiutilizado. Foram preparadas em agua ultrapura
uma solugdo (1 mg mL™) para a BSA e uma suspensio na mesma concentragio para as
particulas sintetizadas (sonicadas por 30 min previamente as analises). As analises
constituiram-se da medida (n=3) do potencial zeta em funcao do pH. Uma varredura entre
os pHs 3,00 e 9,00 foi realizada por titulacdo automatica, adicionando-se volumes suficiente
de solugdes de NaOH ou HCI 0,25 mol L. Esse procedimento também foi realizado no

laboratorio de Pesquisa em Sistemas de Liberacao de Farmacos (Unifal-MG).

4.3.2.7 Analise termogravimétrica

As andlises foram realizadas para a BSA e para as microparticulas com condigdes
analogas as de MARTINEZ et al. (2011). Aproximadamente 2 mg das amostras (colocadas
em cadinho aberto) foram submetidas a uma varia¢do de temperatura de 30 a 600°C, sob
fluxo de nitrogénio a uma vazio de 60 cm® min™'. A massa das amostras foi continuamente
mensurada em fungdo do aumento de temperatura (10°C min') em um equipamento SII
TG/DTA 7300 (SII Nanotechnology®, Téquio, Japdo) situado no Laboratério de Anélise e
Caracterizagao de Farmacos ¢ Formulagdes (LACFAR — Unifal-MG). Com os resultados
obtidos, curvas de decaimento de massa e curvas da primeira derivada (DTG) (ug min!) em

fungdo da temperatura puderam ser construidas.
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4.3.2.8 Calorimetria exploratoria diferencial

A analise foi realizada com condi¢cdes semelhantes as empregadas no ensaio de
termogravimetria (TGA) para o material sintetizado. A massa inicial foi cerca de 2,7 mg
(colocada em cadinho fechado); a temperatura variou de 24 a 300°C min’!, sob fluxo de
nitrogénio (60 cm® min™'). A diferenca de energia do material foi continuamente mensurada
em fungio do aumento de temperatura (10°C min') em um equipamento DSC Q20 V24.11
Build 124 (TA Instruments®, Delaware, EUA) localizado no Laboratério Interdisciplinar de
Quimica (LablQ-Unifal-MG). Com os resultados obtidos, curvas de fluxo de calor em

funcao da temperatura puderam ser construidas.

4.3.2.9 Analise da drea superficial e porosidade

Os ensaios foram feitos para a BSA e para as microparticulas. Gas nitrogénio foi
utilizado como sorvente: tempo de equilibrio de 45 s a uma pressdo de 0,67 kPa min™' e
aproximadamente 300 mg de cada material foram usadas nas analises em um equipamento
Gemini VII versao 3.03 (modelo 2390 t) na Central de Analitica (Unifal-MG, Pogos de
Caldas).

4.3.2.10 Resisténcia ao fluxo

Previamente foi confeccionada (labmade) uma coluna RAM (0,63 cm de diametro
externo e 0,40 cm de comprimento), a qual foi preenchida com cerca de 40 mg das
microparticulas de BSA. Filtros poliméricos de cartuchos de SPE (0,50 cm de didmetro)
foram utilizados para ndo permitir que o material empacotado saisse da coluna. Para o teste,
a coluna RAM foi colocada no HPLC (FIGURA 9B) e a vazao foi aumentada de 0,1 a 1,0 a
uma taxa de 0,1 mL min™'. As pressdes obtidas apds a estabilizagdo foram anotadas e graficos

de pressdo (KgF cm™) vs vazdo (mL min™!) foram construidos. Esse ensaio foi realizado para
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verificar a permeabilidade de diferentes fases mdveis (4gua ultrapura, metanol e agua

ultrapura: metanol 50:50 v:v) por meio das microparticulas.

4.3.2.11 Exclusdo de proteinas

Os ensaios foram realizados de forma andloga ao desenvolvido por Barbosa e
colaboradores (BARBOSA et al., 2015). Trés testes distintos foram feitos para verificar a
exclusdo de macro interferentes, utilizando tampao fosfato 10 mmol L™! como fase movel.

Primeiramente, 50 uL de uma solugdo aquosa de BSA (44 g L) foi injetado no
HPLC (1 mL min” como vazio de fase movel), indo diretamente para o detector UV (A =
255 nm) e gerando um sinal analitico que correspondia a 100% da BSA (FIGURA 9A).
Apbs, a coluna RAM foi inserida no sistema e a mesma solucao foi analisada (FIGURA 9B).
A porcentagem de proteinas que o material € capaz de excluir se dé pela divisdo da area do

sinal obtido com a coluna pelo obtido sem a coluna e multiplicado por 100.

Figura 9 - Esquema do sistema utilizado para os testes de exclus@o de proteinas. Utilizando
detector ultravioleta (255 nm). Fase movel (tampao fosfato).

A B

Detector . Detector :} |

w, f

" Coluna extratora

Injetor/Bomba Injetor/Bomba

Fonte: DE FARIA et al., 2017b- adaptado.

Um segundo estudo foi realizado de maneira semelhante ao anterior, com a intensao
de se verificar a influéncia do pH na exclusdao de proteinas. Dessa vez a fase movel foi
ajustada com diferentes pHs (2,00- 8,00) e uma vazio de 0,3 mL min™! foi empregada.

Por fim, um terceiro ensaio foi realizado utilizando um pool (n=3) de plasma branco
e a porcentagem de exclusdo de interferentes da matriz pdde ser observada. Tampao fosfato
(com pH ajustado em 6,00; 7,00 e 8,00) e 4gua ultrapura foram utilizados como fase movel

e vazdes de 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0 mL min™' foram avaliadas.
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4.3.2.12 Estudo de pH para sor¢do dos analitos — atenolol e clortalidona

Para verificar a influéncia do pH (2,00-8,00) na sor¢ao de atenolol e de clortalidona,
o sistema de column switching (FIGURA 1) foi montado, empregando tampao fosfato 10
mmol L (pH=6,00): acetonitrila (90:10 e 70:30 v:v), como fase de separacio e tampio
fosfato 10 mmol L™ ajustado nos diferentes pHs como fase de carregamento. As fases foram
impulsionadas a uma vazio de 1,0 mL min’', mantendo-se 1 min para o carregamento. 50
puL da solugio dos analitos preparada em 4gua ultrapura (0,5 mg L) foi injetado a
temperatura ambiente e 225 nm foi selecionado como comprimento de onda. Os resultados
obtidos (n=3), em termos de area de pico, para as diferentes condi¢cdes avaliadas foram
comparados por meio de analise de variancia (ANAVA) e pelo teste Scott-Knott, ao nivel
de 0,05 de significancia. A normalidade e a homogeneidade de variincia dos residuos foram

verificadas pelos testes de Shapiro Wilk e de Barlett, respectivamente (5% de significancia).

4.3.2.13 Cinéticas de adsor¢do

De forma geral, em um tubo de ensaio (10 mL) foram colocados 10 mg de
microparticulas de BSA e 2,00 mL de solugdes dos analitos (atenolol, propranolol ou
clortalidona) preparadas em tampao fosfato 10 mmol L' (pH=7,00). As suspensdes foram
agitadas (agitador orbital, 250 rpm) a 25°C por diferentes tempos. A seguir, o sobrenadante
foi separado das particulas e injetado (25 pL) no HPLC-UV (225 nm), usando uma coluna
analitica ACE® C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) para a separacio (FIGURA 10). Brancos (tampio
nao fortificado), também foram analisados. A fase movel foi composta de tampao fosfato 10
mmol L (pH=7,00): acetonitrila (90:10 para atenolol, 35:65 para propranolol e 70:30 v:v,

para clortalidona) a uma vazio de 1 mL min™.
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Figura 10 - Esquema da configuragdo do HPLC para os estudos de
cinética e de isoterma. Loop de 25 pL, detector UV-VIS.

Bomba == /—_——I

Coluna analitica

Fonte: DE FARIA et al., 2017b — adaptado.

Utilizando-se uma curva de calibracdo e os valores de area obtidos por meio das
andlises, foi possivel calcular a concentragdo dos analitos presente nos diferentes
sobrenadantes bem como a capacidade de sor¢ao das microparticulas (ge) em mg de fArmaco

por g de material extrator (Equagao 1).

ge = [concentracdo inicial da solugdo — concentracdo no sobrenadante (mg mL™)] x

volume de solu¢do (mL) x 0,1 Equagao 1.

Para a clortalidona, os ensaios (n=3) consistiram na agitacao do material sintetizado
com a solugdo do analito (20 mg L) por 0,16; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00; 20,00; 30,00; 35,00
e 50,00 min e o sobrenadante foi separado por centrifugagao (2500 rpm, por 5 min). Para o
atenolol, os testes (n=3) foram realizados com solucdo do analito a 100 mg L™ agitados por
0,03; 0,16; 1,00; 2,00 e 5,00 min. Enquanto que a agitagdo de 0,03 min foi realizada
manualmente, as demais foram feitas em agitador orbital (250 rpm). Imediatamente apos, o
sobrenadante foi separado das microparticulas utilizando um cartucho de SPE (Agilent®,
Califérnia EUA) vazio com filtro polimérico (Agilent®, Califérnia EUA) em sistema de
filtracdo a vacuo (Manifold®). Por fim, para o propranolol, os ensaios (n=3) foram realizados
com solucdes (100 mg L) agitadas por 0,16; 0,50; 1,00; 5,00; 10,00; 12,00 e 15,00 min.
Assim como para o atenolol, o sobrenadante foi separado por sistema de filtragdo. A partir
das leituras, uma curva de cinética (ge em func¢ao do tempo) pdde ser ajustada.

O ajuste das curvas de sor¢ao foi realizado em diferentes modelos com o auxilio do
software Origin®: pseudoprimeira ordem, pseudosegunda ordem, ordem fracionaria, Elovich

e difusdo intraparticula.
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4.3.2.14 Isotermas de adsorc¢do

Para os ensaios de isotermas, 10 mg das particulas sintetizadas foram colocadas em
contato com 2,00 mL de solugdes em diferentes concentragdes de atenolol, propranolol ou
clortalidona (preparadas em tampao fosfato 10 mmol L', pH=7,00). As suspensdes foram
agitadas a 25°C em agitador orbital (250 rpm) durante 40 min. Os ensaios foram realizados
em triplicata e o material extrator foi separado por meio de centrifuga¢do (5 min, 2500 rpm);
25 uL do sobrenadante foi injetado no HPLC. As condigdes para a analise cromatografica
foram as mesmas descritas para os estudos de cinética (se¢ao 4.3.2.13).

Para o atenolol, solucdes de 20, 40, 60, 100, 200, 500, 800, 1000, 1500 e 1700 mg
L foram colocadas em contato com o material extrator. Para o propranolol, concentragdes
de 50, 100, 250, 500, 800, 1000 e 1500 mg L' foram avaliadas. Ja para clortalidona, foram
usadas concentracdes de 10, 50, 80, 100, 250, 450, 600 e 800 mg L. Com uma curva de
calibragdo e as areas dos sobrenadantes foi possivel calcular o Ce (concentragao dos analitos
no equilibrio) e o ge (mg de analito extraido por g de microparticulas). Com os dados de Ce

e de ge ajustou-se os modelos de isotermas de adsor¢do utilizando-se o software Origin®.

4.4 PARTE 2 - EXTRACAO EM FASE SOLIDA ONLINE: ATENOLOL,
CLORTALIDONA E HIDROCLOROTIAZIDA

Os primeiros estudos com as microparticulas sintetizadas foram realizados com a
técnica de column switching HPLC-UV, utilizando atenolol e clortalidona como analitos e
hidroclorotiazida como padrao interno (PI). Esses anti-hipertensivos foram escolhidos
devido a comum associacao atenolol + clortalidona em tratamentos cardiacos, além deles
apresentarem taxas distintas de ligacdo a proteinas plasmaticas (3; 75 e 67% para atenolol,
clortalidona e hidroclorotiazida, respectivamente) (DRUGBANK, 2018c, 2018a, 2018b).

Um método de separagio dos farmacos com a coluna analitica ACE® 5 C18, (150 x
4,6 mm, 5 um) foi otimizado partindo-se de condi¢des da literatura (EL-GINDY; SALLAM,;
ABDEL-SALAM, 2008; ELGAWISH; MOSTAFA; ELSHANAWANE, 2011;
GONZALEZ et al., 2009). Os ensaios foram feitos em triplicata e 100 uL dos analitos
preparados em dgua ultrapura (1 mg L) foram injetados no sistema com seguintes condigdes

iniciais: vazdo de 1 mL min™!, 225 nm e temperatura ambiente. Avaliou-se diferentes fases
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moveis para a separacdo dos farmacos - agua ultrapura: acetonitrila (90:10 e 70:30 v:v),
tampdo fosfato 10 mmol L!: acetonitrila (85:15, 80:20, 70:30 v:v), e tampdo fosfato 10
mmol L!: metanol (85:15, 80:20, 70:30 v:v). A temperatura do forno analitico foi estudada
no intervalo de 25 a 50°C, com variac¢oes de 5°C.

Com o sistema de column switching (FIGURA 1) e a injecao de pool (n=6) de plasma
branco fortificado, os parametros otimizados para a separacdo foram mantidos, enquanto que
outros foram estudados: ajustes no pH do tampao fosfato da fase de separagdo para 6,00;
7,00 ou 8,00; temperatura de extracao (de 25 a 50°C); vazao de carregamento (0,3; 0,5, 0,8
e 1,0) e de eluicao (0,5; 0,8 e 1,0); tempo de carregamento (0,5; 0,7; 0,9; 1,1 e 1,3) e de
eluicao (0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8); e diluicdo do plasma (1:1; 1:2, 1:3, 1:4 — plasma: dgua
ultrapura v:v). Em condigdes iniciais, 50 uL de plasma fortificado (1 mg L) foi injetado no
sistema, agua ultrapura foi usada como fase de carregamento, tempos de 0,7 e 0,5 min, foram
adotados para carregamento e eluicao, respectivamente; a vazao das fases foi mantida em 1

mL min™.

4.5 PARTE 3 - FIBRA DE SPME: ATENOLOL, PROPRANOLOL, METOPROLOL E
NADOLOL

Devido ao comportamento do material sintetizado frente a técnica de column
switching e dificuldades relacionadas a ionizacdo da clortalidona (ambos melhores
discutidos nas segdes 5.2.5 € 5.3.1), o projeto foi alterado em relagdo aos analitos e a técnica
para a extragdo dos mesmos (com a utilizacao de fibras de microparticulas de BSA e técnicas

de SPME LC-MS/MS).

4.5.1 Confeccao das fibras de microparticulas de BSA

O material sintetizado foi depositado na extremidade externa de um capilar de vidro
utilizando cola epoxi (Araldite® Hobby). O processo para a obtengdo da fibra foi analogo ao
desenvolvido por Boscari et al. (2017) e consistiu em 4 etapas descritas a seguir e resumidas

na Figura 11.
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a) Uma das extremidades do capilar foi vedada utilizando a cola ep6xi, enquanto a
outra recebeu uma fina camada de revestimento (cerca de 1,0 cm) da mesma cola;

b) A extremidade com a cola foi revestida com as microparticulas de BSA (po);

c¢) As fibras permaneceram em repouso por 8h para a secagem completa da cola;

d) As fibras foram lavadas com dgua ultrapura, sob agitagdo orbital por 5 min.

