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RESUMO

Marchioni, C. Determinacdo de endocanabindides e canabindides em
amostras biolégicas de pacientes com a doenca de Parkinson por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em tandem. 2018. 148f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Os endocanabindides sdo neurotransmissores derivados do &cido araquiddnico
que se ligam aos receptores canabindides participando de diversas funcdes
cerebrais, tais como memoria, aprendizado e controle motor. Os principais
endocanabindides sdo a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG). A
Doenca de Parkinson (DP) ¢€é considerada a segunda patologia
neurodegenerativa mais comum na populacdo, sendo caracterizada pela
reducdo da influéncia dopaminérgica. Indicios mostram um aumento de AEA e
uma diminuicdo nos niveis de 2-AG em pacientes portadores da DP e em
modelos animais induzidos ao parkinsonismo. O canabidiol (CBD) & um
promissor farmaco para o tratamento da DP, pois acredita-se que apresenta um
efeito neuroprotetor na degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos. Entretanto,
0 uso do A9-Tetraidrocanabinol (A9-THC) néo é indicado, pois pode apresentar
efeitos psicotropicos e dependéncia. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS) tem sido
considerada a técnica analitica de referéncia para a determinacdo de
endocanabindides e canabindides em amostras biologicas. A cromatografia
liguida no modo column switching permite a automacado das analises através da
hifenacao da etapa de preparo de amostras bioldgicas (pré-concentracdo dos
analitos e remocdo de grande parte dos componentes endégenos) com o
sistema cromatogréafico (separacdo cromatografica e deteccdo). Neste contexto,
dois métodos analiticos online utilizando o UHPLC-MS/MS no modo column
switching foram desenvolvidos para determinacao de (a) AEA e 2-AG; (b) CBD
e A9-THC em amostras biol6gicas de pacientes com DP. Os endocanabindides
foram determinados em amostras de plasma e de liquido cefalorraquidiano
(LCR). O método UHPLC-MS/MS no modo column switching para determinacéo
dos endocanabindides com uma coluna de material de acesso restrito na
primeira dimenséo apresentou linearidade entre 0,100 (LIQ) a 6,00 ng mL™ para
AEA e 0,04 (LIQ) a 10,00 ng mL™* para 2-AG nas amostras de plasma. Para as
amostras de LCR a faixa linear foi de 0,45 (LIQ) a 9,00 ng mL! para AEA e 1,40
(LIQ) a 180 ng mL?! para o 2-AG. Os valores de exatiddo ficaram abaixo de
14,2% e de precisédo abaixo de 11,1% (excluindo LIQ) para os dois analitos. Os
métodos ndo apresentaram efeito residual e nem efeito matriz. Os analitos
mostraram ser estaveis apo6s ciclos de congelamento/descongelamento e no
teste a curto e longo prazo. Estes métodos foram empregados para analise 70
amostras de plasma e 66 de LCR. Para a determinacao (UHPLC-MS/MS no
modo column switching) de CBD e A9-THC em amostras de plasma foi
sintetizada a fase molecularmente impressa (MIP) monolitica em capilar de silica
fundida (in situ). A sintese apresentou boa rentabilidade utilizando pequena
massa da molécula molde (CBD reduzido). O método online, utilizando o capilar
MIP na primeira dimenséo, apresentou linearidade entre 10 e 300 ng mL* (CBD
e A9-THC). A precisao variou entre 0,2 e 10,3% para os dois analitos e a exatidao



foi inferior a 4,4% (excluindo o LIQ). O efeito residual e o efeito matriz ficaram
dentro dos parametros estabelecidos pela ANVISA. Por fim, o método foi
aplicado satisfatoriamente na determinagéo de CBD e A9-THC em amostras de
plasma de pacientes em terapia com CBD.

Palavra-chave: = Anandamida.  2-araquidonilglicerol. =~ Canabidiol. = A9-
tetraidrocanabinol. Doenca de Parkinson. UHPLC-MS/MS no modo column
switching. In-tube SPME. Polimero Molecularmente Impresso.



ABSTRACT

Marchioni, C. Determination of endocannabinoids and cannabinoids in
biological samples from patients with Parkinson's disease by ultrahigh-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 2018.
148f. Thesis (Ph.D. —Degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Endocannabinoids are neurotransmitters derived from arachidonic acid; they bind
to cannabinoid receptors and participate in various brain functions, such as
memory, learning, and motor control. Anandamide (AEA) and 2-
arachidonoylglycerol (2-AG) are the main endocannabinoids. Parkinson's
disease (PD) is considered the second most common neurodegenerative
pathology in the population, being characterized by reduced dopaminergic
influence. Evidence shows an increase in AEA and a decrease in 2-AG levels in
patients with PD and in animal models with induced parkinsonism. Cannabidiol
(CBD) is a promising drug to treat PD: it is believed to have a neuroprotective
effect on dopaminergic degeneration. However, the wuse of A9-
Tetrahydrocannabinol (A9-THC) is not indicated because it may lead to
psychotropic effects and dependence. High-performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) has been considered the
benchmark analytical technique to determine endocannabinoids and
cannabinoids in biological samples. Column switching allows analysis to be
automated through hyphenation of the biological sample preparation stage
(analytes pre-concentration and removal of most endogenous components) with
the chromatographic system (chromatographic separation and detection). In this
context, we have developed two online analytical methods based on UHPLC-
MS/MS in the column switching mode to determine (a) AEA and 2-AG and (b)
CBD and A9-THC in biological samples from patients with PD. Endocannabinoids
were determined in plasma and cerebrospinal fluid (CSF) samples. The UHPLC-
MS/MS method in the column switching mode for determination of
endocannabinoids with a column of restricted access material in the first
dimension showed linearity between 0.100 (LIQ) and 6.00 ng mL! for AEA and
0.04 (LIQ) to 10.00 ng mL* for 2-AG in plasma samples. For CSF samples, the
linear range was from 0.45 (LIQ) to 9.00 ng mL"* for AEA and from 1.40 (LIQ) to
180 ng mL* for 2-AG. The accuracy values were below 14.2% and precision
below 11.1% (excluding LIQ) for the two analytes. The methods had no residual
effect or matrix effect. The analytes were stable after freeze/thaw cycles and in
the short- and long-term test. These methods were used to analyze 70 plasma
and 66 CSF samples. To determine CBD and A9-THC in plasma samples
(UHPLC-MS/MS in column switching mode), we synthesized a molecularly
imprinted polymer (MIP) in the fused silica capillary (in situ). The synthesis
showed good profitability because it required small mass of the template
molecule (reduced CBD). The online method based on the MIP capillary in the
first dimension showed linearity between 10 and 300 ng mL* (CBD and A9-THC).
Precision ranged from 0.2 to 10.3% for the two analytes and the accuracy was
less than 4.4% (excluding LIQ). The residual effect and the matrix effect were
within the parameters established by ANVISA. Finally, the method was



satisfactorily applied to determine CBD and A9-THC in plasma samples from
patients on CBD therapy.

Keywords: Anandamide. 2-arachidonoylglycerol. Cannabidiol. A9-
Tetrahydrocannabinol. Parkinson's disease. Column switching UHPLC-MS/MS.
In-tube SPME. Molecularly imprinted polymer.
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INTRODUCAO GERAL

I.1 Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP), descrita por James Parkinson, em 1817, tem
sido considerada a segunda patologia neurodegenerativa mais frequente na
populacao, afetando cerca de um por cento dos adultos com mais de 65 anos de
idade, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (CHRISTIAN
R. BAUMANN, 2012). No Brasil, os dados epidemiologicos sdo escassos, mas
acredita-se que 200 mil pessoas sejam acometidas pela doenca
(VALCARENGHI et al., 2018).

A DP é caracterizada pela reducdo da influéncia dopaminérgica
nigroestriatal e cortical. As caracteristicas histopatologicas da doenca incluem a
perda neuronal, despigmentacéo da substancia nigra compacta e a presenca de
corpusculos de Lewy, que sdo inclusdes citoplasméticas eosinofilicas nos
neurdnios remanescentes (SCHRAG, 2004).

A DP é caracterizada por quatro sintomas classicos: (1) tremor em repouso;
(2) bradicinesia; (3) rigidez e (4) instabilidade postural. Além dessas alteracées
motoras, 0s pacientes apresentam inumeros sinais e sintomas ndo motores
como: distarbios do sono, perda do olfato, alteracdes neuropsiquiatricas, entre
outros. As anormalidades neuropsiquiatricas mais comumente observadas sao
transtornos de humor e de ansiedade, alteracbes de personalidade, perda
cognitiva, delirios e alucinacdes (SCHRAG, 2004).

A prevencao primaria da DP néo tem sido realizada devido a auséncia de
marcadores biologicos (SAUDE, 2017), por isso estudos de biomarcadores da
DP tém sido realizados para o diagndstico precoce desta patologia. Neste
contexto, os endocanabindides, neurotransmissores que se ligam aos receptores
canabindides, principalmente a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-
AG), tém sido avaliados em amostras biologicas. Inovadores métodos analiticos
de alta sensibilidade tém sido desenvolvidos para a determinagcdo destes
enddgenos presentes amostras bioldgicas em niveis de sub-tracos.

A influéncia dos endocanabindides na fisiopatologia da DP ainda é pouco
compreendida. O que se tem conhecimento € que os receptores canabindides e

dopaminérgicos estdo localizados nos neurdnios estriatais. A deficiéncia de



dopamina na DP causaria uma hiperatividade dos receptores dopaminérgicos do
tipo 2 (D2), gerando um aumento na producdo de AEA. A0 mesmo tempo, 0s
endocanabindides, que sdo sintetizados em neurbnios poés-sinapticos apdés
ativacdo dos receptores dopaminérgicos (D2), agiriam nos neurdnios pré-
sinapticos como moduladores da liberacdo de dopamina. A deficiéncia de
dopamina, por outro lado, provoca uma hipoatividade dos receptores
dopaminérgicos do tipo 1 (D1), inibindo excessivamente areas do cérebro que
controlam o sistema motor, sendo responsavel pelo inicio do Parkinson (Figura
1). (GIUFFRIDA; MARTINEZ, 2017; GIUFFRIDA; MCMAHON, 2010).

Figura 1. Esquema da interacdo do sistema dopaminérgico e endocanabindide

na DP
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Fonte: préprio autor

Alguns estudos realizados em modelos de animais (roedores) induzidos ao
parkinsonismo mostraram que ha um aumento dos niveis de endocanabindides,
principalmente AEA (DI MARZO, 2000; KLUGER et al., 2015). Segundo Obeso
et al. (2004), a estimulacéo do sistema dopaminérgico resulta na diminuicdo dos
niveis dos endocanabindides, contribuindo para o desenvolvimento de
discinesias associadas ao tratamento da DP (OBESO et al., 2004).

Pisani et al. (2010) comprovaram que pacientes portadores de DP sem

tratamento apresentaram um aumento de AEA (6 a 17 pmol mL~" no grupo PD,



enguanto no grupo controle variou de 2 a 9 pmol mL™"). Contudo, quando em
tratamento crénico com reposicédo de dopamina, os niveis de AEA voltaram ao
normal (PISANI et al., 2010).

Quanto a influéncia do 2-AG na PD, um estudo mais recente em modelo de
camundongo induzidos com a doenca, mostrou que o 2-AG tem um potencial
efeito neuroprotetor. Inicialmente, os autores observaram uma diminuicdo do
nivel de 2-AG quando a PD foi induzida em camundongos. Apds a adicédo
exdgena de 2-AG ou a adicdo de um inibidor especifico da enzima
monoacilglicerol lipase, que controla o metabolismo dos endocanabindides, o
efeito protetor do 2-AG foi pronunciado (MOUNSEY et al., 2015).

O tratamento medicamentoso da DP tem como principal objetivo a redugéo
da progressao da doenca e controle dos sintomas. Segundo Protocolo Clinico,
os medicamentos que vém sendo utilizados s&o: levodopa, agonistas
dopaminérgicos, inibidores da monoamino-oxidase B, inibidores da catecol-O-
metiltransferase, anticolinérgicos e antiglutamatérgicos (SAUDE, 2017).

O medicamento de primeira escolha, e o mais utilizado, € a levodopa. Este
farmaco promove melhora acentuada dos sintomas motores, porém o tratamento
prolongado ndo interrompe a progressdo da doenca e o0 aparecimento de
complicagbes motoras, que incluem as discinesias e as falhas no efeito
sintomatico motor (FERRAZ, H.B., BORGES, 2002). Devido a estes efeitos
adversos, sobretudo aos causados em longo prazo, terapias alternativas vém
sendo avaliadas. As possibilidades medicamentosas incluem utilizacdo de
pramipexol, tolcapona, entacapona ou associacdes de farmacos agonistas de
dopamina com doses reduzidas de levodopa (SAUDE, 2017).

Devido as crescentes evidéncias que confirmam a estreita relacéo entre o
sistema dopaminérgico e endocanabindide, os derivados da Cannabis tém sido
avaliados como alternativas nao-dopaminérgicas para o tratamento da DP.
Alguns estudos clinicos indicam que o canabidiol (CBD) € um promissor farmaco
para o tratamento da DP, pois melhora os sintomas psicoticos e a qualidade de
vida dos pacientes (CHAGAS et al., 2014a, 2014b; JOSE MARTINEZ-ORGADO
et al., 2007; MECHOULAM; PARKER; GALLILY, 2002; SAGREDO et al., 2007;
ZUARDI et al., 2009).

No entanto, existem pouco estudos sobre o mecanismo de acdo e a

farmacocinética do CBD. Assim, métodos analiticos de alta sensibilidade para



determinacdo deste farmaco alternativo em amostras bioldgicas tém sido

desenvolvidos.



CAPITULO 1

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
em tandem no modo column switching para a analise direta de

endocanabindides em amostras de plasma e liquido cefalorraquidiano



CAPITULO 1

1.1 Introducéao

1.1.1 Endocanabindides

Os endocanabinodides sdo substancias enddgenas derivadas do &cido
araquidénico que se ligam aos receptores canabindides do tipo 1 e 2 (CB1 e
CB2), agindo como agonistas. Os receptores CB1 sao altamente abundantes no
sistema nervoso central nas terminacdes dos neurdnios, participando da
regulagdo da neurotransmissao. Os CB2 aparecem associados ao sistema
imune periférico, aos neurdnios do tronco cerebral e a microglia (FAGAN;
CAMPBLLE, 2014).

Os principais endocanabindides sao N-araquidonoil etanolamina ou como
também é conhecida, anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Figura
2). Esses neurotransmissores participam de diversas fungbes cerebrais, tais
como memoria, aprendizado e controle motor (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2000).

Figura 2. Estrutura quimica dos endocanabindides

AEA 2-AG

Fonte: préprio autor

Os endocanabinoides tém sido determinados em diversas matrizes
bioldgicas, como: plasma, liquido (LCR), sémen, tecidos neurais, soro, placenta
e cabelo (AMOAKO et al., 2010; BALVERS; VERHOECKX; WITKAMP, 2009;
BALVERS et al., 2013; IVANOV; BORCHERT; HINZ, 2015; JUNG et al., 2012;
LAM; MARCZYLO; KONJE, 2010; LAM et al., 2008; LEHTONEN et al., 2011;
LEWEKE et al., 2007; LIPUT et al., 2014; MARCZYLO et al., 2009; OBATA et



al., 2003; OTTRIA et al., 2014; SCHREIBER et al., 2007; SERGI et al., 2013b;
ZOERNER et al.,, 2012). Entretanto, as concentracfes encontradas nessas
amostras sao muito distintas. No LCR, por exemplo, em pacientes saudaveis, as
concentracdes determinadas tém sido de aproximadamente 0,83 ng mL™* para
AEA e 26 ng mL* para 2-AG (CENTONZE et al., 2007). JA para amostras de
plasma (pacientes saudaveis) as concentracées tém sido de 0,14 ng mL* para
AEA e 0,23 ng mL* para 2-AG (BALVERS et al., 2013).

Em determinagfes quantitativas, o material biolégico a ser utilizado
depende, principalmente, de dois fatores: a finalidade da analise e a natureza do
analito (MOREAU; SIQUEIRA, 2008). Dessa forma, ao se tratar de
endocanabindides relacionado a doenca neurologica é de praxe optar pela
utilizacdo do LCR, uma vez que este material faz parte do sistema nervoso
central. No entanto, a coleta desta amostra é invasiva, dolorosa, necessita de
profissionais especializados para coleta e ambiente hospitalar. Até o presente
momento ndo ha estudos que correlacionem as concentracdes plasméticas de
AEA e 2-AG com as obtidas em LCR.

1.1.2 Métodos analiticos para a determinacéo de endocanabindides em amostras

biolégicas

A determinacdo de endocanabindides tem sido realizada, nos ultimos anos,
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccdo de
ultravioleta (UV), fluorescéncia (FL) e espectrometria de massas (MS); ou
cromatografia liquida de ultra performance acoplada com espectrometria de
massas em tandem (UHPLC-MS/MS). A deteccdo MS/MS fornece identificacédo
inequivoca dos analitos (Tabela 1).

Os trabalhos mais recentes descritos na literatura empregam a técnica LC-
MS/MS, em razdo da alta sensibilidade, seletividade, frequéncia analitica e n&o
requer a etapa de derivatizacdo (BALVERS et al., 2013; GACHET et al., 2015;
HAN et al., 2013; OTTRIA et al., 2014; Ql et al., 2015).

A cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UHPLC) surgiu com o advento
da coluna com particulas porosas sub-2 ym. Essa inovacao resulta em altas
velocidades lineares da fase movel que favorecem a resolucao e sensibilidade

do método, além de reduzir o tempo de andlise e o consumo de solventes, em



comparacdo com a HPLC convencional (KUCEROVA, B., KRCMOVA, L.,
SOLICHOVA, D., PLISEK, J., SOLICH, P., 2013).

Em razdo da complexidade dos fluidos biol6gicos, eles ndo sao
introduzidos em seu estado in natura em sistemas LC-MS/MS, pois apresentam
interferentes, principalmente as proteinas que podem (i) adsorver de forma
irreversivel junto a coluna analitica, modificando a retencdo dos analitos, (ii)
coeluir com os analitos durante a separacédo cromatogréfica ou (iii) suprimir a
ionizagdo dos analitos. Portanto, a etapa de preparo de amostras tem sido
requerida no desenvolvimento de métodos analiticos, para eliminar os
interferentes e pré-concentrar os analitos, quase sempre presentes em niveis de
tracos em amostras bioldgicas (QUEIROZ, 2011).

As técnicas de preparo de amostras: precipitacdo de proteinas, extracdo
liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase sélida (SPE) tém sido as técnicas mais
utilizadas no desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacédo dos
endocanabindides e canabinodides naturais em diferentes amostras, como
plasma, soro, cérebro, células tronco, LCR, urina, cabelo, dentre outras (Tabela
1).

A precipitacdo de proteinas com solvente organico (principalmente
acetonitrila) € a abordagem de preparo de amostras mais simples para a
exclusdo de proteinas. A precipitacdo de proteinas geralmente é realizada a
baixa temperatura (NIESSEN, 2006).

Com base na lipofilicidade dos endocanabindides, a LLE tem sido
conduzida com solventes imisciveis em agua, incluindo cloroférmio, tolueno e
misturas de cloroformio / metanol e de acetato de etila / hexano (ZOERNER et
al., 2011).

A SPE para a determinacéo de endocanabinodides em amostras biolégicas
tem sido realizada com a utilizagédo de fases estacionarias octadecil silica (C18)
(ZOERNER et al., 2011).

Além das técnicas de preparo de amostra convencional, alguns autores tém
trabalhado no desenvolvimento de técnicas analiticas que requerem menor
tempo de analise, permitem a automacdo do processo e demandam menor
volume de solvente organico e de amostra bioldgica. Essas metodologias

incluem: microextracdo em fase sdlida e column switching (Tabela 1).
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Tabela 1. Técnicas analiticas para a determinacao de endocanabinéides em
amostras biolégicas

Descrigdo do Método

Analitos Amostra REEICHEES

FE:ODS
LCR FM: metanol:agua. ) LOD:0,025 pmol  (SCHREIBER
AEA (L mL) SPE (Eluicao por LC-MS mL-L etal.,, 2007)
radiente

FE=C18
FM =2 mM de
acetato de amobnio +

L LAM et al.
0,1% de acido ( !
Placenta R . UHPLC — 2008;
AEA (100 mg) SPE formlco.acet(’)n.ltnla + MS/MS 0,22 fmol MARCZYLO et
0,1% de acido |
férmico. al., 2010)
(Eluicéo por

radiente

o FE: C18
' Cérebro FM: agua:
IF‘,E': humano LLE acetonitrila: acido LC-MS/MS 0,5nM - 189 nM (LE; ngllEl')\l et
OEA e’2- (1-3 mg) férmico (33:67:0,1) "
AG (Isocrético)

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE: C18
FM: acetato de
Plasma amonio
2-AGe humano LLE 2mmol:metanol com LC-MS/MS 0,5nM (ZOERNER et
AEA 2mmol de acetato de al., 2012)
(250 L) P
amonio.
(Eluicéo por
radiente

FE =C8
FM =
AEA, 2- agua/metanol/acetonitrila
AG, DHEA, Plasma L (40/40/20) com 0,1%
DLE, OEA, humano Eée::gzzﬁzg acido férmico: LC-MS/MS 0,019 - 0,771 ng mL? étBQvalf)T:?)
PEA e (100 pL) metanol/acetonitrila "
SEA (70/30) com 0,1% &acido

férmico.
Eluicao por gradiente

2-AG, Cérebro FE =C18

AEA, LEA pos- FM = agua/ acetonitrila/ UHPLC- (MUGURUZ
DHEA, mortem SLE acido férmico (33:67:0,1, MS/MS 0,4 - 40 ng mL? Aetal.,
PEA e 05-1,0 vIVIv) 2013)

OEA Eluicdo isocratica

FE = Zorbax C18
Plasma FM = 4gua com 5mM de
humano LLE formiato de aménio/ LC-MS/MS 0,1-0,5ng mL?
(0,5 mL) metanol
Eluicdo por gradiente

AEA e
2-AG

(THIEME et
al., 2014)

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE =C18
AEA . FM = acido férmico (BYSTROW
2-AG, Ceérebro (0,02M) em acetonitrila / SKA;
OEA, de rato SLE éci’do férmico (0,02M) em LC-MS/MS 0,2-0,8ngg* SMAGA,
PEA, and (10 mg) A ’ 2014)
LEA agua