Figura 11 - Esquema do preparo da fibra extratora.

—

Capilar de vidro

Particulas de BSA

Fonte: do autor.

4.5.2 Otimizacao dos parametros de fragmentacio

A ionizagao por electrospray (ESI) foi utilizada para a fragmentacdo dos farmacos,
os padrdes de fragmentagdo foram otimizados a partir de solugdes preparadas em metanol a
1 mg L' e utilizando metanol: 4cido formico 0,1% (90: 10 v: v) como fase movel (0,45 mL
min™). Inicialmente foi realizado o scan no modo positivo e, em sequéncia, foram feitos o
monitoramento do ion precursor e dos fragmentos mais abundantes para cada um dos

compostos (TABELA 3). Também foram otimizados os parametros de energia de colisdo
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(CE), fluxo do gas de secagem (2 L min™'), temperatura da linha de dessolvatagio (250°C) e

do heat block (400°C). Para a quantificagdo, foi utilizado o ion de maior intensidade.

Tabela 3 — Fragmentos utilizados para as andlises por ESI LC-MS/MS e energia de colisdo.

Farmaco fon precursor (m/z) Fragmentos (m/z7) Energia colisdo (eV)
116,1* -28,0
Atenolol 267,1 145,1 -21,0
133,1 -32,0
116,2* -20,0
Metoprolol 268,1 133,1 -27,0
98,2 -21,0
116,2* -26,0
Propranolol 259,8 98,2 -20,0
155,1 -19,0
201,1* -27,0
Nadolol (PI) 309,8 74,2 -24.0
145,1 -16,0

Fonte: do autor.
Nota:" Fragmentos utilizados para a quantificagao.

4.5.3 Preparo de amostras e determinac¢ao dos analitos

Apbs a otimizagio, realizada com plasma fortificado com ATE (1 mg L) e de forma
univariada. O processo de extracdo dos analitos se deu em trés etapas sequenciais € sob

agitacdo em agitador orbital, 250 rpm. (FIGURA 12):

a) Extracdo: a fibra de microparticulas de BSA foi inserida em um insert de vidro
contendo 200 pL de plasma fortificado e diluido 4:1 em solugdo 1 mmol L™ de
NaCl para a sor¢ao do analito durante 10 min;

b)Limpeza: a fibra foi mergulhada em vial/ contendo 1 mL de 4gua ultrapura por 5 s;

c)Eluicdo: a fibra foi colocada em um segundo insert contendo 200 pL fase de

elui¢do (metanol: d4gua 70:30 v:v) por 2 min, para a dessor¢do dos farmacos.
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Figura 12 — Aparato utilizado para o preparo de amostras. O suporte
foi acoplado a um agitador de tubos orbital.

Extragdo
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|

Dessorcgao

Fase de eluigio

Fonte: do autor.

O eluato obtido apos a terceira etapa foi diretamente injetado (10 pL) no sistema de

UHPLC-MS/MS. Uma pré-coluna Acquity® C18 (2,1 mm x 5 mm, 1,7 um) foi a Unica

coluna presente no sistema e metanol: 4cido formico 0,1% (90:10 v:v) foi utilizado como

fase movel a um fluxo de 0,45 mL min™!. Durante as analises, uma segunda propor¢io de

fase foi utilizada (80:20 aquoso: organico v:v) para a limpeza da pré-coluna e do sistema

analitico. Em 3 min a analise era encerrada (TABELA 4).

Tabela 4 — Condigdes para a determinagao dos analitos.

Tempo (min)  Concentracdo de MeOH (%) Posicao da valvula Evento
0,01 90 Massas Fragmentacdo
0,20 20 Massas Determinagdo
0,70 20 Descarte Limpeza
1,20 90 Descarte Limpeza
2,60 90 Massas Recondicionamento
3,00 90 Massas Fim da analise

Fonte: do autor.
Nota: MeOH = metanol.
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4.5.4 Comparacio entre diferentes sinteses

Fibras preparadas a partir das microparticulas de BSA sintetizadas em trés diferentes
dias (protocolos descritos nas secdes 4.3.1 e 4.5.1) foram comparadas com o intuito de se
verificar a reprodutibilidade e a precisdo entre trés lotes distintos. Para esse estudo, plasmas
branco fortificados com os analitos nas concentragdes baixa (100, 80 e 15 ug L), média
(600, 600 e 120 ug L) e alta (1200, 1000 e 200 pg L', para atenolol, metoprolol e
propranolol, respectivamente) e com o PI (370 pg L"), foram diluidos 1:4 em solugdo de
NaCl (1 mmol L") e submetidos a extragio. As areas absolutas e as relativas para cada um

dos fArmacos foram comparadas em termos de desvio padrado relativo (DPR%).

4.5.5 Reuso das fibras de extracao

A vida 1til de uma fibra, assim como sua capacidade maxima de reuso, foi avaliada
por meio de 35 extragdes sequéncias de plasma fortificado com a concentragdo média dos
analitos e com o PI e diluido com NaCl. As éareas absolutas e as relativas de cada um dos

farmacos foram comparadas nas diferentes extragoes.

4.5.6 Estabilidade

A estabilidade foi avaliada de acordo com formas de armazenamento que poderiam
ser aplicadas ao longo das analises. As estabilidades de bancada (curto prazo) e apos
congelamento (longo prazo) foram aplicadas para o plasma fortificado nas concentra¢des
baixa, média e alta (n=3). Para o teste de curto prazo, a matriz foi deixada sob a bancada por
4 h, submetida ao preparo de amostras e analisada. Ja para o de longo prazo, o plasma dopado
foi congelado (-20°C) por 25 dias, descongelado a temperatura ambiente, extraido e
analisado. Um terceiro ensaio avaliou a estabilidade do eluato (obtido apds a dessor¢do dos

analitos da fibra extratora) em geladeira (6°C) por 24 h e esse teste também foi realizado em



52

3 concentragdes e em triplicata. Os resultados foram comparados, em termos de exatidao

(erro relativo, E%) com aqueles obtidos com amostras recém preparadas.

4.5.7 Validacao analitica

A validagdo do método proposto para a determinacdo de atenolol (ATE), de
metoprolol (MET) e de propranolol (PROP), utilizando nadolol (NAD) como PI, foi
realizada para assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, seguindo diretrizes de guias
de validacao como o FDA (FDA, 2013) e o guia da Unido Europeia (OFFICIAL JOURNAL
OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2002). Efeito matriz, linearidade, precisao,
exatidao, seletividade, efeito de memoria, recuperagdo e robustez foram os parametros
avaliados. Nos ensaios foram quantificados os fragmentos selecionados para cada um dos

farmacos (ver Tabela 3), utilizado um volume de injecao de 10 pL.

4.5.7.1 Efeito matriz

Para verificar a existéncia do efeito matriz, foram construidas duas curvas de
calibragao com as concentragdes baixa, média e alta (n=3) de cada um dos analitos e com a
presenca do PI (370 ng L™!). A primeira curva foi obtida a partir de 4gua ultrapura fortificada
e submetida ao preparo de amostra e a segunda, a partir de plasma fortificado e submetido
ao preparo de amostra. Os coeficientes de inclinacdo (i) de ambas as curvas foram
comparados por meio de um teste t de Student ao nivel de 5% de significancia. Resultados
estatisticamente iguais (valor-p > 0,05) indicam que o efeito da matriz ndo ¢ consideravel;
enquanto que resultados estatisticamente diferentes (valor-p < 0,05), dizem que a matriz

causa influéncia no método de determinagao dos analitos.
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4.5.7.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada por meio da inje¢do de um pool (n=6) de plasma branco.
A ndo presenca de sinais analiticos ou areas absolutas inferiores a 20% daquelas obtidas com
o limite de quantificagao (LQ) nos mesmos tempos de retengao dos fArmacos, foi usada como

critério para indicar a seletividade do método proposto.

4.5.7.3 Linearidade e tratamento estatistico das curvas de calibracdo

A linearidade foi avaliada por meio de curvas de calibracdo (n=6) obtidas com
plasma fortificado nas seguintes concentragdes: 100, 200, 400, 600, 800 e 1200 pg L' (para
ATE); 80, 200, 400, 600, 800 ¢ 1000 pg L' (para MET) e 15, 40, 120, 160 e 200 pg L
(para PROP), a concentracdo do NAD foi mantida em 370 ug L. A linearidade é observada
quando o modelo aplicado ndo viola as pressuposicdes da analise de regressao e apresenta
coeficiente de correlagdo superior a 0,99 como predito por guias de validacdo (FDA, 2013).

Inicialmente foram analisadas a precisdo das areas relativas para os farmacos
conforme cada uma das concentragdes. Nos casos em que se obteve DPR% > 16%, foram
realizadas uma analise grafica por boxplot a fim de se identificar e retirar observagoes
discrepantes que prejudicavam a andlise (outliers). Apds, as curvas foram ajustadas
considerando a média das areas relativas. Para avaliar as pressuposigdes, analisou-se os
residuos quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (1965), a independéncia pelo teste
de Box-Pearce (1970) e a homocedasticidade de variancia por meio do teste de Breusch-
Pagan (1979); j& para verificar a significancia do modelo, realizou-se uma ANAVA por meio
de um teste F. Vale ressaltar que as analises estatisticas foram realizadas considerando o

nivel de 5% de significancia, utilizando o software R®.
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4.5.7.4 Precisdo e exatiddo

Os ensaios de precisdo (DPR%) e de exatiddao (E%) foram realizados com plasma
fortificado e em trés diferentes dias: intradia (6 réplicas analisadas no mesmo dia) e interdia
(3 réplicas das concentracdes baixa, média e alta realizadas em outros dois dias sequenciais).

Para a precisdo foram aceitos desvios de até 20% para o ponto mais baixo de cada
curva (100,80 e 15 ug L', para ATE, MET e PROP) e de 15% para as demais concentragdes.
J4 para a exatiddo, foram considerados aceitaveis desvios de + 20% para o limite de

quantificagao e desvios de + 15% para as concentracdes média e alta (FDA, 2013).

4.5.7.5 Limites de detec¢do e limites de quantificagdo

Os limites de detec¢ao (LD) foram calculados por meio dos coeficientes das curvas
de calibragdo obtidas com matriz fortificada (Equagdo 2) e os limites de quantificagdo (LQ)
foram considerados como os menores pontos das curvas obtidos com precisdo e exatidao

adequadas para cada um dos analitos.

B 3,3x5sB0
p1

Onde s é o desvio padrio, 51 ¢ o coeficiente angular e S0 € o coeficiente de linear.

LD (Equagao 2)

4.5.7.6 Efeito de memoria

Para esse ensaio, primeiramente um plasma branco foi analisado, seguido da leitura
do ponto de maior concentragdo preparado em matriz (1200, 1000 e 200 ug L', para ATE,
MET e PROP). Por fim, foram lidos mais dois brancos em sequéncia. Se presentes no ultimo
branco, as 4reas absolutas dos analitos e do PI ndo devem superar 20% das areas obtidas com

a matriz fortificada no menor ponto (FDA, 2013).
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4.5.7.7 Recuperagdo absoluta

A recuperacdo absoluta foi avaliada para os niveis baixo, médio e alto de cada um
dos analitos e para o PI. Para esse teste, foram comparados os resultados obtidos com a
matriz fortificada antes do preparo de amostras (descrito na se¢do 4.5.3) e a matriz branco

fortificada apos o processo extrativo, como sumarizado abaixo:

a) 200 pL de plasma branco (diluido 4:1 em solu¢io de NaCl 1mmol L) foi
submetido ao processo de extragao com a fibra de microparticulas de BSA por 10
min;

b) A fibra foi mergulhada (5s) em dgua ultrapura;

¢) Em um eppendorf® de 1,5 mL, solu¢des dos analitos (preparadas em metanol)
foram adicionadas em volume suficiente para se obter as concentragdes finais
presentes na matriz quando a mesma era fortificada no inicio do processo extrativo
(considerando-se a diluigdo de 1:4, NaCl 1,0 mmol L™': plasma v:v), a seguir foram
secos e ressuspensos em 200 pL de fase de eluicao (metanol: agua, 70:30 v:v);

d) A fibra passou pelo processo de eluicdo por 2 min;

e) O eluato foi analisado por UHPLC-MS/MS.

As areas absolutas de cada um dos analitos e do PI obtidas em ambas as metodologias
foram comparadas, adotando-se o preparo fortificado ao final como a resposta referente a
100% (processo sem perdas), e os resultados obtidos com a matriz fortificada no inicio do

processo, como a porcentagem de recuperagdo absoluta.

4.5.7.8 Robustez

A robustez do método proposto foi avaliada de acordo com o Teste de Youden e com
o Guia de Validagdo da Unido Europeia (OFFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 2002). Os estudos foram realizados utilizando um pool (n=6) de plasma
branco fortificado na concentracdo média dos analitos e com a presenga do PI. Sete ensaios
distintos foram realizados (n=3), nos quais um ou mais parametros ja otimizados sofreram

pequenas variagdes € uma oitava analise foi feita com as condigdes otimizadas. Os
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parametros avaliados e a combina¢do dos mesmos para o Teste de Youden sdo mostrados

nas Tabelas 5 e 6 abaixo.

Tabela 5- Parametros para avaliar a robustez do método proposto.

Parametros Otimizada (+) Variacio (-)
Volume de eluigdo 200 pL 190 uL
Volume de extragdo 200 pL 190 uL
Tempo de extragdo 10 min 10,5 min
Tempo de eluigdo 2 min 2,5 min
Fase movel (MeOH: CH»0» 0,1%) 90:10 v:v 87:13 viv
Vazdo de fase movel 0,45 mL min™ 0,48 mL min™
Fase de elui¢ao (MeOH: H,0) 70:30 v:v 73:27 viv
Fonte: do autor.
Nota: MeOH, metanol e CH,O,, 4cido formico.
Tabela 6 — Matriz para a realizacdo do Teste de Youden.
Combinacao fatorial
Parametros analiticos
1 2 3 4 5 6 7 8
Volume de extracao + + + + - - - -
Volume de eluicao + + - - + + - -
Tempo de extracao + - + - + - + -
Tempo de eluicao + + - - - - + +
Fase mével + - + - - + - +
Vazao de fase movel + - - + + - - +
Fase de eluicao + - - + - + -
RESULTADO a b c d e f g h

Fonte: do autor.

A ordem de realizagdo dos testes foi aleatdria e definida por sorteio. Para avaliar a

existéncia de possiveis diferengas significativas entre os resultados (4reas relativas) dos

ensaios (a - otimizada e b, c, d, e, f, g, h — com variagdes), realizou-se uma ANAVA

considerando-se um nivel de 5% de significancia.
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4.6 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Amostras de voluntarios que apresentam em sua rotina o uso de ATE, MET e/ou
PROP foram coletadas e avaliadas por meio de questionario uma vez que o paciente nao
poderia apresentar uso concomitante de NAD. Os plasmas coletados foram fortificados com
o PI (370 pg L), diluidos com NaCl 1,0 mmol L', submetidos ao preparo de amostras
(secdo 4.5.3) e analisados a partir do método validado. As concentragdes dos farmacos em
cada andlise foram calculadas utilizando as areas relativas obtidas e a equacdo de reta

resultante da curva de calibragao.



58

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos topicos a seguir serdo abordados os resultados obtidos ao longo do projeto.

5.1 PARTE 1- SINTESE E CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE BSA

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados da sintese das microparticulas

de BSA bem como dos diferentes testes de caracterizagao do material obtido.

5.1.1 Sintese das microparticulas de BSA

Metodologias ja presentes em literatura que obtiveram como resultado particulas de
maiores didmetros (de até cerca de 500 nm) foram utilizadas como base para a sintese no
presente projeto. Essa condicao foi escolhida devido ao sistema inicialmente proposto, o
column switching, pois no preenchimento de colunas os materiais podem levar a
complicagdes quanto a pressdo do sistema durante as andlises € a entupimentos nos filtros
da coluna RAM.

Galisteo-Gonzalez e Molina-Boliver (2014) estudaram o diametro das particulas de
BSA sob diferentes condi¢des de sintese. Em um dos resultados, foi percebido que quando
mantido o pH do tampao, o didmetro era aumentado em fun¢do da concentracdo de BSA.
Maiores concentragdes resultam em uma diminui¢ao da taxa de nucleagdao por unidade de
volume e por unidade de tempo (GALISTEO-GONZALEZ; MOLINA-BOLIVAR, 2014),
levando assim a uma maior agregagdo e, consequentemente, a formagdo de particulas
maiores (KAKRAN et al., 2012). Em um segundo estudo, os autores perceberam que o
didmetro diminuia a medida em que o pH se afastava do ponto isoelétrico da BSA, indicando
que a interagdo eletrostatica ¢ um fator que controla a formagao das particulas (GALISTEO-
GONZALEZ; MOLINA-BOLIVAR, 2014). Assim, no projeto proposto, para se obter maior
diametro utilizou-se pH=5,00. O estudo da taxa de adi¢cdo de etanol também foi realizado e
os autores perceberam que uma inje¢ao rapida de solvente levava a um aumento na nucleacao

e particulas uniformes foram formadas na faixa de 1,0 a 7,5 mL min"' (GALISTEO-
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GONZALEZ; MOLINA-BOLIVAR, 2014). Como a diferen¢a no didmetro com uma taxa
de adi¢do de 1 ou de 2 mL min™! ndo foi significativa (segundo os autores), no presente
trabalho, para dispender menos tempo nessa etapa, escolheu-se operar com 2 mL min™!, com
a vazdo controlada por meio de uma bomba de HPLC e sob agitagio em vortex
(diferentemente de Galisteo-Gonzalez e Molina-Boliver).

Estudos afirmam que o volume de glutaraldeido nio leva a mudangas significativas
de didmetro das particulas (GALISTEO-GONZALEZ; MOLINA-BOLIVAR, 2014;
RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI, 2012; TARHINI; GREIGE-GERGES;
ELAISSARI, 2017) e que esse agente, por induzir o entrecruzamento na estrutura das
proteinas através da ligacdo de grupos amino livres de lisina ou residuos de hidroxilisina
(TANEJA; SINGH, 2018), proporciona melhor estabilidade para particulas formadas
(RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI, 2012; TANEJA; SINGH, 2018). No presente
trabalho optou-se por solucdo aquosa de glutaraldeido a 25% (v:v), uma vez que essa
dilui¢do ¢ empregada tanto para a obtencao de RAMs quanto para a sintese de nanoparticulas
em sistemas de drug delivery (DE FARIA et al., 2017b; RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR;
BAKERI, 2012; RODRIGUES, 2014; SANTOS-NETO et al. 2008) e concentragdes mais
altas e maiores volumes do agente reticulante ajudam a diminuir a dilatacio do material
sintetizado em agua (RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI, 2012).

O entrecruzamento da albumina com o glutaraldeido resulta em grupamentos imina
(FIGURA 13A), que sao facilmente reativos e propensos a sofrer hidrolise. A imina pode
ser reduzida a amina com a adi¢ao de NaBH4 (FIGURA 13B), o que proporciona maior
estabilidade (MENEZES; FELIX, 1998). Devido ao uso das microparticulas em sistemas
com solventes aquosos e organicos, optou-se por adicionar NaBH4 (1%) no processo de

sintese (diferentemente do que € visto para materiais de drug delivery).
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Figura 13 — Processo de entrecruzamento da BSA com glutaraldeido (em A) e
redugdo dos grupos imina formados a grupamentos amina (em B).
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Fonte: do autor.

Durante a centrifugacao, o sobrenadante foi substituido por etanol com o intuito de
se remover do meio BSA ndo entrecruzada e residuos de reagentes. Para se determinar
quantos ciclos seriam necessdrios, os sobrenadantes retirados foram analisados em
espectrofotometro (255 nm), obtendo-se absorbancias de 0,054; 0,001 e 0,000, para o
primeiro, segundo e terceiro ciclos. Portanto, trés lavagens foram o suficiente para ndo mais
se detectar residuos de sintese.

Com a finalidade de se manter uma maior uniformidade do material para o seu uso
como RAM e para os estudos de caracterizagdo, apds secas, as microparticulas foram
tamisadas em peneiras granulométricas selecionando-se os tamanhos entre 75 ¢ 106 pm
(FIGURA 14). Os materiais foram entdo adicionados em frascos de penicilina e armazenados

até o momento do uso.

Figura 14 — BSA (A) e material sintetizado (B).

Fonte: do autor.
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5.1.2 Caracterizacdo das microparticulas

As discussoes dos testes de caracterizagdo serdo apresentadas nos topicos a seguir.

5.1.2.1 Solubilidade

Nas condi¢des avaliadas e para os solventes organicos, tanto matéria-prima quanto
material sintetizado ficaram majoritariamente ao fundo do tudo de ensaio. Ja para agua
ultrapura, foram observadas diferengas no comportamento dos materiais. Enquanto que a
BSA comercial foi totalmente solubilizada, as microparticulas mantiveram-se insoluveis
(FIGURA 15), mesmo com o ajuste de pH. Nas condi¢des avaliadas, o comportamento das
particulas de BSA pode ser explicado pelo entrecruzamento promovido pelo glutaraldeido,
que diminui a hidrossolubilidade do material sintetizado (RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR;
BAKERI, 2012). Os resultados indicam ainda a possibilidade de uso de diversos solventes,
incluindo a agua, para a composi¢ao das fases moveis utilizadas nas analises sem que haja

prejuizos para o material de extracdo.

Figura 15 - Diferenga de solubilidade entre BSA (A) e
particulas sintetizadas (B) em 4gua ultrapura.

Fonte: do autor.
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5.1.2.2 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 16A mostra o espectro de ATR obtido para a BSA comercial, bandas
principais em aproximadamente: (1) 3274 cm! (amida, estiramento N-H), (2) 2954 cm’
(amida, estiramento N-H do ion NH3"), (3) 1634 cm™! (amida, estiramento C=0), (4) 1521
cm’! (amida, estiramento C-N e dobramento de N-H), (5) 1389 cm™ (dobramento de grupos
CH), e (6) 1240 cm™ (estiramento C-N e dobramento N-H), foram obtidas e elas estdo
relacionadas a estrutura secundaria das proteina (BRONZE-UHLE et al., 2016; RANI,
2016). Para o material sintetizado (FIGURA 16B), o espectro foi bastante semelhante ao do
material de partida, indicando uma preservagao parcial da configuracao da proteina. Ainda
é possivel perceber um pequeno deslocamento das bandas de amida I (3), 1640 cm™, e de
amida III (6), 1250 cm™!, no espectro das microparticulas obtidas. Resultados semelhantes

foram obtidos por Bronze-Uhle e coautores (2016).

Figura 16 - Espectros de infravermelho (ATR) para BSA (A) e para o material sintetizado (B).
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Fonte: do autor.

Vale ressaltar que a diminui¢ao da intensidade das bandas para o material sintetizado
pode indicar interacdes diferentes para os grupos apds o entrecruzamento (BRONZE-UHLE
et al., 2016) ou ainda pode estar relacionado a quantidade de material utilizada e a disposi¢ao

do mesmo no espectrofotdmetro no infravermelho.
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5.1.2.3 Espalhamento de luz dindmico

Para minimizar a formagao de agregados, a suspensao contendo as particulas de BSA
foram sonicadas por 30 min e homogeneizadas previamente as leituras.

Duas populagdes principais e distintas foram obtidas (FIGURA 17). A primeira com
um tamanho de cerca de 140 nm; e a segunda, mais intensa, com diametros proximos de

1000 nm. O tamanho médio da popula¢do de microparticulas foi calculado como 930 nm.

Figura 17 - Tamanho e distribuicdo das microparticulas obtidas por meio da técnica de DLS.
A amostra foi dispersa em agua ultrapura (1 mg mL™") e analisada a 25°C.
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Fonte: do autor.

O indice de polidispersao (PDI) variou entre 0,708 e 1,00. Valores de PDI proximos
de 1,0 indicam uma polidispersao do material analisado e fatores como agregacao e/ou
sedimentagdo das particulas ou heterogeneidade do material sintetizado contribuem para

esse resultado.

5.1.2.4 Microscopia de for¢ca atomica

A Figura 18 ¢ resultado da AFM para as microparticulas sintetizadas. Por essa
imagem foi possivel observar uma populagdo de particulas isoladas com forma oval e
tamanho (eixo x) médio de 311 nm (n=65 particulas analisadas). Vale ressaltar que esses
resultados foram obtidos considerando-se os clusters formados, contudo particulas a partir

de 184 nm foram observadas.
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Figura 18 — Microscopia de for¢a atomica para as particulas sintetizadas. 18 x 23,5 (altura x
largura), 258 pxL.
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Fonte: do autor.

5.1.2.5 Microscopia eletréonica de varredura

O recobrimento das amostras com ouro foi realizado para aterrar os elétrons que as
atingiriam durante a técnica, evitando efeitos de carreamento ou geracao de calor (COSTA,
2009). Na Figura 19 tem-se a microscopia para o material sintetizado com aumento de

1000x. A partir da imagem foi possivel observar a formacao de clusters das microparticulas.
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Figura 19— SEM para o material sintetizado. Ampliado 1000 vezes.
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Fon.te: do autor. .

Ao final das trés técnicas realizadas de forma complementar para se estimar o
tamanho do material sintetizado (DLS, AFM e SEM), foram percebidas populagdes
heterogéneas, com um didmetro médio na escala de micrometros e com a caracteristica de
formacao de aglomerados. A formagado dos clusters pode também ser explicada pela baixa
repulsdo eletrostatica entre as particulas de BSA no pH em que foi realizado a sintese (pH
= 5,00); contudo os maiores didmetros foram favoraveis para as técnicas de extragdo nas

quais as microparticulas foram utilizadas.

5.1.2.6 Potencial zeta

O potencial zeta reflete a carga superficial de uma amostra e a sua distribui¢do pode
ser influenciada por fatores como: a composi¢do da particula, o meio dispersante, € o pH e
a forca idnica da solu¢do (DE MELO et al., 2010). Por meio da Figura 20, € possivel perceber
que houve uma diferen¢a de inclinacdo entre as curvas da BSA e das microparticulas
sintetizadas. Uma hipdtese € que o entrecruzamento promove uma mudanga de exposi¢ao
das cargas (ligagdes aminas sdo formadas) assim uma menor variacdo de pH leva a uma

maior diferenca de potencial.
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Figura 20 - Potencial zeta para a BSA (A) e para as particulas sintetizadas (B).
Solucao de BSA comercial em agua ultrapura e suspensio das
microparticulas (1 mg mL™") no mesmo solvente.
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Fonte: do autor.

Ainda por essa figura, foi possivel obter o pl (potencial de carga igual a zero) da
albumina como 4,73 (bastante proximo a valores vistos em literatura) e das microparticulas
como 4,06. Para ambos os materiais, o potencial zeta foi positivo abaixo do pl (+ 4 mV; +
30 mV, para BSA comercial e microparticulas, respectivamente) e negativo acima do pl (-
40 mV para ambos os materiais) (FIGURA 20).

Por serem compostos mais basicos (pKa acima de 8,8), os analitos em estudo tendem
a se manter ionizados positivamente em meios acidos. Dessa forma, uma melhor sor¢ao ¢
esperada em meios com pH acima do pl do material extrator (microparticulas carregadas
negativamente) e abaixo do pKa dos farmacos. Uma vez que a atragdo de cargas podera
favorecer a sorcao.

Outro ponto que pode ser observado ¢ a diferenca de cargas disponiveis. Segundo

Mohanraj e colaboradores (2006) geralmente particulas que apresentam potencial zeta acima
de 130l mV tém estabilidade adequada em solu¢des (MOHANRAJ; CHEN, 2006). Para a

BSA, os resultados indicaram baixa estabilidade em meios acidos, ja para as particulas,

variacdo de carga proximas a citada pelos autores foram obtidas.
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5.1.2.7 Andlise termogravimétrica

A Figura 21 apresenta a DTG para a BSA comercial (A) e para a BSA entrecruzada
(B), nela trés eventos podem ser observados para ambos os materiais.

O primeiro deles, em aproximadamente 75°C, com uma perda de massa de 5,03%
para a BSA e 4,25% para o material sintetizado; pode estar correlacionado a desidratagao.
Um segundo evento ocorre em aproximadamente 225°C, com perda de 15,88% e 15,09%; e
um terceiro, € mais importante, ocorre em aproximadamente 315°C, com perdas de 42,80%
e 38,51 % para BSA e microparticulas sintetizadas, respectivamente. Ambos podem ser
correlacionados a desnaturagdo das proteinas e a decomposi¢do térmica das mesmas. Além
disso, ambas as amostras chegaram ao fim das analises com cerca de 22% da massa inicial.

Figura 21 - DTG (ug min™) e massa (%) para BSA (A) e para BSA entrecruzada (B).
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Fonte: do autor.

Fonseca e colaboradores (2017) alcancaram resultados semelhantes para
nanoparticulas de BSA obtidas por meio do processo de coacervacdo. Contudo, uma maior
diferenca entre a perda de massa de BSA e das nanoparticulas ndo carregadas com farmaco
em estudo pelos autores foi obtida: 38% e 60,7%; respectivamente, para um evento

significativo em 312°C (FONSECA; KHALIL; MAINARDES, 2017).

5.1.2.8 Calorimetria exploratoria diferencial

As analises de DSC foram realizadas para verificar a natureza dos eventos térmicos

observados para as microparticulas de BSA. Através da Figura 22 pdde-se confirmar 3
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eventos principais (TGA) e endotérmicos, observados pela inflexdo da curva causada pela

diminui¢do da temperatura da amostra (BERNAL et al., 2002).