Eluicao por gradiente

FE: C18
FM: 1 mM de acetato de
amonio + 0,1% de &cido

Cérebro acético em metanol:1
A O otres  oreciplacio mM de acetato de LC-MS 05-1angmer  (HPZR el
(50 mg) amonio, 0,1% de acido

acético e 5% de metanol
em agua.
Eluicao por gradiente

FE = 10 mM amoénio (Ql et al
AEAe2-  Cérebro SLE FM = acetate / LC-MS/MS 25 - 50 fmol 2015)
AG de rato acetonitrila

Eluicéo isocratica

FE: C18
FM: metanol com 2mM
AEA,LEA, de acetato de amonio
2-AG e Plasma SPE +dguacom 2mMde  LC-MSIMS ~ 01-190ngmLt  (GACHETet
humano P al., 2015)
outros acetato de aménio e

0,1% &cido férmico.
Eluicdo por gradiente

FE: C18
AEA, 2- Células féﬁm;c%,'i(?e?oenﬁﬁ:gfz- (IVANOV;
AG, OEA tronco LLE opanol (60:40) com LC-MS 0,3-5ng mL? BORCHERT;
e PEA 1 mL) prop : HINZ, 2015)

0,2% de &cido férmico.
(Eluicdo por gradiente)

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

AEA,2-  Plasma FE = C18 (GOUVEIA-
AG, OEA, humano FM = agua/ UHPLC- FIGUEIRA;
DEAand (300 - SPE  CHsCOONHsem metanol  MS/MS 0,0005-2.1pg NORDING,

SEA 500 pL Eluicdo por gradiente 2015

Plasma FE = Kinetex C18
humano FM = 0,2% acido acético
AEA e 2- A LLE, SPE ! L 1 (GARST et al.,
AG Tecido de and SLE em ggua/ 0,1% ac_|d_0 LC-MS 0,5-1,0mg mL 2016)
aorta férmico em acetonitrila
500 mL Eluicao por gradiente

Plasma FM = Zg:aefnigr%gl com
AEA, 2-AG  humano SPE 10 MM de acetate de  LC-MS/MS 7.3 pg - 18 pg (CLAESON et
e outros (650 — , al., 2017)
amonio
750 pL)

Eluicdo por gradiente

NADA,
AEA, DEA,
DHEA, FE = Agilent Polaris-
DGLEA, HR-Chip C18
2-AGE, LCR FM = 10 mM é&cido nano LC- (KANTAE et
LEA, (1,5 mL) LLE férmicol dgua: MS/MS 0.9 -61,2pM al., 2017)
O-AEA, acetonitrila
2-AG, (Eluicéo por gradiente)
SEA, OEA,
and PEA

Tabela 1 continua...
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Continuacado da Tabela 1...

Descricdo do Método

Analitos Amostra . . Referéncias
Condicdes Sistema de

cromatograficas Deteccao
Coluna 1D
FE = capilar de liquido
ibnico polimérico

Extracao

| FM = agua (SOUZA:
Plasma 1 .
AEﬁé 2- humano In-tube SPME Coluna 2D ll</||_|SF/)I\I7ICS: 0,05-0,1ng mL gSENIL%%

(400 pL) FE = Kinetex C18 2018) '

FM = agua com 0,5%
de &cido formico/
acetonitrila (30:70, v/v)
(Eluicdo isocratica)
Sendo: LIQ = limite de quantificacdo; AEA = anandamida/ N-araquidonoiletanolamina; LCR= liquido
cefalorraquidiano; SPE = extracdo em fase sdlida; FE = fase estacionéaria; FM = fase mével; LC-MS =
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; LOD = limite de determinacdo; UHPLC-MS/MS
= cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem; NAEs = N-
aciletanolaminas; LLE = extracdo liquido-liquido; DHEA = docosahexaenoil etanolamida; LEA = N-
linoleoiletanolamida; PEA = palmitoil etanolamida; OEA = oleoil etanolamida; 2-AG = 2-araquidonilglicerol;
LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; LNEA = N- a —
linoleoiletanolamida; DLE = dihomo-linolenoil etanolamida; SEA = etanolamida stearoil; u-SPE = micro
extracdo em fase sdlida; SLE = extracdo sdlido-liquido; EC = endocanabindides; DEA = docosatetraenoil
etanolamida; SALLE = extracao liquido-liquido auxiliada por salting-out; NADA = N-araquidonoilopopamina;
DGLEA = N-dihomo-y-linolenoil etanolamida; 2-AGE = 2-araquidonilglicerol ether; O-AEA = O-araquidonoil
etanolamida ; NaGLy = N-araquidonil-glicina ; in-tube SPME = microextracdo em fase sélida no capilar.

1.1.3 Cromatografia liquida no modo column switching

Visando minimizar o consumo de solvente organico, do volume da
amostra, a miniaturizacéo dos sistemas analiticos, a hifenacé@o de técnicas e a
automacao (high-throughput performance), a quimica analitica moderna tem sido
direcionada para o desenvolvimento de novas técnicas analiticas. Nesse
contexto, podemos destacar a cromatografia liquida no modo column switching
(KATAOKA; SAITO, 2012; MOLINER-MARTINEZ et al., 2015).

A cromatografia liquida no modo column switching permite a automacgéao
das andlises através da hifenacdo da etapa de preparo de amostras bioldgicas
(pré-concentracdo dos analitos e remocdo de grande parte dos interferentes)
com o sistema cromatografico (separacao cromatografica e deteccéo), reduzindo
o tempo da analise, o volume das amostras biologicas e de solventes organicos.
Os sistemas automatizados favorecem a precisao e exatiddo dos métodos.

O sistema multidimensional de cromatografia liqguida no modo column
switching, geralmente, € constituido por duas colunas com diferentes dimensdes

e fases estacionarias com distintos mecanismos de sorcdo; uma véalvula com
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multiplos porticos e uma ou mais bombas HPLC de alta pressdo (CAMPINS-
FALCO; HERRAEZ-HERNANDEZ; SEVILLANO-CABEZA, 1993; KATAOKA;
SAITO, 2012). O preparo da amostra é realizado na primeira dimensao do
sistema (coluna 1D) e na segunda dimensdo (coluna 2D), a separacgéo
cromatografica.

Diferentes sorventes seletivos tém sido utilizados na primeira dimensao,
como, por exemplo, os materiais de acesso restrito (RAM), imunosorventes,
polimero molecularmente impresso (MIP), fases monoliticas, liquidos i6nicos,
dentre outros (KATAOKA; SAITO, 2012).

As técnicas column switching tém sido utilizadas em diversas areas, tais

como: ambiental, alimentos, farmacéutica, forense e analises bioldgicas. Na

Tabela 2, estdo exemplificadas algumas dessas aplicagdes.

Tabela 2. AEIicaiGes do column switchini na analise de diferentes substancias

Sistema de

Analito Amostra Coluna 1D Coluna 2D deteccio Referéncia
DL- Erva MIP monolitico
tetrahidropalmatine Chinesa (50 mm x 4 mm i.d.) oDS HPLC-UV (OU et al., 2006)
. . . RAM-MIP-SG
Sulfonamidas Leite bovino (40 mm x 4,6 mm i.d.) C18 LC-UV (XU et al., 2010)
Inibidor da Plasma Cc18
topoisomerase humano (10cm x 2,1 mmi.d.) c18 LC-MS/MS (KAMEI et al., 2011)
(DE OLIVEIRA ISAC
MORAES, G., DA
. Plasma RAM-MIP-BSA SILVA, L.M., DOS
I e (10 cm x 4,6 mm i.d.) e =Lty SANTOS-NETO, A.J.,
FLORENZANO, F.H.,
FIGUEIREDO, 2013)
- - Plasma C18 (WICKREMSINHE et
Quimioterapico humano (3 mm x 20 mm i.d.) c18 LC-MS/MS al., 2013)
Xantina . . RAM-C18
oxidadase Leite bovino (20 mm x 2 mm i.d.) C18 LC-DAD (Ll etal., 2014)
L1-nor-9- Cabelo

carboxi-tetra- h C18 (50 mm x 3 mm i.d.) C18 LC-MS3 (PARK et al., 2014)

. . umano
hidrocanabinol

. Plasma RAM-BSA (FAGUNDES et al.,
SEEHIES humano (30 mm x 4,6 mm) S i 2014)

Acidos alquil Urina RAM-ADS-C18 (ECKERT; GOEN,
mercaptaricos Humana (4mm x 25 mm i.d.) c18 LC-MS/MS 2014)
Antidepressivos,
anticonvulsivante, Plasma Coluna monolitica (DOMINGUES et al.,

ansioliticos e humano (4,5 cm x 530 pm i.d.) St e 2015)

antipsicoticos .

. < Nanofibra de poliamida (PARMOVA et al.,
Bisfenol A Agua (5mm x 4,6 mm) Cc18 HPLC-FD 2017)
. : Plasma Oasis HLB . UHPLC-
Benzodiazepinos humano (20 mm x 2.1 mm i.d.) Sumipax ODS MS/MS (LEE et al., 2017)
Tetraciclinas ~ Leite bovino ~ "\anotubo de carbono c18 LC-UV (DE FARIA et al., 2017)

(10 mm x4 mm i.d.)
Sendo: MIP = polimero molecularmente impresso; HPLC-UV = cromatografia liquida de alta
performance acoplada com detector de ultravioleta; LC-UV = cromatografia liquida acoplada com
detector de ultravioleta; RAM-MIP-SG = material de acesso restrito- polimero molecularmente
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impresso- silica gel; LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem; RAM-MIP-BSA = material de acesso restrito- polimero molecularmente impresso-
albumina sérica bovina; LC-DAD = cromatografia liquida acoplada ao detector de arranjo de
diodo; HPLC = cromatografia liquida de alta performance; UHPLC-MS/MS = cromatografia
liguida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas em tandem; LC-FD =
cromatografia liquisa acoplada ao detector de fluorescéncia.

1.1.4 Sorvente para a cromatografia liquida no modo column switching: Material

de Acesso Restrito

A cromatografia liquida no modo column switching tem utilizado como
sorvente da primeira dimenséao diferentes materiais, entre eles os RAM.

O desenvolvimento dessas fases estacionarias permite, na maioria das
vezes, a introducdo (injecdo) direta das amostras bioldégicas em sistemas
cromatograficos. A automacédo das analises permite o aumento da frequéncia
analitica e minimiza tanto a exposicdo dos analistas aos fluidos bioldgicos,
quanto os erros humanos decorrentes da andlise manual.

As fases estacionarias combinam os principios da cromatografia de
exclusdo e da cromatografia em fase reversa. A superficie hidrofilica
biocompativel das particulas hidrofébicas impede a adsorcdo de
macromoléculas da matriz biolégica na fase estacionaria, e as particulas
hidrofébicas (suportes de silica, C8 ou C18) sao responsaveis pela pré-
concentracdo (particdo) das micromoléculas (neurotransmissores).

As macromoléculas podem ser excluidas por barreira de difuséo fisica,
considerando o didametro do poro, ou por barreira de difusdo quimica criada por
uma cadeia proteica (ou polimérica), na superficie externa da particula
(SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004b).

Algumas colunas (1D) com fases estacionéarias a base de RAM encontram-
se disponiveis comercialmente, como € o caso da RAM-C8 RP-8 ADS (25 mm x
4 mm x 25 um) (Merck®, EUA). Essa fase apresenta particulas de silica gel
esféricas (25 pm) com modificagdo alquil (C8) na superficie interna e modificacédo
diol na superficie externa dos poros (Figura 3). A coluna RAM-C18 (1D), junto ao
sistema column switching, permite a exclusdo (barreira de difusdo fisica) das
proteinas da amostra de plasma/ LCR e pré-concentracédo dos analitos em fase
reversa atraves da particdo (MERCK MILLIPORE, [s.d.]).