Figura 22 - Decaimento de massa (TG) e DSC em fungao da temperatura.
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Fonte: do autor.

Como descrito anteriormente, o evento com apice em 75°C possivelmente estd
relacionado com a dessolvatacdo da amostra (perda de agua e de etanol, utilizados na
sintese), enquanto que os eventos seguintes apresentam perfis de inflexao relacionados a
fusao seguida de decomposicao térmica e podem estar ligados a desnaturacao das proteinas.
Dessa forma, pode-se concluir que o material sintetizado ¢ estavel até temperaturas proximas
de 220°C, mostrando possibilidade de uso em preparo de amostras e técnicas

cromatograficas distintas.

5.1.2.9 Analise da drea superficial e porosidade

Como pdde ser observado na Tabela 7, valores similares de tamanho do poro e de
pressdo de saturacdo (a partir da qual ndo mais é observada a adsor¢do fisica

independentemente da pressdo aplicada) foram obtidos para os materiais em analise, contudo
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0 entrecruzamento proporcionou uma maior area superficial (cerca de 3,4 vezes) e um

significativo aumento no volume dos poros formados nas microparticulas sintetizadas.

Tabela 7 — Valores de area superficial, volume e tamanho do poro e pressdo de saturagdo.

Materiais Area superficial Volume do poro  Tamanho do Pressao de
(m’ g™) (cm® g™) poro (A) saturacdo (kPa)
BSA 0,4110 0,000009 20,213 88,3614
Particulas sintetizadas 1,4112 0,000362 19,705 88,9200

Fonte: do autor.

5.1.2.10 Resisténcia ao fluxo

A partir de colunas de 4,6 mm (d.i.) foi possivel montar uma coluna RAM que
comportasse quantidades suficientes (cerca de 40 mg) do material sintetizado e que nao

apresentasse vazamentos quanto submetida a pressao do HPLC (FIGURA 23).

Figura 23- Coluna RAM confeccionada. A e B: saidas de colunas analitica;
C: rosca comercial; D: compartimento para o material de extracio;
E e F: filtros poliméricos de SPE.

Fonte: do autor.

Agua ultrapura e dgua ultrapura: metanol (50: 50 v:v) foram percolados pela coluna
RAM e a pressdao foi monitorada. Valores adequados foram observados (FIGURA 24),
permitindo a interacdo da fase com o material extrator, mas sem prejudicar as andlises e o
sistema analitico. Contudo, para a fase mével composta apenas por metanol foi percebido
que apds 15 min mantendo-se a vazio a 1 mL min™!, pressdes bastante elevadas (cerca de
250 KgF cm™) eram obtidas mesmo a baixas vazdes (0,1 mL min™'). Ao se retirar o material
da coluna RAM, verificou-se que o mesmo se encontrava com aspecto vitrificado,

impossibilitando o fluxo de solvente.
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Figura 24 - Resisténcia ao fluxo para as particulas de BSA.
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Fonte: do autor.
Conclui-se com esses testes que fases aquosas e fases compostas por até 50% de
solvente organico podem ser utilizadas na extra¢do online (como fases de carregamento,
eluicdo e limpeza) para a determinagdo dos analitos, enquanto que maiores porcentagens

devem ser evitadas.

5.1.2.11 Exclusdo de proteinas

A potencialidade das microparticulas em serem utilizadas como RAM foi observada
no teste de exclusao de proteinas utilizando a solucao de BSA (FIGURA 25) e resultados
proximos de 100% de exclusdo foram obtidos para esse primeiro ensaio. A influéncia do pH
na exclusdo ¢ mostrada na Tabela 8. Vale ressaltar que se optou por manter o mesmo tampao

em toda a faixa para que nao fosse inserida mais uma variavel no sistema.

Tabela 8 — Exclusdo de proteinas para uma solugdo de BSA (44 g L™).

pH Exclusio (%) (X, n=3, £ DP)
2,00 91,9+ 14,3
3,00 90,0 + 1,9
4,00 88,0+2,9
5,00 90,3 +3.5
6,00 106,6 2.3
7,00 96,1 +2.6
8,00 99,8 +9,1

Fonte: do autor.
Nota: Tampao fosfato como fase moével (0,3 mL min™'). DP: desvio padrio.
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Como pdde ser observado na tabela acima, porcentagens mais baixas de exclusdo
foram obtidas para os pHs entre 2,00 e 5,00. Esses resultados podem ser explicados pela
menor ionizagdo das moléculas de BSA nessa faixa de pH, assim a repulsdo eletrostatica
entre 0 RAM e a amostra ¢ menor, prejudicando a exclusdo de interferentes. A distribuigdo
de cargas ¢ evidenciada no estudo de potencial zeta (FIGURA 20). Além disso, o pl
experimental das microparticulas foi aproximadamente 4,0; dessa forma além da baixa
ionizacdo da albumina presente na solugdo, o material sintetizado encontra-se
predominantemente desprotonado. A menor repulsdo eletrostatica ajuda, mais uma vez, a
explicar a menor exclusdo entre os pHs avaliados. Ainda, o pH=5,00 estd muito proximo do
pl da albumina (EDRI; REGEV, 2008), levando também a menores taxas de exclusao.

Em pHs acima do pl da BSA e do material RAM (6,00 - 8,00), as proteinas estao
com suas superficies carregadas de modo negativo; portanto, além do impedimento fisico, o
mecanismo eletrostatico se faz mais presente, auxiliando na exclusdo (acima de 96%).

Por fim, estudos empregando a matriz ndo fortificada (pool plasma branco, n=3)
foram realizados. Vazdes distintas foram aplicadas uma vez que poderiam vir a ser utilizadas
durante o método cromatografico para a percolagdo da amostra através da coluna RAM e
fases com pHs mais alcalinos foram escolhidas devido ao carater mais basico dos fArmacos
em andlise. Como pode ser visto na Tabela 9, resultados de exclusdo superiores a 96% foram
obtidos, mostrando a capacidade das microparticulas de excluir macromoléculas
interferentes presentes na matriz (caracteristica fundamental para serem utilizadas como
RAM). Além disso, os resultados mostraram que o maior tempo requerido para a exclusao
de interferentes foi 2,75 min, o que nao compromete a frequéncia analitica do método a ser

desenvolvido.
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Tabela 9 — Porcentagem e tempo para exclusdo de interferentes referente a injegao (50 pL)
de um pool (n=3) de plasma branco.

Fase de Vazao (mL min'l) Tempo para exclusdo (min)  Exclusio (%)
carregamento (X, n=3, + DP)
0.3 2,75 1049+18
) 0,5 2,00 101,4+68
Agua ultrapura 0.8 1.30 100,6 = 2.0
1,0 1,00 100,1 £7.9
0,3 2,50 96,8 + 4,1
N 0,5 1,75 106,2 + 3.4
Tampao pH=6,00 0,8 1,30 108,8 + 4.7
1.0 1,00 102,112
0.3 2,50 106,3 £2.7
N 0,5 1,75 96,0 + 2,7
Tampao pH=7.00 0.8 1.30 08.4 +3.6
1.0 1,00 106,5+5.2
0.3 2,50 109,8 £ 2.1
L 0,5 1,75 103,5+5,1
Tampéo pH=8,00 0.8 1.20 1053 +3.3
1,0 1,00 100,7 £4.8

Fonte: do autor.
DP: desvio padrio.

Os sinais analiticos das diferentes de carregamento, quando comparados em mesma

vazao, apresentaram perfis bastante proximos, como mostrado na Figura 25 a seguir.

Figura 25- Exclusdo de proteinas a partir de solugio de BSA (44 g L™'): em A, sinal sem a coluna
RAM e, em B, com a coluna. Exclusdo de interferentes presentes em matriz: em C, sinal
sem a coluna RAM e em D, com a coluna. Fase movel: tampdo fosfato 10 mmol L™
(pH=7,00), vazio de 0,3 mL min™".
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Fonte: do autor.



73

5.1.2.12 Estudo de pH para sor¢do dos analitos — atenolol e clortalidona

Em fungdo do grupamento amida (pKa proximo de 9,0), atenolol e clortalidona
apresentam comportamentos semelhantes quanto a presenga de cargas. Em meios acidos os
farmacos estdo majoritariamente protonados, ¢ moléculas neutras comegam a estar presentes
em meios mais alcalinos.

Como pode ser visto na Figura 26, o atenolol ndo apresentou sinais distinguiveis do
ruido quando a fase movel foi composta por tampao com pH ajustado em 3,00 e em 4,00.
Nesses pHs, a albumina encontra-se positivamente carregada, o que pode ter diminuido a
sor¢ao dos farmacos devido a repulsdo eletrostatica entre as cargas. Por outro lado, em pHs
mais alcalinos (6,00; 7,00 e 8,00), a BSA esta negativamente carregada, contribuindo para a
adsorcao dos analitos. J& clortalidona, apresentou média estatistica igual para toda a faixa
em estudo e uma hipotese para as menores areas obtidas para o atenolol ¢ um equilibrio
bastante rapido entre as microparticulas de BSA e o farmaco, o que poderia levar a perdas

durante a etapa de carregamento adotada no estudo.

Figura 26 - Areas obtidas para os farmacos no estudo de pH de sor¢io a 25°C.
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Fonte: do autor.
Nota: As barras de erro representam o desvio padrdo obtido entre as réplicas
e letras minusculas iguais para um mesmo analito referem-se a médias
estatisticas iguais (Teste Scott-Knott ao nivel de 0,05 de significancia).

vale dizer que os residuos de teste de ANAVA apresentaram normalidade (valor-p

de 0,1764 e de 0,1295) e homogeneidade de variancia (valor-p de 0,0686 e de 0,3922; para
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atenolol e clortalidona, respectivamente) ao nivel de 5% de significancia. Como em pH=7,00
foram obtidos valores de sor¢do adequados para ambos os analitos € menores desvios entre
as réplicas, esse foi adotado para os testes de cinética e de isoterma de sor¢do das
microparticulas sintetizadas. pHs maiores que 8,00 ndo foram avaliados devido aos estudos
seguintes serem realizados com coluna analitica, que opera, sem prejuizos a silica, em pHs

de 2,00 a 8,00.

5.1.2.13 Cinéticas de adsorcdo

Inicialmente a centrifugacdo (5 min) foi usada para separar o sobrenadante das
microparticulas de BSA. No entanto, houve a sua substituicao pelo sistema de filtracao a
vacuo uma vez que foram apresentadas evidéncias de que o equilibrio entre as particulas de
BSA e o atenolol era atingido rapidamente. Assim, surgiu a hipotese de que durante a
centrifugacao ainda ocorria interagcdo significativa entre o material extrator e a solu¢ao do
analito, podendo ser a causa de resultados previamente obtidos. Outros tempos e
concentragdes da solugio de atenolol chegaram a ser estudados (1 mg L™ de 0,16 a 20,0 min;
20mg L' de 0,16 a 45,0 min; 50 mg L' de 0,16 a 60 min e 100 mg L™ de 1 a 90 min), sem
que fosse percebido variagdo de ge em fungdo dos diferentes tempos de agitacao.

J4 com a metodologia final empregada (100 mg L' de 0,03 a 5,00 min), foi possivel
observar uma tendéncia de crescimento de ge em fungao do tempo (FIGURA 27A) e através
da curva obtida pdde-se notar que em 2 min teve-se estabelecido o equilibrio entre atenolol
e material extrator. Vale ressaltar que tempos maiores que 5 min ndo foram avaliados pois
em ensaios anteriores ndo foi visto mudancas entre 5 e 90 min (ja utilizando o sistema de
filtracdo como modo de separagdo). Esse resultado mostra um equilibrio bastante rapido
entre o fArmaco e as microparticulas de BSA, indicando a ocorréncia de uma interagdo quase
que instantdnea e maxima.

Para o propranolol, foram avaliados tempos de 0,16 a 15,0 min e a Figura 27B mostra
um equilibrio atingido em 10 min. Ja para a clortalidona, a metodologia empregada utilizou
tempos de 0,16 a 50,0 min e foi observado um equilibrio atingido em 30 min (FIGURA
27C), evidenciando uma interacdo mais lenta entre esse farmaco e as particulas de BSA. Na
Figura 27 ainda ¢ mostrado o ajuste dos modelos de cinética de adsorc¢do: pseudoprimeira

ordem, pseudosegunda ordem, ordem fracionaria e Elovich para os trés farmacos em estudo.
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Figura 27 - Cinética de adsorg¢do para atenolol (A), para propranolol (B) e para clortalidona (C) e
ajuste com os modelos: psudoprimeira ordem (laranja), pseudosegunda ordem
(azul), ordem fracionaria (verde), Elovich (violeta).
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A partir da comparagio do coeficiente de determinacgdo (R?) e do ferror (TABELA 10),

determinou-se qual dos modelos melhor representava as curvas de cinética obtidas.

Tabela 10- Ajustes de modelos para cinética de adsor¢do dos analitos.

Modelos Equacio Parimetro Valor obtido
Cinético quae Atenolol  Propranolol  Clortalidona
ge (mg g™) 1,1525 12,6126 1,2682
Pseudoprimeira g=qe(l-exp™) K (min™) 16,9784 1,5285 1,0297
ordem R? 0,8579 0,9543 0,6903
Ferror 0,0041 0,4145 0,5914
ge (mg g™ 1,2209 13,3215 1,3142
Pseudosegunda _ k2qe’t K>(g mg' min") 19,0750 0,1676 1,6025
ordem ~ 1+k2qet R? 0,9116 0,9866 0,8004
Ferror 0,0008 0,030913 0,6194
ge (mg g™ 1,7400 13,6473 16,6731
Ordem Kav (min™) 1,0000 0,9219 1,3743.10°®
fracionAria q=qe{l-exp[(-kavt)]"av} Nav 0,2424 0,4768 0,1665
R? 0,9784 0,9928 0,9744
Ferror 5,2898 45,7588 25,2399
K (g mg' min™) 6,9541 0,5016 6,47196
Elovich g=Kn(nkt) n (mg g'l) 308,1575 124,3216 34,3237
R? 0,9758 0,9934 0,9583
Ferror 517.10"%  3,86.10° 0,4370
intgg:fgfula g=kaNt+C kia 3,775 14,3011 0,3289

Fonte: do autor.

Nota: q: quantidade de analito adsorvido no tempo t; qe: quantidade de analito adsorvido no equilibrio por grama de

material; t: tempo de contato; K;: constante de velocidade de pseudoprimeira ordem; K»: constante de velocidade
de pseudosegunda ordem; Kav: constante cinética de Avrami; nav: reacdo de ordem fracionaria (Avrami)
relacionada ao mecanismo de adsor¢do; K: constante do modelo de Elovich (relacionada a extensao da cobertura
da superficie de quimissor¢ao) ; n: taxa inicial de adosor¢ao do modelo de Elovich; kiq: constante de velocidade
da difusdo intraparticula. Dados obtidos por meio do software Origin®.