Figura 3. Coluna 1D RAM-C8 RP-8 ADS
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1.1l Objetivos

Objetivo Geral

Desenvolver um método online por UHPLC-MS/MS, no modo column
switching, para a determinacéo de endocanabindides, AEA e 2-AG, em niveis de

tragcos em amostras de plasma e LCR de pacientes com a DP.

Objetivos Especificos

- Avaliar as condi¢gdes MS/MS para monitoramento dos endocanabindides
em fase reversa.

- Desenvolver o método online por UHPLC-MS/MS, no modo column
switching, com a coluna RAM-C8 RP-8 ADS, na primeira dimensédo e fase
reversa na segunda dimensdo, para a determinacdo de AEA e 2-AG em
amostras de plasma de pacientes com a DP.

- Validar os métodos desenvolvidos baseado nas normas da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (RDC n° 27/2012).

- Desenvolver o método online por UHPLC-MS/MS, no modo column
switching, com a coluna RAM-C8 RP-8 ADS na primeira dimensao e fase reversa
na segunda dimensdao para a determinacao de AEA e 2-AG em amostras de LCR
de pacientes com a DP.

- Determinar os endocanabindides, AEA e 2-AG, em amostras de plasma
de pacientes com a DP.

- Comparar as concentracdes plasmaticas de AEA e 2-AG de pacientes
com a DP com as determinadas para o grupo controle (sujeitos que néo
apresentam doencas neuroldgicas).

- Comparar as concentracfes plasmaticas de endocanabindides com as

encontradas em amostras de LCR, a fim de avaliar a correlagéo.
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1.1l Materiais e Métodos

1.1ll.1 Reagentes e padrbes analiticos

Os padrdes analiticos de AEA, AEA d4, 2-AG e 2-AG ds foram adquiridas
da Cayman Chemical (Michigan, USA). Foram preparadas as solu¢des estoques
na concentracdo de 1000 ng mL* para AEA e 2-AG. Essas solucdes estoques
foram preparadas em acetonitrila e armazenadas a - 80°C, em frascos ambar. A
partir destas solucdes, foram preparadas as solucbes diluidas em agua:
acetonitrila (90:10, v/v). A solucéo de padrao interno foi preparada com AEA d4
e 2-AG ds, nas concentracdes de 3,75 ng mL* e 18,75 ng mL1, respectivamente.
A acetonitrila, grau HPLC, acetato de amdnio e acido formico foram adquiridos
do fornecedor JT Baker (Phillipsburg, EUA). A 4gua utilizada para preparar a fase

movel foi purificada em sistema Milli-Q (18MQ) (Millipore, Sao Paulo, Brasil).

1.111.2 Casuistica e Amostras Bioldgicas

Foram obtidas amostras de plasma e de LCR de pacientes acompanhados
no Ambulatério de Doencas Extrapiramidais (EXP) e Neurologia
Comportamental (NCP) do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HCRP) sob
responsabilidade do Prof. Dr. Vitor Tumas, da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. Foram examinadas amostras de
plasma de 50 pacientes com DP e de 20 sujeitos controles sem doenca
neuroldgica (aprovacgido do Comité de Etica em Pesquisa no Anexo ).

O sangue foi coletado por puncdo venosa, em tubos contendo
anticoagulantes, EDTA. Foi centrifugado imediatamente ap6s a coleta e o
plasma foi armazenado a -80°C.

O LCR foi coletado através de uma puncéo lombar entre a terceira e quarta
vértebras. Imediatamente apos a coleta, o material foi transferido para um tubo
cbnico ambar e armazenado a - 80°C. Foram coletadas 46 amostras de LCR de
pacientes com DP e 20 amostras de pacientes controle.

As amostras de plasma e LCR (branco) foram enriquecidas com a solugao
do padrdo interno (AEA ds4 e 2-AG ds) e com a solucdo dos padrbes dos

endocanabindides (AEA e 2-AG) em diferentes concentra¢des para a avaliacdo
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das condicbes UHPLC-MS/MS no modo column switching e para a validacéo

analitica do método.

1.111.3 Avaliacao das condi¢des UHPLC-MS/MS

O sistema cromatografico utilizado no desenvolvimento do método foi o
Waters® UHPLC MS/MS bidimensional (Waters Corporation, Milford, MA, USA).
A separagdo cromatografica dos analitos foi realizada em fase reversa, com
eluicdo no modo isocratico. Dentre varias fases moveis avaliadas, a fase mével
descrita a seguir resultou em maior detectabilidade (sinal analitico) e menor
tempo de analise. Fase movel: A) Solucdo aquosa de acido formico (0,5%) e B)
Acetonitrila (30:70 v/v), na vazéo de 0,4 mL min-t. A coluna analitica utilizada foi
a Kinetex C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,7 um) (Phenomenex®, EUA), a 40° C. Para
as determinacfes quantitativas UHPLC-MS/MS foi utilizado a padronizacéo
interna, empregando padrdes isotopicos (AEA ds e 2-AG ds).

As andlises MS/MS foram realizadas em sistema de espectrometria de
massas em tandem - triplo quadrupolo Xevo® TQ-D (Waters, Milford, MA, USA).
A ionizacdo por eletrospray (ESI) foi avaliada no modo negativo e positivo. As
andlises foram realizadas no modo de monitoramento de rea¢Bes mdultiplas
(MRM), em razéo da alta seletividade e detectabilidade.

A anélise MS/MS foi avaliada através de infusao direta de solucfes padrao
dos analitos preparados em agua contendo 0,1% de acido formico: acetonitrila
(30:70, v/v). Os padrdes foram preparados isoladamente na concentracdo de
200 ng mLt. Os fragmentos, a energia do cone e a energia de colisdo foram
determinados de maneira automatica, sendo definidos dois fragmentos: um de
quantificacdo e o outro de confirmagdo. Os demais parametros, como voltagem
do capilar, fluxo dos gases e temperatura de dessolvatacdo foram avaliados

manualmente.
1.111.4 Avaliacdo das condigbes UHPLC-MS/MS no modo column switching
Os analitos foram pré-concentrados na coluna 1D RAM-C8 RP-8 ADS (25

mm X 4 mm x 25 pum) (Merck®, EUA) e os componentes endogenos da matriz

foram eluidos para o descarte com uma fase movel fraca. Com a troca de
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posicdo da valvula de injecdo, um eluente mais forte eluiu os endocanabindides
para a coluna analitica 2D.

Inicialmente, foi avaliada a fase movel para a pré-concentracdo e para
dessorcédo dos analitos. Nesse teste, uma das extremidades da coluna RAM-C8
RP-8 ADS foi conectada no portico 2 da valvula de seis porticos e a outra
extremidade no detector DAD (diode array detector), que por sua vez estava
ligado ao espectrometro de massas. A varredura foi realizada na faixa de
comprimento de onda de 190 a 800 nm.

Foi preparada uma solucéo diluida dos padrdes de endocanabindides na
concentracdo de 200 ng mL1. Os analitos foram injetados (10 pL) utilizando
como fase mével 4gua e para dessorcao foi utilizado acetonitrila. A vazao de
sorcdo dos analitos também foi avaliada, variando de 0,5 a 1,0 mL min-2.

A segunda etapa da avaliagdo do modo column switching consistiu no
aprimoramento da exclusdo dos interferentes da matriz biolégica. Para avaliar
essa etapa, diferentes concentracdes de acetonitrila (10 a 60%) foram
adicionadas a fase movel (dgua). Foram utilizadas amostra de plasma
enriguecida com os analitos nas concentracées de 17 ng mL™* para AEA e 302
ng mL* para 2-AG.

Definido a concentracdo de acetonitrila na fase movel, sem perda dos
analitos, foi avaliada a excluséo das proteinas, utilizando o detector DAD (A= 280
nm). Para o teste, foi utilizada amostra de plasma branco e foram injetados no
sistema column switching 10 pL de plasma apOs precipitacdo prévia de
proteinas. Nesse teste foi utilizada como fase moével nos primeiros minutos da
analise (2 min) a agua. Com 2 minutos a fase mével foi alterada para acetonitrila:
agua (40:60, v/v), e apos 7 minutos, acetonitrila:agua (70:30, v/v).

Por fim, foi avaliada a configuracdo do sistema UHPLC-MS/MS no modo
column switching. Os modos de fluxo reverso (pré-concentracdo e eluigdo dos
analitos ocorrem em fluxo inverso) e direto (pré-concentracdo e eluicdo dos
analitos acontecem no mesmo sentido), Figura 4, foram avaliados para a pré-
concentracdo e eluicdo dos analitos. Esses ensaios foram realizados com
solucdo dos analitos em agua: acetonitrila (90:10, v/v) nas concentracdes de 7
ng mL* para AEA e 120 ng mL? para 2-AG. Foram injetados 10 pL da solugéo

dos analitos no sistema column switching.
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Figura 4. Configuracao do sistema UHPLC-MS/MS no modo column switching
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Fonte: préprio autor

Para a avaliagdo do método UHPLC-MS/MS no modo column switching
para as amostras de LCR foi utilizada a mesma metodologia. No entanto, as
solucdes padréo utilizadas foram na concentragéo de 200 ng mL™! para AEA e 2-
AG preparadas em LCR.

1.11l.5 Pré-preparo das amostras biolégicas

Em um tubo Eppendorf de 2,0 mL, 500 pL de acetonitrila foram adicionados
a 250 pL de plasma. O tubo foi centrifugado por 15 min (9000 rpm / 15°C), o
sobrenadante (500 pL) foi coletado, seco (Concentrator plus, Eppendorf®,
Hamburg, Germany) e reconstituido em 150 pL de solugdo agua:acetonitrila.
Devido a baixa solubilidade dos analitos em agua, a adicdo de acetonitrila, em
diferentes concentragoes (0, 5, 10, 15 ou 20%), foi avaliada.

As amostras de LCR foram injetadas diretamente no sistema
cromatografico UHPLC-MS/MS no modo column switching. Essa amostra vem
sendo considerada como um plasma ultrafiltrado, em razdo da baixa
concentracdo de proteinas (SPECTOR; SNODGRASS; JOHANSON, 2015).
Além disso, este material biol6gico € menos viscoso que o plasma, permitindo a

injecdo direta no sistema UHPLC-MS/MS no modo column switching.
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1.111.6 Volume da amostra diluida injetada no sistema UHPLC-MS/MS no modo

column switching

Diferentes volumes de amostra diluida (50, 70, 100 e 150 pL) foram
injetados e avaliados no sistema UHPLC-MS/MS, a fim de obter adequada
sensibilidade para determinar os endocanabindides nas amostras bioldgicas.
Esses ensaios foram realizados com o extrato seco reconstituido provenientes
de amostras de plasma enriquecidas na concentracédo de 17 ng mL! para AEA
e 302 ng mL* para 2-AG.

Para o método utilizado amostras de LCR, foram testados volumes de
injecéo de 10, 100 e 200 pL de amostra. Nesse caso, como a amostra biolégica
in natura € injetada no sistema cromatografico, € preciso aumentar a
sensibilidade do método utilizando o menor volume possivel de amostra, uma
vez que o LCR nao esta disponivel em grande quantidade. O teste foi realizado
com amostras de LCR enriquecidas nas concentracdes de 50 ng mL* para AEA
e para 2-AG.