O modelo que melhor descreveu o comportamento dos analitos, principalmente

devido a erros mais baixos (5,17.101%; 5,86.10% e 0,4370; para atenolol, propranolol e
clortalidona, respectivamente) foi o de Elovich, que ¢ atribuido sobretudo a sistemas

heterogéneos que apresentam a quimissor¢ao como mecanismo principal de sor¢ao.
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O modelo de ordem fracionaria também obteve bons ajustes para atenolol e para
clortalidona (R? = 0,9784 ¢ 0,9744), contudo erros maiores foram obtidos (5,2898 ¢
25,2399). Esse modelo leva em consideragdo possiveis mudancas em funcdo da
concentragdo inicial do analito e do tempo de contato entre solu¢do/material extrator,
mostrando que durante o contato atuam diferentes mecanismos de sorcao.

Por fim, o ajuste de difusdo intraparticula possibilitou compreender a resisténcia do
material sorvente a transferéncia de massa do sorvato (ROYER et al., 2009). Os resultados
para os analitos referem-se a uma difusdo multilinear constituida por trés regides (FIGURA
28). Na primeira, a sor¢ao ocorre de forma rapida, mesmo ela sendo a etapa limitante para
que o equilibrio seja atingido (kiq), assim, os analitos apresentam certa dificuldade para
alcangar e adentrar os sitios do sorvente. A segunda se da de forma bastante rapida, uma vez
que a concentragdo dos fArmacos ainda ¢ alta. Ja a terceira, se da pelos poros menores até o

estabelecimento do equilibrio.

Figura 28- Modelo de difusdo intraparticula para atenolol (A), propranolol (B) e clortalidona (B).
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Fonte: do autor.

5.1.2.14 Isotermas de adsor¢ado

Para a construcdo das curvas de isotermas (andlises a 25°C) de adsorcdo foram
necessarios os calculos do ge (mg de analito g'! de material extrator) e da concentragio dos
analitos presentes no sobrenadante no estado de equilibrio (Ce, mg L!). As curvas foram
entdo ajustadas nos modelos de Langmuir, Freundlich, Khan, Redlich-Peterson, Toth e Sips

(FIGURA 29) e os parametros obtidos para cada um deles sdo apresentados na Tabela 11.
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Figura 29 - Isotermas de adsorg¢do para atenolol (A), propranolol (B) e clortalidona (C). Ajuste
com os diferentes modelos: Langmuir (preto), Freundlich (azul), Khan (verde),

Redlich-Peterson (roxo), Toth (vermelho) e Sips (laranja).
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Fonte: do autor.

Como pdde ser observado, uma taxa consideravel de extracao (ge proximo a 26 mg

g!) foi obtida para o atenolol, mesmo esse sendo o analito que apresenta baixa interacio

com a albumina plasmatica (FIGURA 29A). O propranolol, B-bloqueador com alta taxa de

ligacdo a proteinas, apresentou ge mais elevado que o primeiro fAirmaco (proximo a 76 mg

g™ em situagio de equilibrio (FIGURA 29B). Por outro lado, o estudo da clortalidona (que

também apresenta alta taxa de ligagdo albumina) resultou em ge de 15 mg g (FIGURA

29C), evidenciando que o mecanismo de interagao bioldgica ndo € o Uinico que rege a ligacao

entre os analitos e as microparticulas de BSA sintetizadas. Em condigdes fisiologicas os

farmacos se ligam a sitios especificos da BSA (MCELNAY; D’ARCY, 1983); apos o

entrecruzamento ¢ a adicao de NaBH4 houveram mudangas na conformagao proteica, o que

pode ter permitido a sor¢ao adequada de atenolol nas particulas sintetizadas.



Tabela 11 - Ajustes de modelos para isoterma de adsor¢do dos analitos.
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Modelo Equacio Parametro Valor obtido
Atenolol Propranolol  Clortalidona

qs (mg g™ 5,0971 8,3727 1,8969

L angmuir _aKiCe Ky (min L) 0,0815 2,4949 0,6310

¢ 1+bC, R 0,9732 0,9443 0,8605

Ferror 0,1086 0,1128 0,0151

Kr (mg g") (mg L) 0,4209 4,7806 0,6515

. p N 1,3919 3,8846 2,1453

Freundlich — ge-KrC™r R 0,0482 0,8169 0,8254

Ferror 0,1016 0,2403 0,0108

gs (mg g™ 2,8364 7,6485 1,4880

s Ks (mg L") 0,0331 672,4402 1,4155

Sips =% g 2,2411 5,2468 4,4573

¢ R 0,9978 0,9984 0,9541

Ferror 0,0118 0,0426 0,0442

Kr (gL 0,4160 14,7602 1,1969

__ KgGe ar (mg L) 0,0815 1,2121 0,6310

Redlich- 1 agce) G 1,0000 1,0000 1,0000

beterson e 02g>1 R? 0,9732 0,9581 0,8373

Ferror 0,1163 0,0500 0,0165

gs (mg g™ 4,9349 12,5604 3,3199

ax (L mg™) 3,2452 1,1919 2,1023

Khan =—dsPiCe bx 0,0607 1,1752 0,4769
(1+bgCelayk

R? 0,9907 0,9651 0,9094

Ferror 0,0623 0,0500 0,0271

Kr (mg g7) 2506,9572 3,5908 14,6651

. ar (L mg") 8361,3237 -0,1804 17,1412

Toth = ato Tt i 0,3103 1,5796 0,4769

R 0,9907 0,6954 0,8943

Ferror 0,0628 2,7251 0,0272

Nota: ge: quantidade adsorvida no equilibrio por grama de material; gs: capacidade de saturagdo
teorica; Ki: constante de afinidade de Langmuir; Ce: concentragido do analito no equilibrio; Kr e ng:
constante e expoente do modelo de Freundlich; K e ng: constante e expoente do modelo de Sips; ax
e bk: constante e expoente do modelo de Khan; Kr e ar: constante e expoente do modelo Redlich-
Peterson; Kr e ar: constantes do modelo de Toth; t;: expoente do modelo de Toth.

Fonte: do autor.

O modelo de Sips ajustou os resultados com R? adequados (0,9978; 0,9984 e 0,9541)
e com baixos resultados de Feror (0,0118; 0,0426 e 0,0442; para atenolol, propranolol e
clortalidona, respectivamente) e, por ser um modelo intermedidrio entre Langmuir e
Freundlich, diz que o material extrator responde de forma distinta de acordo com a
concentracdo do analito em solu¢do, reafirmando a caracteristica de heterogeneidade do
material predita pela cinética de adsor¢do de Elovich. Os modelos de Khan e de Toth também
ajustaram de forma adequada a isoterma do atenolol e ambos, assim como o de Sips,
propdem adsor¢do em materiais heterogéneos, sendo o de Khan inclusive, aplicado para

compostos aromaticos (LIU; LIU, 2008).
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5.2 PARTE 2: EXTRACAO EM FASE SOLIDA ONLINE: ATENOLOL,
CLORTALIDONA E HIDROCLOROTIAZIDA

A seguir serdo descritos os resultados alcangados com a primeira aplicagdo proposta

para as microparticulas de BSA: a SPE online com a técnica de column switching.

5.2.1 Estudos de fase movel

Inicialmente dgua ultrapura: acetonitrila (85:15 e 70:30 v:v) foi avaliada como fase
de separacao. Mesmo com bons resultados de area de pico para a clortalidona, o atenolol nao
apresentou sinal analitico distinguivel do ruido. Dessa forma, fases com tampao fosfato 10
mmol L' (pH=7,00) em proporg¢des distintas com acetonitrila e com metanol (85:15, 80:20
e 70:30 aquoso: organico v:v) foram estudadas conforme visto em literatura.

A fase de maior proporg¢do organica (70:30 v:v) ndo foi capaz de separar de forma
eficiente o atenolol do pico de injecao de solvente (FIGURA 30A). Por outro lado, a fase
com maior porcentagem aquosa (85:15 v:v) proporcionou a separagao do atenolol, com TR
(n=3) de 3,80 min; contudo, mesmo apos 28 min de analise ainda ndo se havia obtido o pico
referente a clortalidona (FIGURA 30B). Levando em consideracao que frequéncia analitica
seria bastante prejudicada, outras duas proporgdes: 75:25 ¢ 80:20 v:v foram estudadas. Mais
uma vez nao houve a separacao do atenolol e a clortalidona apresentou TR (n=2) de 5,00 e
de 9,12 min, respectivamente. Por fim, para obter uma separacdo adequada dos dois
farmacos e uma melhor frequéncia analitica, optou-se por utilizar duas proporgoes diferentes
de tampao fosfato: acetonitrila 85:15 (FM1) e 70:30 (FM2) v:v. As fases foram trocadas de
modo isocratico ao longo da andlise para a determinag¢do dos analitos e também para o
recondicionamento da coluna cromatografica (FIGURA 30C). Acetonitrila (viscosidade de
0,34 cP) foi escolhida por proporcionar pressdes mais baixas no sistema. Fases que contém

metanol (0,55 cP) tendem a apresentar maiores pressoes.



80

Figura 30 - Perfil cromatografico para os analitos com diferentes fases de separagdo. Em A: atenolol (1)
e clortalidona (2) usando a fase tampao fosfato: ACN (70:30 v:v); em B: agua ultrapura (1),
clortalidona (2) e atenolol (3) usando a fase tampao fosfato: ACN (85:15 v:v) e, em C:
soluc@o contando atenolol e clortalidona e usando as fases tampao fosfato: ACN (85:15 e
70:30 v:v).Solugdes preparadas em dgua ultrapura a 10 mg L.

A

B
Atenclol
Clertalidona e

c
Clartalidona

Atenclel

Intensidade {mV)
Intensidade (mV)

Intensidade (m')

T T
[t} 1

4 5 [i] 1 2 3 4 5 [} T 1] 1 2 3 4 ] B 7 8

2 ]
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: do autor.
Nota: Loop de 10 uL e vazio de fase de 1 mL min"!. ACN = acetonitrila. pH do tampdo ajustado em 7,00.

Como pdde ser observado na figura acima, quando ha a mudanca isocratica de fase
movel o cromatograma apresenta um sinal referente a este evento. Portanto, avaliou-se o
tempo para a mudanga de FM1 para FM2 e, posteriormente, de FM2 para FMI
(recondicionamento da coluna), para que o sinal obtido ndo interferisse nos picos dos
analitos. Com a separagdo otimizada, atenolol e clortalidona apresentaram TR de 3,77 ¢ 6,37
min. FM1 foi impulsionada pelo sistema até 2,30 min, sendo seguida por FM2 até 6,20 min
e em 8,00 min a analise era encerrada.

O passo seguinte foi verificar a capacidade extrativa das microparticulas de BSA
quando 50 pL de solugdes aquosas (0,5 mg L) eram injetadas no sistema de column
switching (FIGURA 1). Inicialmente as seguintes condi¢des foram adotadas: 0,3 min de
carregamento dos analitos por meio da coluna RAM (para que os mesmos fossem retidos no
material extrator, enquanto que os interferentes eram direcionados para um descarte); 0,5
min de eluicdo (fase movel carreando os analitos retidos na coluna RAM para a coluna de
separacdo); e forno cromatografico (no qual estavam as duas colunas) operando a 25°C. O
cromatograma resultante ¢ mostrado na Figura 31 e como pode ser visto, o material foi capaz

de extrair os analitos em solu¢do preparada em agua ultrapura.
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Figura 31 - Cromatogramas obtidos para o branco (A) e para solugdo fortificada com os
analitos (B). Agua ultrapura como fase de carregamento (1 mL min™).

Clortalidona

Atenolol

Intensidade (mV)

T“'énpg's('mmsju

Fonte: do autor.

Plasma fortificado também foi analisado para se verificar o comportamento das
microparticulas e do método frente a matriz. Vale ressaltar que a injecao direta da amostra
biolégica foi possivel devido aos resultados de exclusdo de interferentes (secao 5.7.2.11),
assim as proteinas sao direcionadas para um descarte, enquanto que os analitos ficam retidos
no material extrator. E os resultados mostraram a segunda caracteristica fundamental do
RAM: capacidade de extragcdo de analitos de baixa massa molecular de meios complexos.

A reavaliagdo do pH da FM1 foi realizada devido a presenca de interferentes da
matriz proximos ao TR do atenolol. Com pH ajustado em 6,00 e em 8,00, uma separagao
adequada atenolol/interferente foi observada, ao contrario do que foi obtido para o pH=7,00
(FIGURA 32). Dessa forma, tampao fosfato com pH=8,00 foi escolhido para dar

continuidade aos estudos por fornecer maiores areas em relagdo ao pH=6,00 (cerca de 8,0%).
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Figura 32 — Separacao do atenolol empregando como fase mével tampao com
pH=8,00 (1); tampao com pH=6,00 (2) e tampao com pH=7,00
(3): acetonitrila (85:15 v:v).

Ateroial

Intensidade (mV)

|
%

¥ T v T v T ¥ T T T N T
] 1 2 3 4 3
Tempo (min}

e |

Fonte: do autor.
Nota: Quadro mostra um zoom na separagao do atenolol de interferentes. Loop de 100 pL.

5.2.2 Estudos de carregamento e de eluicao

O estudo de tempo de viragem da valvula de seis porticos da posi¢do de carregamento
para a de elui¢do (FIGURA 1) e da volta a primeira posi¢cao também foi realizado com
plasma fortificado (1 mg L) e com 1 mL min™' como fluxo das fases.

Mantendo-se a elui¢do por 0,5 min, a variacdo do tempo de carregamento (0,5 a 1,3
min) ndo causou influéncia significativa nas areas de pico do atenolol (n=3). Contudo, areas
mais baixas foram obtidas para a clortalidona a partir de 1,1 min (TABELA 12). Tempos
prolongados de carregamento tendem a direcionar os analitos para o descarte, assim o0s
mesmos nao sdo eluidos a coluna para a separag@o. Por apresentar melhores resultados, 0,7
min foi mantido como tempo para o carregamento dos analitos por meio da coluna RAM.

Os tempos de eluicdo avaliados (0,3 a 0,8 min) proporcionaram resultados
semelhantes (n=3) para o atenolol. Ja para a clortalidona houve aumento da &4rea nas
diferentes condigdes, com concomitante aumento da pressdo da coluna RAM (TABELA 12).
Essa observagdo levou a hipdtese de que as diferencas nas areas poderiam também ser
atribuidas a pressdo, pois maiores pressdoes podem permitir melhor interagdo entre o analito

e o material extrator.



Tabela 12 - Estudos de tempo de carregamento e de eluicao.
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Tempo (min)

Pressio inicial (kgF cm’?)

Area (X, n=3) + DP

Carregamento Eluicao Col}n.na Coluna RAM Atenolol Clortalidona
analitica
0,5 0,5 76 192 24965,3 + 1323,2 19439,5 + 1244,1
0,7 0,5 77 205 28908,7 +289,1 20949,5 £ 2555,8
0,9 0,5 77 220 24892,7 +1070,4 15709,0 + 267,1
1,1 0,5 77 212 24511,7 +1764,8 12669,0 + 1254,2
1,3 0,5 77 155 24129,0 £ 1013,4 11119,7 £ 578,2
0,5 0,3 89 95 22639,7 + 1969,7 6954,0 £ 674,5
0,5 0,4 88 143 25394,3 £939,6 8793,7 £ 1204,7
0,5 0,5 88 210 24839,3 +322.9 8545,5+478,6
0,5 0,6 87 234 20386,7 +£2161,0 10290,0 + 1389,2
0,5 0,7 86 250 21506,0 + 903,3 13481,3 + 876,3
0,5 0,8 86 250 21250,3 +2443,8 16963,0 + 3307.8

Fonte: do autor.

A limpeza da coluna RAM foi realizada, pois pressoes acima de 100 kgF comegam

a inviabilizar as andlises. Para garantir melhor confiabilidade, foram adicionados ao método

um PI (a hidroclorotiazida) e uma fase de limpeza para a coluna de extragao (FM3),

composta por dgua ultrapura: acetonitrila (60:40 v:v), vale dizer que maiores fragdes

organicas nao foram estudadas devido aos resultados expostos na se¢do 5./7.2.10. O padrao

interno corrige flutuagdes do preparo de amostras, de efeito da matriz e de leituras

instrumentais, enquanto que a fase de limpeza ajuda a eliminar interferentes e analitos que

ficaram retidos no material extrator apds a etapa de eluigdo. Ao final, a hidroclorotiazida

(TR = 6,0 min) pode ser determinada juntamente com o atenolol e com a clortalidona

seguindo as condig¢des descritas na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13 - Eventos para o sistema de column switching.

Tempo (min) Fases Eventos
Bomba A: FM1 Condicionamento coluna analitica
0,00 - 0,70 . .
Bomba B: agua ultrapura Carregamento analitos

0.71 - 1.20 Bomba A: FM1 .Elui.gﬁo dos analitos

’ ’ Bomba B: agua ultrapura Direcionada ao descarte
191 -2.50 Bomba A: FM1 . Separacao dos analitos

’ ’ Bomba B: agua ultrapura Limpeza da coluna extratora
251 -4.20 Bomba A: FM1 Separagdo dos analitos

’ ’ Bomba B: FM3 Limpeza da coluna extratora
491 -5.50 Bomba A: FM2 Separagdo dos analitos

’ ’ Bomba B: FM3 Limpeza da coluna extratora
551 -7.60 Bomba A: FM2 Separagdo dos analitos

’ ’ Bomba B: agua ultrapura Recondicionamento coluna extratora
7.61 -9.70 Bomba A: FM1 Recondicionamento coluna analitica

Bomba B: agua ultrapura

Recondicionamento coluna extratora

Fonte: do autor.
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5.2.3 Dilui¢do do plasma

Mesmo com a adi¢do da fase de limpeza, a pressdo da coluna RAM continuou
aumentando ao longo das andlises. Portanto, estudos de diluicdo do plasma em agua
ultrapura foram realizados na tentativa de diminuir os interferentes da matriz. Embora tenha
apresentando areas inferiores (redugdo de cerca de 40%) para ambos os analitos, a dilui¢do
1:1 (plasma: 4agua ultrapura v:v) foi adotada objetivando-se a preservacao das colunas e o
perfil cromatogréfico resultante ¢ mostrado na Figura 33 abaixo.

Figura 33 - Cromatograma de plasma fortificado apds a adicdo do padro interno. Plasma

(diluido 1:1 em 4gua ultrapura) fortificado a 5 mg mL™". 50 uL.
300000

250000

200000

150000

Intensidade (mV)

100000 —

50000 Clortalidona

Atenolaol

0 Hidroclorotiazida

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Fonte: do autor.

Com o uso do PI as areas relativas apresentaram DPR% inferiores a 15% para as
réplicas. No entanto, maiores areas absolutas eram obtidas em fung¢ao do aumento da pressao

que ocotria ao longo das andlises.

5.2.4 Temperatura do forno analitico

Um estudo inicial da temperatura do forno do HPLC foi realizado com os farmacos
preparados em agua ultrapura (1 mg L") e analisados sem o sistema de column switching.

Os resultados, em termos de resolu¢do, mostraram que em todas as temperaturas avaliadas
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houve separacdo adequada (resolugdo > 2; FDA, 2013) para atenolol e clortalidona
(TABELA 14). Ainda sobre esse estudo, ndo foram observadas diferencas estatistica (teste
Tukey, valor-p > 0,05) entre as diferentes temperaturas para as areas obtidas para atenolol
(cerca de 250000 u.a) e para clortalidona (600000 u.a).

Tabela 14 - Resolucao obtida para atenolol e clortalidona em diferentes temperaturas.

Agua ultrapura fortificada com os analitos.
Temperatura (°C) Resolucio (X + DP, n=3)

Atenolol Clortalidona
25 2,7705 +0,2736 13,2195 £ 1,1072
30 2,0591 £ 0,0962 15,468 + 0,8691
35 2,6980 £+ 0,2010 16,0695 + 0,9961
40 2,4780 £+ 0,3278 13,7090 + 1,0453
45 2,5267 +0,2887 13,8840 + 0,0608
50 2,2380+0,1174 13,4313 £ 0,0748

Fonte: do autor.

Nota: a resolugdo do atenolol foi calculada em comparagio a sinais interferentes.
Adicionalmente, foram realizados estudos da temperatura para a extracao dos
analitos de plasma fortificado (1 mg L) e melhor separagio de atenolol de sinais
interferentes empregando a técnica de column switching. Os resultados podem ser vistos na

Tabela 15.

Tabela 15- Resolucao obtida para atenolol e clortalidona em diferentes temperaturas.
Plasma fortificado com os analitos
Temperatura (°C)

Resolugdo (X + DP, n=3)

Atenolol Clortalidona
25 - 19,0305 £ 0,1598
30 1,1323 +£0,1390 11,9747 £0,2617
35 2,1250 + 0,0288 14,3250 + 1,0869
40 2,2067 = 0,0704 14,1587 £0,1719
45 1,4197 £ 0,1414 15,1867 £ 1,1953
50 0,6083 + 0,0208 13,2397 £ 0,08997

Nota: a resolugdo do atenolol foi calculada em comparagio a sinais interferentes, ja a da clortalidona, em
relagdo ao pico do atenolol.
Fonte: do autor.

Como pdde ser visto, resolucdes adequadas foram obtidas apenas com a coluna RAM
mantida em 35 e em 40°C. Contudo operando-se em 40°C, outros interferentes da matriz se
aproximavam (em termos de TR) dos analitos (FIGURA 34). Além disso, areas de pico
adequadas para atenolol (50000 u.a) e para clortalidona (85000 u.a) foram obtidas em 35°C,
sendo esta condi¢do escolhida para dar continuidade aos testes de extragdo dos farmacos da

amostra biologica.
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Figura 34 — Cromatogramas obtidos para plasma fortificado (5 mg L")
com atenolol (ATE) e clortalidona (CLOR) com o forno
analitico operando a 40°C (A) e a 35°C (B).
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Fonte: do autor.

5.2.5 Conclusoes parte 2

Ao longo de todas as etapas para a otimiza¢ao da metodologia empregando a técnica
de column switching, duas dificuldades principais e limitantes para o método em
desenvolvimento foram encontradas: o aumento da pressao nas colunas e os limites de
deteccdo bastante elevados e inadequados para a determinagdo dos fArmacos.

Apos injegdes de plasma branco e de plasma fortificado (1 e 5 mg L), o sistema
apresentou aumentos significativos de pressdo para a coluna analitica (de 84 para 215 kgF)
e para coluna RAM (de 46 para 250 kgF), além de DPR% cada vez mais altos entre as
réplicas de uma mesma analise. Mesmo com medidas para evitar esses problemas (diluigao
do plasma, fase de limpeza durante as analises e limpeza peridodica da coluna RAM), eles
persistiram durante todo o desenvolvimento do método. A coluna extratora também foi
desempacotada e empacotada com materiais recém-sintetizados, mas esta ndao foi uma

solug¢do de duragdo efetiva.
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O outro aspecto referiu-se aos altos limites de detec¢do que o método foi capaz de
fornecer utilizando a extragdo online e o detector UV-VIS, como pode ser visto na Figura 33
baixa intensidade de picos foram obtidas para plasma fortificado em altas concentragdes, o
que ndo permitiria uma faixa de trabalho que abrangesse a janela terapéutica dos analitos.

Nesse cenario, os estudos com o column switching foram por hora interrompidos e
uma nova metodologia de aplicacdao das microparticulas de BSA foi proposta: a extragao off-
line por fibras de SPME e a determinagdo de farmacos por LC-MS/MS (PARTE 3 do
trabalho). Vale ressaltar que resultados promissores foram retirados dessa primeira
metodologia proposta: a capacidade extrativa das particulas de BSA tanto de fairmacos de
baixa quanto de alta taxa de ligagdo a proteinas plasmaticas, e a possibilidade de varios ciclos
de analise sem perda de eficiéncia das mesmas (94 ciclos de injecdo de plasma, contando

brancos e fortificados com ou sem diluigao, sem tratamento prévio).

5.3 PARTE 3 - FIBRA DE SPME: ATENOLOL, PROPRANOLOL, METOPROLOL E
NADOLOL

Nessa parte do projeto serdo discutidos os resultados obtidos com o processo de

extracao off- line e determinagao dos analitos por UHPLC-MS/MS.

5.3.1 Confec¢ao das fibras de microparticulas de BSA

As fibras confeccionadas (secao 4.5.1) mostraram-se estaveis apds a adesdo das
microparticulas de BSA sobre a camada de cola epdxi sem apresentar perda de material
extrator (FIGURA 35A). Complementarmente, o capilar extrator foi analisado com auxilio
do microscopio invertido (Nikon® Eclipse TS100) com lente de aumento de 20 vezes,
permitindo a observacdo das particulas aderidas (FIGURA 35B). Vale ressaltar ainda que
pouca quantidade de material sintetizado foi usada na confeccdo das fibras
(aproximadamente 4 mg/fibra), obtendo-se assim, um baixo custo final por unidade

(estimado em R$ 0,20), considerando os reagentes de sintese ¢ o capilar de vidro.
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Figura 35 — Extremidade da fibra recoberta com as particulas (A) e vis@o da fibra em microscopio
invertido, aumento de 20X (B).

Fonte: do autor.

5.3.2 Padrao de fragmentacio dos analitos

Em relacao aos analitos, houveram mudangas da Parte 2 para a Parte 3 do trabalho
e isso foi devido a ndo fragmentacao da clortalidona com intensidade suficiente para atingir
o limite de quantificagdo aceitavel (que abrangesse a concentragao esperada do farmaco em
plasma). Diversas fases (metanol: formiato de aménio (pH=4,16), acetonitrila: formiato de
amonio (pH=4,16), metanol com 0,1% de 4cido férmico: formiato de aménio (pH=4,16)
com 0,1% de 4cido formico, e metanol: acetato de amonio (pH=7,50), em proporg¢des de 95:
5, 90: 10, 85:15, 70: 30, 60: 40 e 55: 45 organico: aquoso v:v) foram testadas, além de
diferentes vazdes (0,45; 0,40; 0,30 e 0,20 mL min™! ) e volumes de inje¢do (10, 20 e 50 pL).
A mudanga veio entdo com o uso de dois outros B-bloqueadores: o metoprolol e o
propranolol, que também s3o comumente usados para tratamentos de hipertensdo e
apresentarem taxas distintas de liga¢do a proteinas plasmaticas (12% para o MET e > 90%
para o PROP). Para essa nova metodologia, o NAD foi utilizado como PI, devido a maior
semelhanga com os analitos em estudo.

O espectrometro de massas operou com ionizacdo por ESI em modo positivo de
acordo com o que foi visto em literatura (GONZALEZ et al., 2010; KHUROO et al., 2008;
MAZZARINO; TORRE, 2008; SANTOS et al., 2015; TRENHOLM; VANDERFORD;
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SNYDER, 2009) e trés otimizagdes referentes a fragmentacdo dos farmacos foram

realizadas:

a) Scan: no intervalo de 200 a 350 m/z (intervalo que abrangeu as massas esperadas
para os precursores);

b) SIM (Selected ion monitoring): realizado para verificar os fragmentos de maior
abundancia a partir de uma massa especifica. O fragmento de maior intensidade foi
selecionado para a quantificacdo do analito, enquanto que outros dois foram
utilizados para a qualificagdo do mesmo (ver Tabela 3);

c) MRM (Multiple reaction monitoring): reacdo de fragmentagdo em que o ion
precursor € selecionado no primeiro quadrupolo e os fragmentos monitorados sao

selecionados no terceiro.

5.3.3 Otimizacio do preparo de amostras

Os ensaios para a otimizagao foram realizados com o plasma fortificado com atenolol
(menor taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas) na concentragiio de 1 mg L™ em triplicata,
sem a presenca do PI e com o uso da coluna ACE® 5 C18, (150 x 4,6 mm, 5 pm). A
temperatura foi mantida a 25°C e as variaveis do preparo foram avaliadas individualmente
(na ordem apresentada nos topicos a seguir). 10 uL do eluato foram injetados no UHPLC.

A analise de variancia e o teste de Scott-Knott (ao nivel de 5% de significancia) foram
utilizados para comparar as respostas (areas relativas) entre as condi¢des testadas em cada
ensaio de otimizacdo. Vale ressaltar que os testes de Shapiro Wilk e de Barlett foram
utilizados e, para todos os ensaios, foram obtidos valores-p > 0,08, mostrando que os

residuos apresentaram normalidade e a homogeneidade de variancia.

5.3.3.1 Composicdo da fase de elui¢do

Metanol foi escolhido para compor a fase de elui¢do devido a sua afinidade com os
analitos (KIKIC et al., 2006) e a porcentagem desse solvente foi avaliada com o intuito de
se recuperar o maximo dos farmacos previamente extraidos. Os resultados (FIGURA 36A)

mostraram que a fase 70:30 (metanol: 4gua ultrapura v:v) proporcionou melhores areas
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quanto comparada a fase 50:50 (v:v). Por¢des mais organicas e fases contendo acido férmico
ndo foram avaliadas, pois causavam prejuizos as fibras (principalmente em relagdo a cola
epoxi). Dessa forma, metanol: 4gua ultrapura (70:30 v:v) foi escolhido para dar

prosseguimento as otimizagdes.

5.3.3.2 Tempo de extragdo e tempo de elui¢do

O tempo de contato entre fibra e matriz € uma variavel importante para a eficiéncia
do processo extrativo. Um baixo tempo de interagdo pode ndo permitir extracdes adequadas,
enquanto que tempos elevados prejudicam a frequéncia da andlise, tornando o processo
moroso. Os resultados obtidos (FIGURA 36B) mostraram que em 10 min obteve-se as
melhores areas para ATE, com média estatistica ndo diferente ao tempo de 15 min. Esse
resultado estd de acordo com os que foram obtidos nos ensaios de cinética do atenolol (2
min) e do propranolol (10 min para o equilibrio). Assim, 10 min foi escolhido para prosseguir
as analises por manter a maior capacidade extrativa em um menor tempo de preparo.