1.111.7 Validagéo Analitica do método UHPLC-MS/MS no modo column switching

A validagdo dos métodos analiticos foi realizada com amostras de plasma
e LCR enriguecidas com os analitos estudados em diferentes concentracées,
baseado nos critérios estabelecidos pela ANVISA - RESOLUCAO RDC Ne° 27,
DE 17 de maio de 2012. Os parametros de validacédo analitica analisados foram
0s seguintes: linearidade, limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo, efeito
matriz, efeito residual, seletividade e estabilidade (ANVISA, 2012).

1.111.7.1 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método desenvolvido, amostras de plasma
(250 pL) foram enriquecidas com as solucdes dos padrdes internos e dos
endocanabinodides, resultando em concentracdes plasmaticas de 0,10 ng mL? a
6,00 ng mL* para AEA e 0,04 ng mL?* a 10,00 ng mL™* para 2-AG. Ja as amostras
de LCR (200 pL) foram enriquecidas com os analitos nas concentracdes de 0,45

a 9,00 ng mL* para AEA e 1,40 a 180 ng mL para o 2-AG. Essas faixas de



24

concentracbes foram definidas com base nos valores normalmente
determinados em amostras bioldgicas.

As amostras de plasma e LCR (pool de amostra) sem adicao dos padroes
(n=6) foram analisadas para determinar as concentracdes enddgenas dos
endocanabindides. Para a elaboracdo das curvas analiticas, os valores medios
das areas obtidos para AEA e 2-AG foram subtraidos dos valores de area das
amostras enriquecidas com os analitos. Trés curvas analiticas foram tracadas
por meio da regressdo linear da razdo entre a area do pico dos
endocanabindides pela area do pico do padrao interno (Y) versus concentracdes
nominais dos neurotransmissores (X).

Para a utilizacdo destas curvas analiticas nas analises quantitativas, foi
calculado o coeficiente de variacdo (CV) para cada calibrador, sendo que o valor
obtido deve ser menor ou igual a 20 para o calibrador correspondente a
concentracdo nominal do limite inferior de quantificacao (LIQ), ja para os outros
calibradores, incluindo o limite superior de quantificagdo (LSQ), o CV deve ser
menor do que 15% em relacdo a concentracdo nominal.

A falta de ajuste (Lack-of-Fit) foi também determinada para avaliar se existe
algum valor anormal nos residuos e verificar o ajuste do modelo. Para o calculo
foi utilizado o programa Statistica 6.0. Para o modelo matemético gerado ser bem
ajustado, o valor de p deve ser maior que 0,05 (RAMSEY, F.L., SCHAFER,
1997).

1.111.7.2 Preciséo e Exatidao
A exatidao e precisao intra e interensaios foram determinadas por meio das
quintuplicatas (n = 5) das andlises de amostras de plasma e LCR enriquecidas

com os endocanabindides em cinco concentragdes diferentes:

» Para as amostras de plasma:

> Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) = 0,1 ng mL* para AEA e 0,04
ng mL* para 2-AG;
> Controle de Qualidade Baixo (CQB) = 0,3 ng mL* para AEA e 0,12

ng mL? para 2-AG;
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> Controle de Qualidade Médio (CQM) = 3,0 ng mL* para AEA e 5,0
ng mL* para 2-AG;

> Controle de Qualidade Alto (CQA) = 4,8 ng mL™! para AEA e 8,0 ng
mL* para 2-AG;

> Limite Superior de Quantificagdo (LSQ) = 6,0 ng mL™ para AEA e
10,0 ng mL* para 2-AG.

» Para as amostras de LCR:

> Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) = 0,45 ng mL! para AEA e
1,40 ng mL* para 2-AG;

> Controle de Qualidade Baixo (CQB) = 1,35 ng mL! para AEA e 4,20
ng mL* para 2-AG;

> Controle de Qualidade Médio (CQM) = 5,0 ng mL* para AEA e 90
ng mL1 2-AG;

> Controle de Qualidade Alto (CQA) = 7,2 ng mL* para AEA e 144
ng mL* para 2-AG;

> Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) = 9,0 ng mL™ para AEA e

180 ng mL™ para 2-AG.

Para determinar a precisao foi calculado o CV e para a exatidao foi
calculado o erro padréo relativo (EPR, Equacédo 1). Ambos valores devem ser
menores ou iguais a 15%, exceto para o LIQ que é permitido uma variacdo de
+20%.

(Concentragdo prevista-Concentragéo real)x 100

EPR = Concentragéo real

(1)

1.111.7.3 Efeito residual

O efeito residual foi avaliado comparando os cromatogramas das amostras
biolégicas sem adicdo de endocanabindides com o cromatograma
correspondente ao LIQ, sendo que 01 amostras sem endocanabindides foram

injetadas antes da andlise da amostra biologica corresponde a concentracao
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LSQ e 02 amostra (sem endocanabindides) apos esta andlise. Os sinais
analiticos de interferentes nos tempos de retencdo dos analitos devem ser

menores que 20% da resposta dos analitos em concentracao correspondente ao

LIQ.
1.111.7.4 Efeito da matriz bioldgica

Para avaliar o efeito da matriz biolégica no método UHPLC-MS/MS no
modo column switching, foram injtetadas oito diferentes amostras de matriz
bioldgica enriguecidas com os analitos em concentracdes correspondentes ao
CQB e CQA. Em todas as amostras, foram adicionadas o padrao interno. Com
os resultados foram calculados os fatores de matriz normalizado (FMN, Equacéao

2). Os valores dos CV dos FMNs devem ser inferiores a 15%.

FMN= Resposta do analito na matriz /Respostado Pl na matriz ( )

Resposta do analito em solugao/Respostado Pl em solugéo

O efeito matriz também foi avaliado pelo modo de infusdo pdés-coluna.
Nessa analise, foi introduzido, via UHPLC-MS/MS no modo column switching, a
amostra de plasma apés pré-processamento (100 uL) e, ao mesmo tempo, via
infusdo direta, foram introduzidas as solu¢des padrées dos analitos preparadas
em fase mével (7 ng mL! para AEA e 120 ng mL* para 2 AG). No cromatograma
obtido, é possivel avaliar a interferéncia dos interferentes da matriz no tempo de
retencdo dos analitos (SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004a).

1.111.7.5 Seletividade

A seletividade do método UHPLC-MS/MS, no modo column switching, foi
realizada através da comparacdo dos cromatogramas de amostras de plasma
branco de seis diferentes procedéncias e das amostras enriquecidas com o0s

analitos (AEA e 2-AG) na concentracao do LIQ.
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1.111.7.6 Estabilidade

Para avaliar a estabilidade dos analitos, foram preparadas amostras de
plasma, em triplicata, enriqguecidas com os analitos em duas concentra¢cdes (LIQ
e COB). Inicialmente, as amostras foram submetidas a trés ciclos de
congelamento a -80 ° C e descongelamento em temperatura ambiente. Apds o
terceiro ciclo as amostras, foram analisadas e a estabilidade apos ciclos de
congelamento e descongelamento foi determinada.

A estabilidade a curto prazo foi verificada em temperatura ambiente por 6
horas nos mesmos niveis de concentracéo. E, por fim, foi avaliada a estabilidade
a longo prazo. Nesse teste, as amostras foram mantidas a uma temperatura de

-80 °C e analisadas, semanalmente, por um periodo total de 6 meses.

1.111.8 Comparacado método classico (extracdo Liquido-Liquido) versus método
UHPLC-MS/MS no modo column switching para a determinagéo de AEA e 2-AG

em amostras de LCR

Foi desenvolvido e validado um método classico, de LLE com andlise por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (LLE-UHPLC-MS/MS), a fim de
comparar as concentracdes obtidas com o método inovador, UHPLC-MS/MS no
modo column switching.

Para a LLE, o método de Leweke e colaboradores (2007) foi modificado
(LEWEKE et al., 2007). Foram utilizados 1000 pyL de LCR e, inicialmente, as
poucas proteinas, foram precipitadas com acetona gelada, seguido de extracao
(particdo) com tolueno. O extrato seco foi reconstituido em 50 yL de solugéo de
agua: acetonitrila (30:70 v/v) e 10 pyL foram injetados no sistema Waters
ACQUITY UHPLC acoplado a espectrometro de massas Xevo® TQ-D
triploquadrupolo (Waters Corporation, Milford, MA, USA). A separacao foi
realizada em coluna superficialmente porosa Kinetex C18 (100 mm x 2,1 mm X
1,7 um) a 40 °C. A fase movel foi composta por: A) solugdo aquosa contendo
0,5% de &cido férmico e B) acetonitrila (30:70, v/v), com vazéo de 0,4 mL min,

no modo isocratico.
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Foram utilizadas as mesmas condicdes MS/MS definidas para o método
UHPLC-MS/MS no modo column switching. Para comparar os métodos LLE-
UHPLC-MS/MS e UHPLC-MS/MS, no modo column switching, foram analisadas
15 amostras de LCR enriquecidos com AEA e 2-AG em concentragéo de 0,5 a
50,0 ng mL* para AEA e 1,5 a 50,0 ng mL™* para 2-AG. Posteriormente, foram
realizadas as analises estatisticas de regressao dos métodos e analise de Bland-
Altmann (BABLOK, 1983).
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1.IV Resultados e Discussao

1.IV.1 Avaliagéo das condigbes MS/MS

Com as infusdes diretas das solu¢bes padrdo dos endocanabindides, as
condicbes MS/MS foram determinadas no modo MRM com ionizacdo no modo
positivo, devido as caracteristicas dos analitos. As condi¢cdes de ionizacdo
estabelecidas foram as seguintes: voltagem do capilar de 3,20 kV, temperatura
da fonte de ions: 150°C, gas de dessolvatacdo: nitrogénio, fluxo de 700 L h,
350°C, gas de colisdo: argdnio. A voltagem do cone e energia de colisdo foram
determinadas separadamente para cada analito (Tabela 3).

Foram selecionados dois ions-produto no modo MRM Daughter Scan, um
para andalise quantitativa e outro para analise qualitativa. As duas transicdes
especificas foram determinadas de maneira automatica (Tabela 3). Para a coleta
de dados foi utilizado o sistema MassLynx 4.1 e para processamentos dos dados
e gquantificacdo o software QuanLynx.

Tabela 3. Transicbes MS/MS (MRM), voltagem do cone e energia de colisdo
avaliada para os endocanabingides

Analito  Precurssor lon Produto Cone (V) Energiade Colisdo

AEA 348 62 /91 14 18 /50
2-AG 379 287 /91 24 14/ 44
AEA d4 352 66 /48 26
2-AG ds 91 /287

A AEA apresenta como pico base o de razdo massa carga (m/z) 62 que
corresponde a protonacédo da etanolamina apés a clivagem da molécula de AEA.
Para o 2-AG, o ion de quantificacdo € o de m/z 287, que € relacionado com a
protonacéo do grupo araquidonoil, conforme representado na Figura 5 (Ql et al.,
2015).
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Figura 5. Fragmentacdo das moléculas de AEA e 2-AG
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1.1V.2 Avaliacéo das condi¢des UHPLC no modo column switching

Em razdo da baixa solubilidade dos analitos em agua, esse solvente foi
utilizado com sucesso como fase moével (FM) para a sor¢cdo dos analitos na
coluna 1D. A &gua, também, é o solvente de escolha para a pré-concentracao
de analitos quando se utiliza a cromatografia reversa, pois evita alargamento de
pico quando se acopla as colunas (CAMPINS-FALCO; HERRAEZ-
HERNANDEZ; SEVILLANO-CABEZA, 1993).