Ja para a eluicdo, deve-se proporcionar um tempo suficiente para garantir a
recuperacdo dos analitos. Como ¢ possivel observar na Figura 36C, ndo houve diferenga
significativa entre as médias do menor e do maior tempo em andlise, mostrando que 2 min

jé& foram suficientes para a dessor¢ao do farmaco do material extrator.

5.3.3.3 Diluicdo do plasma

A diluicao do plasma ¢ um recurso muitas vezes adotado em sistemas de LC-MS por
atribuir vantagens ao método, entre elas: diminuir a intensidade de alguns interferentes da
matriz, minimizando o efeito de supressdo idnica; e diminuir o volume de matriz biologica
utilizado por andlise (SANTOS et al., 2016). As areas obtidas para ATE ap0s a extracdo de
plasma fortificado sem diluigdo e de plasma fortificado e diluido em &gua ultrapura (1:0,25;
1:0,5 e 1:1 v:v) foram comparadas e melhores resultados foram obtidos com a dilui¢do 1:0,25
(plasma: 4gua), sendo esta escolhida para dar continuidade. A partir da dilui¢do 1:1 (v:v) um
decréscimo (cerca de 67%) do sinal cromatografico foi observado (FIGURA 36D).

Para avaliar o efeito de salting out, que pode melhorar a disponibilidade do analito

para o material extrator, a matriz foi diluida (1:0,25 v:v) com NaCl (1, 10 ou 100 mmol L)
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e os resultados mostraram que a concentragio de 1 mmol L™ proporcionava menores desvios

entre as réplicas (FIGURA 36E) e, por isso, foi escolhido para a continuagdo das analises.
Vale ressaltar que o pH da amostra ndo foi avaliado devido aos resultados obtidos na

secdo 5.1.2.12. As microparticulas de BSA apresentaram mesma capacidade sortiva entre os

pHs 6,00 e 8,00; faixa em que se encontra o plasma humano.

5.3.3.4 Volume de eluicdo e volume de extracdo

Para a fase de eluicdo foram avaliados 200 e 400 uL devido a disponibilidade de
inserts de vidro que comportassem as fibras e volumes maiores ndao foram testados para que
ndo se perdesse a caracteristica de microextracdo. Como observado na Figura 36F, ndo houve
diferenca estatistica entre as médias obtidas. Dessa forma, o volume de 200 puL foi adotado
por gerar um menor consumo de solvente durante a etapa de preparo das amostras.

Para avaliar o volume de extrag¢do, o plasma foi colocado em inserts (200 e 400 pL)
ou em vials (1000 pL) de vidro. Volumes menores nao foram avaliados pela necessidade de
se manter uma altura de matriz adequada para a fibra, enquanto que aqueles maiores que
1000 pL seriam invidveis para as caracteristicas da técnica empregada. Como resultado, 200
e 400 uL levaram a areas estatisticamente iguais para ATE (FIGURA 36G); enquanto que
1000 pL proporcionou menores areas. Uma hipotese ¢ a maior proximidade da fibra com o
plasma, talvez nos vials o contato entre a matriz e a parte extratora da fibra fosse por vezes
perdido durante a agitagdo. Assim, para manter os melhores resultados e permitir que
menores volumes de amostras de pacientes fossem coletados, 200 uL foi escolhido para dar
prosseguimento a otimizagdo. Vale dizer que a quantidade de plasma empregado
teoricamente ndo deveria interferir na capacidade extrativa da SPME, uma vez que o volume
da amostra ¢ considerado muito maior que o volume de recobrimento da fibra (VALENTE;

AUGUSTO, 2000).

5.3.3.5 Velocidade de agitacdo

A agitagdo foiavaliada uma vez que a mesma pode melhorar a transferéncia de massa
entre o plasma que contém os analitos e as microparticulas de BSA. Os resultados obtidos
para as velocidades de agitacdo analisadas (250 e 500 rpm) sdo mostrados na Figura 36H.

Vale ressaltar que velocidades mais baixas ndo permitiram a agitacdo eficiente das fibras,
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enquanto que mais altas dificultavam a permanéncia do capilar de vidro nos vials durante as
etapas do preparo. As areas obtidas ndo apresentaram diferencas significativas. Portanto, 250

rpm foi mantido por permitir uma agitagdo mais uniforme das fibras contidas nos vials.

Figura 36 — Variaveis otimizadas. A: fase de elui¢do; B ¢ C: tempo de extragdo e de eluigdo, D: diluigdo;

E: forga i6nica, F ¢ G: volume extragdo ede eluicdo, e H: velocidade de agitacao.
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Fonte: do autor.

Nota: letras minusculas iguais para uma mesma variavel indicam médias estatisticas iguais (valor-p > 0,05).

Volume de extrag&o (uL)

Agitagdo (rpm)
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5.3.4 Sistema cromatografico empregado e otimizacdo do método

Para se alcangar a configuracao final do sistema de UHPLC- MS/MS (segdo 4.5.3),
foram realizadas avaliagdes em termos de composicao e de vazido da fase movel e do uso ou
ndo de coluna de separacgdo. Para os estudos iniciais, solugdes dos analitos foram preparadas
em metanol na concentra¢io baixa de cada um deles (100, 80 ¢ 15 pg L', para ATE, MET
e PROP) e 10 pL foi injetado no sistema com a fase movel metanol: acido férmico 0,1%,
90:10 v:v a uma vazio de 0,45 mL min™' conforme visto em literatura (SANTOS et al., 2015),
utilizando uma coluna de separacio C18 (ACE®, 150 x 4,6 mm, 5 um).

Em relacdo a separacdo dos farmacos, colunas de fase reversa C18 foram avaliadas:
ACE®™ (150 x 4,6 mm, 5 pm); Supelco® (150 x 4,6 mm, 5 pm); Chromosphere® (150 x 4,6
mm, 3 pm); XTerra® (150 x 4,6 mm, 5 um); Acquity® (75 mm x 2,1 mm, 1,8 um) e
Macherey-Nagel® (250 x 4,6 mm, 5 pm). Com as colunas de 150 mm nio houve a separagdo
dos analitos e do PI (TR proximos de 2,40 min), além da obtencdo de picos ruidoso para
ATE e para PROP. A co-eluicdo também foi vista na coluna de 75 mm, além da mesma
proporcionar pressoes mais elevadas para o sistema. J& com coluna de 250 mm, ndo foram
observados sinais cromatograficos mesmo apos 30 min de andlise e, para nao prejudicar a
frequéncia analitica, seu uso foi descontinuado.

Como nao houve separagao efetiva dos farmacos, um estudo com plasma branco
fortificado nas menores concentracdes e injetado diretamente no espectrometro de massas
foi realizado, resultando em picos com tempo de permanéncia proximos de 0,13 min.
Contudo, com o intuito de se aumentar o tempo de permanéncia dos analitos no sistema e
para prevenir que resquicios de matriz (caso existentes) fossem diretamente direcionadas ao
espectrometro de massas, foram colocadas no sistema uma extensao de tubo peek (2,23 m,
0,25 mm de didmetro interno) e uma pré-coluna (Acquity® C18, 2,1 mm x 5 mm, 1,7 um)

conforme mostra a Figura 37.
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Figura 37 - Esquema do sistema cromatografico para as analises.

|:| Alca de injecio

Cohma guarda

ESI MS/MS

Fonte: do autor.

Metanol: acido formico 0,1% em diferentes composigdes (95:05, 90:10, 80:20 e
70:30 v:v) foram avaliados como fase movel. A fase 90:10 (v:v) proporcionou melhores
resultados para os analitos, em termos de area e de perfil cromatografico. Fases mais aquosas
resultaram em quebras nos picos, enquanto que e a fase 95:5 v:v levou a uma diminuigao
das 4reas obtidas (cerca de 20%). Por fim, vazdes de 0,20; 0,30; 0,45 ¢ 0,6 mL min™' foram
avaliadas. Fluxos menores resultaram em picos alargados e quebrados, enquanto que 0,6 mL
min! levou a 4reas mais baixas (reducdo de aproximadamente 23%), possivelmente devido
a uma menor ionizagao.

A configuragdo adotada soma vantagens ao sistema como o nao uso de coluna
analitica (maior simplicidade) e menor tempo de analise, tempos de permanéncias proximos
de 0,42 min para todos os analitos (maior frequéncia analitica ¢ menor uso de solventes).
Vale ressaltar que ndo houveram aumentos de pressdo que inviabilizassem a continuacao

dos estudos.

5.3.5 Comparacao entre diferentes sinteses

Nas analises realizadas com fibras de trés diferentes lotes, as areas relativas dos

analitos (atenolol, metoprolol e propranolol) apresentaram DPR% inferiores a 10%
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(TABELA 16). Esses resultados indicam que houve uma uniformidade na sintese e que
fibras de diferentes lotes podem ser empregadas no processo de preparo de amostras sem
prejuizos ao método. Em relagdo as areas absolutas, um DPR% mais alto ja era esperado por

se tratar de um procedimento off-/ine (TABELA 16).

Tabela 16 - Comparacao entre diferentes lotes de fibras para a extragdo dos analitos.

Analito DPR% area absoluta DPR% area relativa

15,6* 9,9
Atenolol (n = 3) 12,1° 3,5°
9,1¢ 3,1°¢
22,34 8,3°
Metoprolol (n = 3) 21,1° 9,5°
19,2°¢ 8,4°¢
17,12 8,77
Propranolol (n = 3) 13,0° 6,2°
18,7°¢ 9,5¢

Nadolol (n=3) 17,7 -

Fonte: do autor.
Nota: ? concentracdo baixa;  concentracio média e ° concentracdo alta.

5.3.6 Reuso das fibras

Para o estudo de reuso das fibras, uma nova etapa no processo de preparo de amostras
foi adicionada: a limpeza da fibra em agua ultrapura por 30 s (sob agitacao) entre a etapa de
eluicao de um ciclo e de extragdo do seguinte. Esse procedimento foi realizado para que o
metanol remanescente nas microparticulas de BSA nao interferisse de forma negativa na
extracdo dos analitos do plasma em uma andlise seguinte. 25 extragdes sequenciais de
plasma fortificado foram realizadas, seguidas pala analise de um plasma branco e por uma
limpeza da fibra extratora em 4gua ultrapura por 15 min (sob agitacio).

Finalmente, mais 10 extra¢cdes de matriz dopada foram feitas, com a lavagem da fibra
apos 5* e o preparo de um branco ao final do processo. Os resultados, em termos de area

relativa, s3o mostrados na Figura 38 a seguir.
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Figura 38 - Area relativa para atenolol, metoprolol e propranolol nas diferentes extragdes.

1} 0o 18

Area relativa
Area relativa
=
"

Area relativa
.
-

- 04 .
Branmco 20 - Brancno Branco
-— Aenoiol , «— IMetoproiol 82+ —= Propranckl
oo I |
|_ 00 - |: 00 4 =]
05— T T T T T T T T T T T T T T T a 03 == T T T T T T T
[} 3 "0 15 0 25 n 35 40 0 7 10 L ] 25 n E o 3 10 111 M B 3 3% 40
Exiragies Extragies Extragdas

Fonte: do autor.

Como pode ser observado, as areas relativas mantiveram-se proximas entre si até a
15%, 20* e 32% extragcdes para ATE, MET e PROP, respectivamente. Apds essas analises,
maiores desvios foram obtidos, sobretudo por um aumento nas areas absolutas dos analitos,
indicando o acimulo de farmacos nas fibras apds varias extragoes.

Ainda na Figura 38, a extragdo do primeiro branco ¢ identificada como zero para as
areas relativas e tal fato foi devido a ndo obtengdo de sinal cromatografico para o NAD.
Contudo, os analitos apresentaram picos quantificaveis, o que reafirma o efeito de memoria
(acamulo de farmacos nao dessorvidos na fibra) apds 25 extragdes seguidas. Os DPR% das

areas absolutas também foram avaliados e os resultados sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17- Comparagao entre as diferentes extragdes sequenciais com uma mesma fibra.

Analito DPR% area absoluta ~ DPR% area relativa
Atenolol (até 15* analise) 20,6 13,8
Metoprolol (até 21* analise) 30,3 16,2
(até 15" analise) 18,6 14,8
Propranolol (até 32% analise) 28,3 18,9
(até 15" analise) 15,2 18,2
Nadolol  (até 35 analise) 28,3 -
(até 15* analise) 19,9 -

Fonte: do autor.

Vale ressaltar que desvios mais altos para o PROP (area relativa, n=15) e parao NAD
(area absoluta, n=15) foram devido a uma area mais baixa para o PI na terceira extragao.
Desconsiderando-se essa andlise, s3o obtidos DPR% de 16, 2 e de 10, 1% para NAD e PROP,
respectivamente. Esses resultados mostram que 15 extragdes sequenciais sdo possiveis com

uma mesma fibra utilizando a etapa de limpeza com agua ultrapura (por 30s) entre elas.
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5.3.7 Estabilidade

O estudo foi realizado considerando as possibilidades de armazenamento das
amostras em rotinas de analise. Dessa forma, matriz fortificada foi deixada sobre a bancada
ou congelada a -20°C; a possibilidade do armazenamento do eluato (obtido apos a etapa de
dessor¢ao dos analitos) em geladeira também foi verificada. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 18.

Tabela 18 - Dados sobre a estabilidade da matriz e do eluato.

Condigio DPR% (X, n=3) E% (X, n=3)
ATE MET PROP ATE MET PROP
3,6° 4,1° 10,4° -15,5% -11,1° 8,4°
Bancada 11,3° 1,2° 4,6° -3,9° -13,2° -14,3"
7,8°¢ 50° 11,0° 6,8° 7,7°¢ -14,2°¢
13,72 6,1° 16,7° 9,97 -14,5° 9,2°
Freezer 4,0° 13,1° 10,6° -11,9° 2,4° 2,6°
7,8¢ 52° 7,9¢ -6,6° 2,4° 7,3°¢
8,4° 10,0° 9,9° 8,6° -13,2° 1,0°
Geladeira  8,5° 2,3° 8,9° 4,8"° 10,6° 3,0°
0,1° 4,0° 8,6° 12,6° 13,2° 0,3°

Fonte: do autor.
Nota: * concentracio baixa, ® concentragio média e € concentragio alta.

Segundo o guia de validagao do FDA (2013), a amostra armazenada ¢ considerada
estavel se apresenta exatiddo de até 15% quando comparada com amostras recém preparadas.
Como observado na tabela acima, o plasma pode ser mantido a temperatura ambiente por
até 4h (tempo suficiente para a extracdo de mais de 100 amostras) e a -20°C por até 25 dias
sem prejuizos ao mesmo. O eluato também se manteve estavel a 6°C, proporcionando que o

preparo das amostras fosse realizado no dia anterior a suas analises.

5.3.8 Validacao analitica

Nos topicos seguintes sera discutida a validacdo analitica do método proposto.
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5.3.8.1 Efeito Matriz

Esse estudo foi realizado para verificar a influéncia do plasma na determinacao dos
analitos. Agua ultrapura foi usada por ser um solvente mais proximo da matriz em analise.
Os coeficientes angulares das curvas construidas em cada um dos meios (solvente e matriz)
e os valores- p do teste t de Student (5% de significancia) sdo mostrados na Tabela 19. Além
da comparagdo das médias, os testes de Shapiro Wilk e de Barlett foram aplicados

evidenciando a normalidade e a homogeneidade de variincia dos residuos (valor-p > 0,31).

Tabela 19 — Comparagdo entre os coeficientes angulares das curvas em solvente e em

matriz.

Analito B1 em matriz (X, n=3) 1 em solvente (X, n=3)  Valor-p"
ATE 0,0024 £+ 0,00012 0,0017 +0,00030 0,0145
MET 0,00773 £ 0,00610 0,00803 +0,00127 0,7304
PROP 0,00837 £ 0,00055 0,00907 £ 0,00150 0,2912

Fonte: do autor.

Os resultados indicam que a matriz nao interfere de forma significativa na
determinacdo de MET e de PROP (valor-p > 0,05). Por outro lado, diferencas
estatisticamente significativas foram obtidas entre os coeficientes das curvas construidas
para ATE (valor-p < 0,05). Sendo assim, a curva de calibra¢dao e os ensaios de validagcao

foram realizados com plasma branco fortificado.

5.3.8.2 Linearidade e tratamento estatistico das curvas

As curvas de calibragao foram construidas por meio das areas relativas em fungdo da
concentragdo dos analitos. Para assegurar um DPR% adequado, foram desconsideradas umas
das réplicas feitas (n=6) nas concentragdes de 800 e de 1000 ug L' para o MET e uma réplica
nas concentragdes de 15 e de 200 pg L' para o PROP. Os boxplots das éreas relativas obtidas

para MET e PROP em fun¢do da concentrag@o analisada sdo mostras na Figura 39 a seguir.
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Figura 39- Boxplots dos dados para o MET antes (A) e depois (B) da retirada de uma repetigdo nas
concentracdes de 800 e de 1000 pg L' e para o PROP antes (C) e ap6s (D) a retirada de
uma repeticio nas concentragdes de 15 e de 200 g L.
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Fonte: do autor.

As curvas foram ajustadas utilizando-se a funcdo Im, disponivel no pacote stats
(software R®) e, para todos os analitos, obtiveram-se curvas de regressio linear simples com
coeficientes angulares (f;) significativos. A Tabela 20 apresenta a estimativa de cada
parametro associado a curva, seus respectivos desvios-padrdo, intervalos de confianga e sua
significancia (valor-p).

Tabela 20 - Estimativas dos parametros das curvas ajustadas, desvios padrao,
intervalos de confianga e valores-p para cada um dos analitos.

Analito  Parimetro Estimativas DP L.L L.S. Valor-p
ATE Bo 0,0653 0,0638 -0,112 0,2427 0,3640
B 0,0028 <0,0001  0,0025 0,0031 <0,0001
MET Bo 0,0430 0,3550  -0,9425 1,0285 0,9090
B 0,0109 0,0008  0,0092 0,0125 < 10,0001
PROP Bo 0,0517 0,0643  -0,1529  0,2563 0,4800
B 0,0091 0,0005  0,0075 0,0107 0,0004

Fonte: do autor.
Nota: DP: desvio padrdo; L.I.: limite inferior; L.S.: limite superior.

Ainda sobre os resultados obtidos nenhuma das pressuposi¢des da analise de
regressao (normalidade, independéncia e homocedasticidade de varidncia) foi violada para
as curvas ajustadas (TABELA 21), visto que os valores-p ndo foram significativos (< 0,05).
Assim, as conclusdes obtidas a partir das mesmas foram validas. Observa-se também que
todas as curvas foram significativas, como evidenciado pela ANAVA e apresentaram valores
de coeficiente de correlagdo (r) maiores que 0,99; conforme as exigéncias dos guias de

validagdo para assegurar a linearidade do método.



Tabela 21: Anéalise das pressuposicdes das curvas ajustadas.

100

Analito Valor-p dos testes r ajustado X:sl::Fp)
Shapiro - Wilk Box - Pearce  Breusch - Pagan
ATE 0,9171 0,0589 0,7575 0,9970 <0,0001
MET 0,8059 0,2053 0,2237 0,9928 <0,0001
PROP 0,1111 0,4267 0,7694 0,9939 < 0,0004

Fonte: do autor.

médio e alto apos o processo de extracao com as fibras sdo mostrados na Figura 40 a seguir.

Os cromatogramas referentes ao branco (plasma ndo fortificado) e aos pontos baixo,

Figura 40- Cromatogramas para plasma branco (A) e plasma fortificado nas concentracdes baixa
(100, 80, 15 ug L") (B); média (C) (600, 600, 120 ug L™) e alta (1200, 100, 200 ug L™)
(D). 1- atenolol; 2 — metoprolol; 3 — propranolol; PI — nadolol (370 pg L™).
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5.3.8.3 Precisdo e exatiddo

Para a precisdo intra e inter dia, os desvios obtidos estiveram de acordo com que é
predito pelos guias de validacdo (TABELA 22), obtendo-se valores de até 20% para as
menores concentragdes e de até 15% para as demais. Ja para os resultados de exatidao intra
e inter dia, valores de £15% foram obtidos para todos os ensaios. Esses resultados estdo de
acordo com os preditos pelos guias de validacdo e mostram que o método proposto fornece

resultados confidveis para a quantificagdo dos analitos.

Tabela 22 — Precisdo e exatiddo para os fArmacos em estudo.

ATE MET PROP
18,452 14,14° 13,80°
DPR% dia1 (X, n=5) 12,92° 12,45° 13,20°
14,53° 13,60° 12,94¢
13,09 14,31° 15,89°
DPR% dia 2 (X, n=28) 14,96° 14,39 6,67°
13,58°¢ 12,62°¢ 8,67°
14,84° 12,73° 20,23°
DPR% dia 3 (X, n=11) 14,97° 14,79° 12,80°
7,93¢ 12,16° 12,32°
14,25° 6,56° 4,36°
E% dial (X, n=5) -7,13° -8,15° -9,09°
-0,53¢ -1,90°¢ 4,83°¢
-10,90° -15,24° -13,35°
E% dia2 (X, n=38) 6,90° 2,47° -7,27°
2,93¢ 14,33¢ 13,49°¢
0,47° 14,02° 14,55°
E% dia3 (X, n=11) 13,87° 13,30° 8,83°
2,12¢ 2,19¢ -14,04°¢

Fonte: do autor.
Nota: * concentracio baixa, ® concentragio média e © concentragio alta.

5.3.8.4 Limites de detecg¢do e limites de quantificacdo

Para uma maior confiabilidade, os LQs foram mantidos como os menores pontos da
curva de calibra¢do quantificados com precisdo e exatidao adequadas, ou seja: 100, 80 e 15
ug L, para ATE, MET e PROP, respectivamente. J4 os LDs foram calculados e valores de
25,6 (ATE); 14,6 (MET) e 3,8 (PROP) foram obtidos.

Vale ressaltar que os LQs s3o menores que as concentragdes esperadas dos farmacos

no plasma e que o LD para o MET cobre a concentracdo minima da faixa terapéutica por
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vezes apresentada em literatura, 35 pg L' (SCHULZ, M.; SCHMOLDT, 2003; SILVA
GRACIA et al., 2017).

5.3.8.5 Seletividade e efeito de memoria

Por meio do cromatograma obtido a partir de plasma branco (Figura 40A) € possivel
observar a auséncia de sinais nos tempos de permanéncias dos analitos e do PI, mostrando a
seletividade do método proposto.

Picos cromatograficos de baixa intensidade foram observados na injecao de segundo
branco apds a analise da matriz fortificada com o ponto alto dos analitos. No entanto, as
areas obtidas foram referentes a 0,07; 2,02; 0,21 e 0,46% (para ATE, MET, PROP e NAD,
respectivamente) dos valores obtidos com os LQs. Dessa forma, pdde-se dizer que o método

ndo apresentou efeito de memoria.

5.3.8.6 Recuperagao absoluta

Os resultados de recuperagao absoluta para cada um dos fArmacos estao dispostos na

Tabela 23 a seguir. J& a recuperagao relativa foi calculada por meio da exatidao (4.5.7.4).

Tabela 23 — Recuperacao absoluta dos analitos.

Analito Recuperacao (%)
53%
Atenolol 45"
4,8¢
5,7
Metoprolol 6,1°
4,7¢
2,9
Propranolol 3,2°
2,7¢
Nadolol 3,2

Fonte: do autor.
Nota: ® concentragdo baixa, ® concentragio média e © concentracio alta.

Mesmo com os baixos valores obtidos para a recuperagdo absoluta, o método

apresentou exatiddo adequada, o que indica a confiabilidade do mesmo. Vale ressaltar que
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recuperagdes absolutas mais baixas podem ser observadas em SPME LC-MS devido a
fatores como a competi¢do por sitios de sor¢do e a supressdo i0nica por interferentes da
matriz (SANTOS-NETO et al., 2008b; SANTOS et al., 2016). Além disso, a capacidade
extrativa do preparo de amostras foi suficiente para proporcionar LQs necessarios para os

farmacos em estudo.

5.3.8.7 Robustez

Realizou-se uma ANAVA para comparar a média dos ensaios ¢ as médias obtidas e os
valores-p do teste F sdo mostradas na Tabela 24 abaixo. Vale ressaltar que nenhuma das

pressuposicoes da ANAVA (normalidade e homocedasticidade) foi violada (valor-p <0,05).

Tabela 24- Médias para os diferentes ensaios do teste de robustez.

Teste Média (n=3) + DP
ATE MET PROP
a 1,20+0,22 7,13£0,62 1,43£0,24
b 1,13£0,09 6,40+0,79 1,53£0,25
c 1,29+0,40 7,39+0,34 1,86+0,60
d 1,29+0,05 6,84+0,85 1,28+0,16
e 1,15+0,10 7,23£1,18 1,17+0,09
f 1,29+0,11 7,31+0,65 1,49+0,03
g 1,12+0,09 5,97+0,042 1,05+0,11
h 1,03£0,08 6,53£1,13 1,49+0,10
Valor-p 0,0785 0,3560 0,3441

Fonte: do autor.

Como pode ser observado pelos valores-p (>0,07), as médias ndo podem ser
consideradas diferentes. Dessa forma, pdde-se dizer que pequenas variagdes para: volume
de extracdo e de eluicdo; tempo de extragdo e de eluicdo, composi¢do e fluxo da fase movel;
e composi¢do da fase de eluicdo, ndo alteraram de forma significativa o preparo de amostra
e o método de determinacdo proposto para ATE, MET, PROP ¢ NAD por UHPLC-MS/MS,

assegurando sua robustez.
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Cerca de 5 mL de amostras de sangue de voluntarios que faziam uso rotineiro de

ATE, MET ou PROP foram coletadas. Nenhum dos voluntarios relatou uso de NAD. O

sangue total de cada um dos voluntarios foi centrifugado e o plasma foi fortificado com o PI

(370 ng LY e diluido com NaCl previamente a etapa de extracdo (n=3).

As analises foram realizadas separadamente para cada farmaco e os cromatogramas

resultantes da andlise de amostra de trés voluntarios chamados de A (uso de atenolol), B (uso

de metoprolol) e C (uso de propranolol) sdo mostrados na Figura 41 a seguir.

Figura 41 - Cromatogramas de amostras de voluntarios que relataram uso de ATE (A), PROP (B) ¢
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Fonte: do autor.

Como visto, as microparticulas de BSA foram capazes de extrair os trés analitos de
amostras reais e valores quantificaveis dos farmacos foram obtidos, com concentragdes

contidas nas faixas de trabalho aplicadas (TABELA 25).

Tabela 25 — Concentracao dos farmacos encontrados em plasma de voluntarios.

Analito Concentragio (X+ DP,n=3) pg L
ATE 396,16 + 24,34
MET 138,06 + 19,36
PROP 131,16 + 20,27

Fonte: do autor.

As concentragcdes plasmaticas encontraram-se dentro das janelas terapéuticas
sugeridas pela literatura (SCHULZ, M.; SCHMOLDT, 2003), indicando uma terapia
eficiente com os farmacos. Mesmo a concentragdo do PROP estar um pouco acima das que
sdo ditas como efetivas (50 - 100 ug L) (MANSUR et al., 1998), leveis toxicos sdo
associados a valores acima de 500 pg L' (SCHULZ, M.; SCHMOLDT, 2003).
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6 CONCLUSOES

As microparticulas de BSA mostraram capacidade de excluir macro interferentes e
de extrair analitos de baixa massa molecular de amostras de plasma (matriz complexa),
podendo entdo ser utilizadas como material RAM para o preparo de amostras, aplicagdo
inédita do material. A sintese das particulas de BSA foi otimizada e reprodutivel.

Os ensaios de sor¢do indicaram diferengas na capacidade do material proposto em
extrair farmacos de alta (maiores ge) e de baixa taxa de ligagdo a proteinas plasmaticas
(principalmente HSA), contudo as microparticulas foram capazes de interagir de forma
eficiente com ambos. Ademais, os estudos de caracterizagao (IV, TGA, DSC, BET, potencial
zeta, DLS, MFA e MEV) foram realizados e os dados obtidos, quando pertinentes, estiveram
de acordo com os encontrados na literatura.

Os testes com o column switching nao apresentaram, até o presente momento,
viabilidade para o uso do material sintetizado em SPE online. Entretanto, sinalizaram a
capacidade das microparticulas em extrair os analitos de matriz complexa; além de
indicarem elevada vida util do material extrator.

Ja na extracdo off-line, as fibras preparadas proporcionaram um novo modelo de
preparo de amostras miniaturizado (empregando baixos volumes de amostras de pacientes e
de solventes organicos), rapido, reprodutivel, de facil manuseio e com portabilidade. O custo
acessivel para a confeccdo das fibras e a possibilidade de reuso das mesmas indicam a
viabilidade do processo proposto. Ainda, os resultados obtidos apds a otimizagdao e a
valida¢do do método reafirmaram a capacidade de extracdo dos farmacos, com limites de
deteccdo e quantificagdo adequados para o método desenvolvido. A retirada da coluna de
separagao permitiu um sistema mais simples e mais rapido. A etapa de preparo de amostras
consumiu cerca de 15 min; contudo até¢ 10 amostras podiam ser preparadas em um Unico
momento. Ja para a quantificacao dos farmacos, 3 min eram necessarios, permitindo elevada
frequéncia analitica e andlise sequencial de amostras em um método que apresentou
linearidade, precisdo e exatiddo adequadas, além de robustez para as 7 varidveis testadas.

A metodologia desenvolvida foi eficaz para a extragdo de atenolol, de metoprolol e de
propranolol de amostras de plasma de voluntarios que os utilizavam em suas rotinas e os
valores obtidos estavam dentro das concentracdes esperadas. Por ter mostrado capacidade
de interag¢do tanto com farmacos de alta quanto com os de baixa taxa de ligagdo a proteinas
plasmaticas, as microparticulas de BSA apresentam-se como material promissor para o

preparo de amostras complexas, com diversas possibilidades de aplicagao.
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