Dentre as vazbes de FM avaliadas, a vazdo de 0,5 mL min? foi a que
apresentou sor¢cdo mais eficiente dos analitos. Essa vazao foi estabelecida para
gue os endocanabindides apresentassem tempo habil para interagirem com a
fase estacionaria. Ademais, a vazao elevada pode gerar a ndo reprodutibilidade
dos picos (KATAOKA,; SAITO, 2012). A dessorcao dos analitos da coluna RAM
s6 ocorreu com a adicdo de acetonitrila na fase movel, o que era esperado
devido a solubilidade dos analitos.

A segunda etapa avaliada foi a lavagem da coluna 1D. No método column
switching, essa etapa é imprescindivel e visa eliminar ao maximo os interferentes
enddgenos da matriz bioldgica. Normalmente, o solvente utilizado apresenta
menor for¢a do que o requerido para eluir o analito, assim eliminaria apenas o0s
interferentes (KATAOKA; SAITO, 2012).
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O plasma humano é um material biolégico complexo do ponto de vista
quimico, apresentando componentes de diversas polaridades, inclusive
interferentes  com  caracteristicas  fisico-quimicas semelhantes aos
endocanabindides (BROWN, 1984). Dessa forma, para exclui-los, foi necessario
utilizar um solvente com polaridade média, no caso, a escolha foi pela
acetonitrila.

Em razdo da solubilidade dos analitos em acetonitrila, foi avaliado a
concentracdo méxima deste solvente que poderia ser utilizada sem que afetasse
a pré-concentracdo da AEA e do 2-AG. Como apresentado na Figura 6, com
50% de acetonitrila houve uma diminui¢cao na sorcdo de AEA e com 60% houve
perda significativa para o 2-AG. A fase mdvel 4gua: acetonitrila (60:40 v/v) foi
selecionada para os ensaios subsequentes. Para as amostras de LCR, uma fase
movel composta por agua: acetonitrila (90:10 v/v) foi suficiente para a adequada

exclusdo de macromoléculas.

Figura 6. Influéncia da porcentagem de ACN na limpeza da coluna 1D
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A exclusao das proteinas também foi confirmada através do detector DAD
(A =280 nm). O pico referente as proteinas saem com aproximadamente 3 min,
ou seja, apos a adicao de 40% de acetonitrila. Esse pico € excluido totalmente
com cerca de 5 min, portanto, a etapa de limpeza estendeu-se por 5 min.

Foram testadas duas configuragdes: reversa e direta. No modo reverso, foi
observado que os analitos sao eluidos no tempo de 9,40 min e o pico gerado é
mais estreito e mais simétrico (nUmero de pratos tedricos = 1701). Ja quando se
analisa o modo direto, os analitos sdo eluidos com maior tempo de retencao

(aproximadamente 9,9 minutos) e o pico é mais largo (nimero de pratos tedricos
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=662), mostrando maior dispersao dos endocanabindides. Assim sendo, 0 modo
reverso foi selecionado para 0s ensaios subsequentes.

O resultado observado estéa de acordo com o que era esperado: 0s analitos
apresentam carater apolar, a coluna RAM-C8 RP-8 ADS, por sua vez, € mais
apolar do que a agua, logo, o analito apresenta maior afinidade com a fase
estacionaria, ficando retido logo no inicio. Portanto, se o fluxo é invertido o analito
é eluido em menor tempo de retencdo e com menor dispersdo (CAMPINS-
FALCO; HERRAEZ-HERNANDEZ; SEVILLANO-CABEZA, 1993). Além disso, 0
fluxo reverso também remove os interferentes fortemente ligados a fase
estacionaria (1D), apds a eluicdo da fracdo de interesse (CAMPINS-FALCO;
HERRAEZ-HERNANDEZ; SEVILLANO-CABEZA, 1993; KATAOKA; SAITO,
2012).

A configuracéao final do sistema foi estabelecida nas seguintes condicdes:
a coluna 1D foi conectada nos canais 1 e 4 do injetor, a bomba quaternaria
(QSM) no canal 2, a bomba binaria (BSM) no canal 5 e a entrada da coluna
analitica no canal 6. A bomba quaternéria foi conectada a coluna 1D e a bomba

binaria a coluna analitica (2D) (Figura 7)

Figura 7. Configuracdo final do sistema UHPLC-MS/MS no modo column
switching para analise de endocanabindides em amostras de plasma e LCR
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H20
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ACN ACN

Fonte: préprio autor

Quando a valvula esta na Posicao 1, as duas colunas sao condicionadas
com a composicao inicial das fases méveis. Em seguida, a amostra é injetada e

a fase mével, composta por agua (solvente fraco) é percolada pelo capilar 1D
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com vazdo de 0,5 mL min’, para a sorcdo dos analitos. Em seguida, ocorre a
remocado de macromoléculas da matriz biolégica. Quando a valvula do injetor
muda para a Posi¢éo 2, ocorre a eluicdo dos endocanabindides da coluna 1D e
os analitos séo transportados para a coluna analitica, com a fase mével. Em
seguida, a valvula do injetor retorna a Posicéo 1. Nesta etapa ocorre a separacao
cromatografica e deteccao dos analitos (coluna 2D), a0 mesmo tempo ocorre a
limpeza da coluna 1D. As proporc¢des das fases moéveis, bem como o tempo de
viragem da valvula estao descritos na Tabela 4 (plasma) e Tabela 5 (LCR).

Tabela 4. Condi¢cdes da andlise LC-MS/MS no modo column switching para

amostras de plasma
Bomba Binaria (BSM) Bomba Quaternaria

A = Agua + 0,5% &cido
féormico B = Acetonitrila
B = Acetonitrila

Vazdo %A %B Vazdo %A Posicéo
da valvula

Inicial 0,400 0,500 Pré-concentracao dos
endocanabinéides e
condicionamento da coluna
analitica
2.00 0,400 30 70 0,500 60 40 1 Remocao dos interferentes
7.00 0,400 30 70 0,500 60 40 2 Eluicdo dos endocanabindides
(1D) para a coluna analitica
(2D)
8.50 0,400 30 70 0,500 60 40 1 Separagado cromatografica
(2D)
8.50 — 15.00 0,400 30 70 0,500 60-10  40-100 1 Limpeza coluna RAM (1D)
15.00 - 23.00 0,400 30 70 0,500 0-100 90-0 1 Reeﬂuilibrio do sistema
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Tabela 5. Condi¢cdes da anélise LC-MS/MS no modo column switching para

amostras de LCR
Bomba Binaria (BSM) Bomba Quaternaria

(QSM)
A = Agua + 0,5% éacido A = Agua
férmico B = Acetonitrila

B = Acetonitrila

Vazdo %A %B Vazéao %A %B Posicéo
da
valvula
Inicial 0,400 30 70 0,500 100 0 Pré-concentragdo dos
endocanabinodides e
condicionamento da coluna
analitica

2.00 0,400 30 70 0,500 90 10 1 Remocéao dos interferentes
4.00 0,400 30 70 0,500 90 10 2 Eluicdo dos endocanabindides
(1D) para a coluna analitica (2D)
4.50 0,400 30 70 0,500 90 10 1 Separacdo cromatografica (2D)
4.50 - 15.00 0,400 30 70 0,500 90-0 10-100 1 Limpeza coluna RAM (1D)
15.00 - 17.00 0,400 30 70 0,500 0-100 100-0 1 Reeﬂuill’brio do sistema

Na configuracéo final, o tempo de retencao dos analitos em plasma foi: 9,40
min para AEA; 10,05 para o 2-AG; 9,40 para AEA ds4 e 10,05 para 2-AG ds. No
LCR, os tempos de retencédo foram menores devido ao tempo da viragem da
valvula (5,39 min para AEA e 6,01 para 2-AG).

1.1V.3 Pré-preparo das amostras biologicas

Devido a solubilidade dos analitos (CENTONZE et al., 2007; JARHO et al.,
1996), a adicdo de acetonitrila em solucdo aquosa para a reconstituicdo do
extrato seco, apds a precipitacdo das proteinas do plasma, como esperado,
aumentou (de até 66% para AEA e de 80% para 2-AG em relacdo as solucoes
aguosas).

Apoés avaliar as concentracfes de 5, 10, 15 e 20% de acetonitrila, foi
estabelecido que com 10% do solvente houve a maior recuperacdo dos
endocanabindides, ndo sendo observada diferenca significativa com adi¢do de

maiores volumes.



35

1.1V.4 Volume da amostra diluida injetada no sistema UHPLC-MS/MS no modo

column switching

Com o aumento do volume da amostra diluida injetada no sistema UHPLC-
MS/SM no modo column swithcing, foi observado um aumento linear na area do
pico de AEA. Ja para 2-AG, a partir de 70 pL, houve pouca variacao na area dos
picos. O volume final definido foi de 100 uL, pois foi detectada adequada area
dos analitos para a determinacéo de endocanabindides nas amostras de plasma.

Ja o volume de LCR foi definido em 200 pL. As amostras de LCR, apesar
de apresentarem maiores concentracdes de endocanabinodides, quando
comparadas as concentracdes plasmaticas, necessitam de injecdo de maior
volume, pois ndo passam por tratamento prévio, ndo ocorrendo prévia pré-

concentracdo dos analitos.

1.IV.5 Validagéo Analitica do método UHPLC-MS/MS no modo column switching

Os parametros de validagéo analitica do método UHPLC-MS/MS no modo
column switching para a determinacdo de AEA e 2-AG em amostras de plasma
estdo demonstrados na Tabela 6.

O método UHPLC-MS/MS, no modo column switching para amostras de
plasma, apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 0,100 (LIQ) a 6,00
ng mL* para AEA e 0,04 (LIQ) a 10,00 ng mL™* para 2-AG. Ja para as amostras
de LCR, a faixa linear foi de 0,45 (LIQ) a 9,00 ng mL* para AEA e 1,40 (LIQ) a
180 ng mL! para 0 2-AG. O teste de falta de ajuste mostrou néo ser significativo
ao nivel de 5% (p < 0,05), indicando que os modelos estdo bem ajustados.

Para as amostras de plasma, os valores de exatidao variaram entre -9,5 e
-0,6% para AEA e entre -1,9 a 14,2% para 2-AG, excluindo o LIQ. A preciséao
apresentou valores de CV que variaram de 0,1 a 8,0% para AEAe 1,5a 5,77%
para 2-AG, excluindo o LIQ. Para as amostras de LCR, os valores de exatidao
variaram entre -11,4 a 5,0% para AEA e -4,6 a 0,5% para 2-AG. Quanto aos
valores de precisédo, o CV ficou entre 0,7 a 6,2% para AEA e 1,3 a 11,1% para
2-AG.



36

Tabela 6. Parametros de validacdo analitica para o método UHPLC-MS/MS no
modo column switching para amostra de plasma

Linearidade Exatiddo (EPR) Preciséo (CV) Efeito
Analito Matriz
x . (cv)
Equacao dareta Lack-of-Fit
0,1 (LIQ) -17,3 -15,0 20,0 19,9
0,3 (CQB) -9,5 -8,5 8,0 71 59
y =0,6935 x —
AEA e 0,9978 0,9944 3,0 (CQM) -1,7 -0,6 2,8 7.4
: 4,8 (CQA) 37 -1,2 0,1 43 5,4
6,0 (LSQ) -7,0 -2,9 1,2 4,8
0,04 (LIQ) 17,2 16,4 20,0 13,9
0,12 (CQB) 10,6 14,2 15 5,77 9,4
y=2,1346 x +
2-AG 10027 0,9978 0,1123 5,0 (CQM) 2,2 0,9 1,5 3,1
’ 8,0 (CQA) 2.3 11 3.2 34 14
10,0 (LSQ) -1,9 -0,9 1,7 2,8

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Sendo: R= Coeficiente de correlacdo; Lack-of-fit = valor p para o nivel de significancia de 0,05;

CV = coeficiente de variacdo; EPR = erro padréo relativo.

O efeito residual apresentou valores de 11,1% para AEA e 6,6% para o0 2-
AG em amostras de plasma. Nas amostras de LCR, os valores foram ainda
inferiores: 3,1% para AEA e 5,4% para 2-AG. Esses dados comprovam a
auséncia de efeito residual.

O efeito matriz calculado pelo CV dos FMNs ficou dentro dos parametros
estabelecidos pela ANVISA, ou seja, néao foi superior a 15%. A auséncia do efeito
matriz também foi confirmada pela infusdo poés-coluna (Figura 8). No
cromatograma, € possivel observar que até 7,5 min ndo ha interferéncia
nenhuma no sinal dos analitos. Entretanto, com a comutacdo da valvula e
alteracdo da fase movel, ha uma supressédo idnica. Esse mesmo perfil é
observado, quando a infuséo pds-coluna é realizada com acetonitrila. Na Figura
8, fica evidente, entretanto, que a supressao idnica ocorre entre 7,5 — 9 minutos,
aproximadamente, ndo afetando os sinais dos analitos, uma vez que o tempo de
retengéo é de 9,40 min (AEA) e 10,05 min (2 AG).
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Figura 8. Cromatograma da infusdo pos-coluna da AEA e 2-AG para o método
UHPLC-MS/MS no modo column switching
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A seletividade do método foi comprovada através do cromatograma da
amostra de plasma branco e do plasma enriquecido com AEA e 2-AG,
processadas nas condi¢cdes de extracdo determinadas previamente. Nao foram
observados interferentes no tempo de retencao dos padrdes interno. Entretanto,
na Figura 9, é possivel observar que no tempo de retencédo dos analitos ha um
pico de menor intensidade no cromatograma do branco, esses picos séo
referentes as concentragdes enddégenas dos analitos.
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Figura 9. Cromatograma das amostras de plasma enriquecida com AEA e 2-AG
no LIQ e de plasma branco (superior) empregando o método UHPLC-MS/MS no
modo column switching
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A estabilidade, apos trés ciclos de congelamento/descongelamento,

mostrou ndo alterar as concentracoes de AEA e 2-AG nos dois niveis de

concentracdo estudados (valores CV de 6,9% para AEA e 10,3% para 2-AG).

Considerando a estabilidade a curto prazo,

as concentragbes dos

endocanabindides em cada nivel também foram estaveis durante 6 h em uma

solucéo de agua/ acetonitrila 90:10 (v / v), ap0s pré-preparo das amostras. O

estudo de estabilidade a longo prazo ndo demonstrou degradacgéo significativa

de AEA e 2-AG em amostras de plasma durante o armazenamento a longo
prazo, por 6 meses, a -80 ° C (11,2% para AEA e 1,39% para 2-AG). Estudos

prévios de estabilidades obtiveram resultados semelhantes (OTTRIA et al., 2014;
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SCHREIBER et al., 2007; SERGI et al., 2013b). No entanto, na literatura, ndo ha

nenhum estudo de estabilidade de armazenamento a longo prazo.

1.IV.6 Comparacao método classico (extracdo Liquido-Liquido) versus método
UHPLC-MS/MS no modo column switching para a determinacédo de AEA e 2-

AG em amostras de LCR

O método inovador UHPLC-MS/MS no modo column switching foi
comparado com o convencional LLE-UHPLC-MS/MS. O método LLE-UHPLC-
MS/MS apresentou linearidade de 0,50 a 50 ng mL! para AEA e 0,05 a 50 ng
mL-1 para 2-AG. A precisdo apresentou CV entre 0,45 a 7,0% para AEA e de 0,6
a 11,5% para 2-AG. A exatidao apresentou valores de EPR de -5,7 a 2,1% para
AEA e de -9,0 a 19,8% para 2-AG. O efeito residual foi inferior a 3% e efeito de
matriz inferior a 12%. Na Tabela 7, estdo demonstrados os dados de validacao
dos dois métodos: LLE e column switching.

Para comparar os métodos LLE-UHPLC-MS/MS e UHPLC-MS/MS no
modo column switching foram analisadas 15 amostras de LCR (branco),
enriguecidos com AEA e 2-AG em concentracdo de 0,5 a 50,0 ng mL™ para AEA
e 1,5 a 50,0 ng mL! para 2-AG. Nao foram observadas diferencas significativas
para as concentracoes de AEA e 2-AG em amostras de LCR (n = 15) analisadas
pelos diferentes método (desvio padrdo das concentracdes calculadas pelas
respectivas curvas analiticas foi de 1,6% para AEA e 3,4% para 2-AG).

A anadlise de regressdo dos métodos para cada analito mostrou uma
resposta linear com valores de coeficiente de correlacéo de 0,9969 para AEA e
0,9723 para 2-AG (Figura 10a e 10b). O resultado mostra que a correlacdo entre
os dois métodos é melhor para AEA, porém, para ambos os analitos, o
coeficiente de correlagao foi maior que 0,900, mostrando que os dois resultados
foram estatisticamente semelhantes.

A analise de Bland-Altmann mostrou uma variacdo percentual dentro do
limite pré-definido de 20% (Figura 10c e 10d). O método UHPLC-MS/MS no
modo column switching, quando comparado ao LLE-UHPLC-MS/MS, apresentou
as seguintes vantagens: (1) menor volume de amostra bioldgica, (2) menor

tempo de andlise, (3) hifenacéo da etapa do preparo de amostra com a analise
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cromatografica, (4) automacédo da analise, minimizando tanto as fontes de erros

como a conversao de 2-AG / 1AG e (5) menor consumo de solvente organico.
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Tabela 7. Validacdo analitica do método UHPLC-MS/MS no modo column

switchini e método de LLE-UHPLC-MS/MS iara amostras de LCR

Parametros

Equacéo Linear

R
Lack-of-fit
Exatidao Intra-
ensaio
LIQ (Conc.)
CQOB (Conc.)
CQM (Conc.)
CQA (Conc.)
LSQ (Conc.)
Exatidao Inter-
ensaio
LIQ (Conc.)
CQB (Conc.)
CQM (Conc.)
CQA (Conc.)
LSQ (Conc.)
Preciséo Intra-
ensaio
LIQ (Conc.)
CQOB (Conc.)
CQM (Conc.)
CQA (Conc.)
LSQ (Conc.)
Preciséo Inter-
ensaio
LIQ (Conc.)
CQB (Conc))
CQM (Conc.)
CQA (Conc.)
LSQ (Conc.)

UHPLC-MS/MS

column switching

y =0,1491x +
0,0277
0,9979

0,056

3,9 (0,45 ng mL?)
-10,4 (1,35 ng mL?%)
2,5 (5,00 ng mL?)
-0,35 (7,20 ng mL1)
-1,9 (9,0 ng mL1)

5,0 (0,45 ng mL?)
-11,4(1,35 ng mLY)
1,7 (5,00 ng mL1)
0,3 (7,20 ng mLY)
2,3 (9,00 ng mL?)

5,0 (0,45 ng mL?)
6,2 (1,35 ng mLY)
2,9 (5,00 ng mL?)
3,2 (7,20 ng mL?1)
0,9 (9,00 ng mL?1)

5,4 (0,45 ng mL?)
3,1(1,35 ng mL?)
3,0 (5,00 ng mL?)
3,5(7,20 ng mLY)
0,7 (9,00 ng mL?)

LLE-UHPLC-
MS/MS

y =0,1487x +
0,9702
0,9983

0,084

0,1 (0,50 ng mL1)
0,3 (1,50 ng mL1)
-3,7 (25 ng mLY)
1,03 (40 ng mL1)
-0,3 (50 ng mL1)

-0,13 (0,5 ng mL™?)
-0,03 (1,5 ng mL?)
-5,7 (25 ng mL?)
0,26 (40 ng mL™?)
2,1 (50 ng mL?)

4,5 (0,50 ng mL?)
1,0 (1,5 ng mL?)
5,9 (25 ng mL?)
2,9 (40 ng mL?)
3,7 (50 ng mL?1)

2,0 (0,50 ng mL?)
0,45 (1,5 ng mLY)
7,0 (25 ng mL?)
1,4 (40 ng mLY)
1,7 (50 ng mLY)

UHPLC-MS/MS

column

switching

y =0,0161x +
0,0057
0,9987

0,229

-1,7 (1,4 ng mL1)
-4,6 (4,2 ng mL?1)
0,4 (90 ng mL1)
-0,2 (144 ng mL1)
-1,5 (180 ng mL1)

-0,2 (1,4 ng mL?1)
-1,9 (4,2 ng mL?)
0,5 (90 ng mL1)
-0,3 (144 ng mL7?)
-1,5 (180 ng mL1)

9,8 (1,4 ng mL?)
6,0 (4,2 ng mL?)
2,6 (90 ng mL?)
3,0 (144 ng mL?Y)
1,3 (180 ng mL1)

11,1 (1,4 ng mL?)
2,7 (4,2 ng mL1)
3,9 (90 ng mL1)
3,9 (144 ng mL™?)
1,6 (180 ng mLY)

LLE-UHPLC-
MS/MS

y =4,3926x +
1,0126
0,9993

0,188

19,8 (0,05 ng mL1)
-1,5 (0,15 ng mL?)
1,3 (25 ng mL?)
-1,3 (40 ng mL1)
0,3 (50 ng mL1)

14,6 (0,05 ng mL™1)
-9,0 (0,15 ng mLY)
-1,4 (25 ng mLY)
-1,2 (40 ng mLY)
0,8 (50 ng mL?)

10,1 (0,05 ng mL%)
11,5 (0,15 ng mL?)
5,2 (25 ng mL?)
1,6 (40 ng mL?1)
1,8 (50 ng mL1)

11,1 (0,05 ng mL1)
2,0 (0,15 ng mLY)
4,0 (25 ng mL?)
0,8 (40 ng mL1)
0,6 (50 ng mL1)

Sendo: R= Coeficiente de correlacéo; Lack-of-fit = valor p para o nivel de significAncia de 0,05;
LIQ = limite de quantificacdo; CQB = controle de qualidade baixo; CQM = controle de qualidade

meédio; CQA = controle de qualidade alto; LSQ = limite superior de quantificac&o.
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Figura 10. Comparac¢do do método LLE-UHPLC-MS/MS e UHPLC-MS/MS no
modo column switching (n = 15) para a determinacdo de AEA e 2-AG em
amostras de LCR
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Fonte: préprio autor

1.IV.7 Comparagdo com métodos descritos na literatura

O método desenvolvido neste trabalho, utilizando UHPLC-MS/MS no modo
column switching, foi comparado com artigos publicados na literatura que
determinaram AEA e 2-AG em fluidos bioldgicos (Tabela 8).

A maioria dos métodos referidos fazem uso de processos de extracao
morosos, como a LLE e a SPE. Ja a técnica empregada neste trabalho, column
switching, permitiu o acoplamento da técnica de preparo da amostra e sistema
cromatografico, minimizando as fontes de erros, o volume da amostra bioldgica,
0 consumo de solvente organico e tempo de analise.

As concentracbes plasmaticas correspondentes aos limites de
quantificacdo do método UHPLC-MS/MS sdo menores que as descritas na
literatura que empregam técnicas convencionais de preparo de amostra (Tabela
8). Para 0 2-AG, o LIQ determinado chega a ser até 72 vezes inferior que o
menor valor descrito na literatura (SERGI et al., 2013b). Ja para a AEA, o valor

se iguala ao obtido por Gachet et al. (2015).
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Tabela 8. Comparac¢édo de métodos analiticos guantificacdo de AEA e 2-AG
Analito Volume LIQ Extracéo Condicdes Sistema de Referéncia
Amostra (ng/mL) cromatogréficas Deteccao

Inicial /
plasma(uL)
LLE e SPE FE = Kinetex C18 LC-MS/MS (GARST et
2-AG FM = 0,2% &acido acético al., 2016)
em agua + 0,1% acido
férmico e acetonitrila
(Eluicdo em gradiente)

AEA, 500 0,1 para SPE FE =C18 LC-MS/MS (GACHET et
2-AG e AEA e 3,2 FM = metanol com 2 mM al., 2015)
outros para 2-AG de acetato de ambnio + (ion precursor

agua com 2 mM de 62 para AEA e
acetato de aménio e 379 para 2-AG)

0,1% éacido formico
(Eluicdo em gradiente)

AEA, 50 0,325 para LLE FE = C18 LC-MS/MS (GONG et
2-AG AEA e 11 FM = 0,1% &acido férmico al., 2015)
para 2-AG em agua + acetonitrila (ion precursor
(40:60, v/v) 62,2 para AEA e
(Eluicéo isocrética) 287,1 para 2-
AG)

AEA, - 0,300 para LLE FE =C18 LC-MS/MS (IVANOV;
2-AG e AEA e FM = 4gua com 0,2% de BORCHERT
outros 5,00 para acido férmico + (ion precursor ; HINZ,

2-AG acetonitrila com 61,6 para AEA e 2015)
2-propanol contendo 287,6 para 2-
0,2% de acido férmico AG)
(40:60, viv)
(Eluicdo em gradiente)
AEA, 1000 0,29 para p-SPE FE = C18 LC — MS/MS (SERGI et
2-AG AEA e 2,9 FM = agua + 2,5 mM (ion precursor al., 2013b)
para 2-AG acido férmico em 62,2 para AEA e
metanol 287.2 para 2-
(Eluicdo em gradiente) AG)
AEA, 250 0,100 para Column FE =C18 UHPLC MS/MS Presente
2-AG AEA e switching FM = agua com 0,5% de column trabalho
0,04 para acido férmico + switching
2-AG acetonitrila (30:70, v/v) (ion precursor
(Eluicéo isocrética) 62 para AEA e

287 para 2-AG)

Sendo: 2-AG = 2-arachidonoylglycerol; AEA = anandamida; p-SPE = micro extracdo em fase
sélida; LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem;
SPE = extracdo em fase solida; LLE = extracéo liquido-liquido; UHPLC = cromatografia liquida
de ultra eficiéncia; LIQ = limite de quantificacdo; FE = fase estacionaria; FM = fase mével.

Quanto ao método de separacdo cromatografica e de deteccdo, é
constatado que sdo semelhantes aos reportados pelos demais autores. Nota-se,
ainda, que os fragmentos de quantificacdo selecionados na espectroscopia de
massas sdo idénticos ao utilizado nos demais trabalhos. Assemelha-se, também,
a fase estacionéria utilizada, a C18, que € a mais adequada para esta analise,
uma vez que é lipofilica (ZOERNER et al., 2011).

A fase movel utilizada varia um pouco entre os trabalhos reportados na
literatura, no entanto, observa-se que todos utilizaram o acido férmico para

favorecer a ionizagédo dos compostos, facilitando a detec¢cdo MS/MS. Outro fator
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constante é referente a polaridade da fase moével. Os métodos mantém uma
maior porcentagem de fase organica, o que contribui para eluicdo dos
endocanabinodides.

Quanto ao modo de eluigdo, apesar de a maioria dos autores optarem pela
eluicdo por gradiente, no método padronizado foi utilizado o modo isocrético.
Esse modo foi adequado para a determinacdo dos dois endocanabindides e

aumentou o tempo de vida util da coluna analitica (ZOERNER et al., 2011).

1.1V.8 Amostras de plasma de pacientes DP analisadas

Para avaliar o sistema endocanabindide de pacientes com DP, as
concentragbes de AEA e 2-AG foram determinadas em amostras de plasma e
LCR do grupo controle (voluntarios saudaveis) e de pacientes com DP. Para o
estudo foram analisadas 50 amostras de plasma de pacientes DP e 20 amostras
de plasma de voluntarios saudaveis. Ja para as amostras de LCR, 46 amostras
de pacientes DP e 20 amostras do grupo controle. As faixas das concentracdes
de AEA e 2-AG determinadas em amostras de plasma e LCR, médias e
correlacdo (razdo entre as concentracdes determinadas em amostras de plasma

e LCR) séo ilustradas na Tabela 9.

Tabela 9. Faixas das concentracdes, médias e correlacdes das concentracdes
de AEA e 2-AG em amostras biol6gicas

Doenca Analitos Plasma® LCR¢ Correlagdes LCR
Faixas das Médias Faixas das Médias / Plasma
Concentragdes (ng mL™?) Concentracdes (ng mL?)
(ng mL™) (ng mL™)
Parkinson? AEA 0,097 — 0,415 0,256 0,594 — 1,044 0,819 3,199
2-AG 0,048 — 0,610 0,329 0,126 — 0,628 0,377 1,146
Controle® AEA 0,119 - 0,345 0,232 0,524 - 0,822 0,673 2,901
2-AG 0,290 - 0,654 0,472 0,271 — 0,645 0,458 0,970

aAmostras (n= 50 - plasma / n= 46 - LCR); PAmostras (n= 20 - plasma e LCR); °método utilizado
UHPLC-MS/MS no modo column switching; 9método utilizado LLE-UHPLC-MS/MS. Todas as
amostras foram processadas em triplicata.

Para tratamento estatistico das concentracdes determinadas, foi utilizado o

programador Python 3.6.4 (Bibliotecas: matplotlb, pandas, scypy), Jupyter
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Notebook, e o0 método estatistico Teste U de Mann-Whitney, devido as
caracteristicas da amostragem.

Ao comparar as concentracdes plasmaticas determinadas nas amostras de
pacientes com DP com as do grupo controle, observamos que para a AEA ha
um aumento na concentracdo plasmatica média (de 0,232 ng mL no grupo
controle para 0,256 ng mL* no DP). Realizando a andlise estatistica, concluimos
que essa diferenca ndo € estatisticamente significante, considerando p < 0,05 (p
= 0,758). Ja& para o 2-AG, nas amostras de plasma, h4 uma queda na
concentragdo quando relacionado com o grupo controle (de 0,472 ng mL™ no
controle para 0,329 ng mL! para DP). Essa diferenca na concentragdo de 2-AG
mostrou ser estatisticamente diferente (p = 0,022).

O comportamento para as amostras de LCR é semelhante: observamos
aumento na concentracdo de AEA no grupo DP em comparacdao ao controle
(0,819 ng mL™? para Parkinson e 0,673 ng mL! para grupo controle). Ja para o
2-AG, observamos diminuicdo nas concentracdes médias (de 0,458 ng mL* no
DP para 0,377 ng mL* no grupo controle). Para as amostras de LCR, as
alteracdes de AEA e 2-AG mostraram ser estatisticamente significativa (p =
0,007 — AEA e p = 0,044 — 2-AG) (Figura 11).
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Figura 11. Grafico Box-Plot das concentracdes AEA e 2-AG em amostras de
plasma e LCR

Plasma Plasma
A B
Controle — Controle —
Parkinson Parkinson
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,00 0,20 040 0,60 0,80 1,00
AEA (ng/mL) 2-AG (ng/mL)
LCR LCR
C D
Controle Controle ——
Parkinson EEEEEE— Parkinson
0,00 020 040 060 080 1,00 1,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
AEA (ng/mL) 2-AG (ng/mL)

Fonte: préprio autor

Os resultados apresentados estdo em concordancia aos da literatura. Uma
pesquisa realizada com roedores, induzidos ao Parkinson, mostrou aumento de
AEA em diversas regides do tecido cerebral, variando de 0,15 — 0,60 nmol g*
nos animais induzidos ao Parkinson e 0,12 — 0,20 nmol g* no grupo controle (DI
MARZO, 2000).

Outro estudo realizado em 2010 também confirmou o aumento de AEA em
pacientes DP sem tratamento com farmacos dopaminérgicos. Nesse estudo, foi
determinada as concentracdes de AEA em amostras de LCR de 34 pacientes
com DP e de 14 voluntarios sadios. As faixas de concentragdes encontradas
foram : 6 - 17 pmol mL™! para os pacientes DP e de 2 - 9 pmol mL para o grupo
controle (PISANI et al., 2010).

Quanto as concentracdes de 2-AG, na literatura ndo ha relatos de estudo
deste analito em amostras biolégicas de pacientes portadores da DP. Em um
estudo realizado em cérebro de roedores, foi observado um ligeiro aumento nos
niveis de 2-AG, de 1,0 — 2,3 nmol g* nos animais induzidos a DP para 1,5 -5,0

nmol g no controle (DI MARZO, 2000). Outro estudo mais recente, mostrou uma
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diminuicdo do nivel de 2-AG quando a PD foi induzida em camundongos
(MOUNSEY et al., 2015). Nosso trabalho é pioneiro no estudo das correlacées
entre as concentracdes de 2-AG em amostras bioldgicas (LCR e plasma) e a DP.

As variagdes nas concentracdes plasméaticas de AEA e 2-AG em amostras
biolégicas de pacientes com DP confirmam as alteracbes do sistema
endocanabindide.

O sistema dopaminérgico regula a sintese de AEA. A estimulacdo de
receptores D2 provoca um aumento na sintese de endocanabindides. No caso
da DP, a diminuicdo de dopamina nos neurdnios estriaticos, do globus pallidus,
ocasionada pela fisiopatologia da doenca, provoca uma acdo indireta (D2)
levando ao aumento da sintese de AEA (GIUFFRIDA; MARTINEZ, 2017).

Adicionalmente, o sistema endocanabindide é responsavel pela ativacdo
retrograda dos neurdnios pré-sinapticos, ou seja, a AEA e 0 2-AG sao produzidos
nos neurdnios poés-sinapticos e agem nos neurdnios pré-sinapticos. Ao interagir
com esses neurdnios, promoveriam uma modulagdo negativa no sistema
dopaminérgico, inibindo a liberacdo de dopamina. Quando em homeostase, essa
interacdo sistema endocanabindide — dopaminérgico ndo apresenta maleficios.
No entanto, em portadores de Parkinson essa inibicdo seria exacerbada, levando
a uma diminuicdo significativa de dopamina uma vez que ha um aumento de
AEA. Acredita-se, ainda, que a AEA apresente maior influéncia na fisiopatologia
do Parkinson, uma vez que apresenta maior afinidade pelo receptor CB1
(GIUFFRIDA; MARTINEZ, 2017; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Nesse trabalho também foi avaliado a correlacdo entre as concentracdes
de AEA e 2-AG em amostras de plasma e LCR. Segundo os resultados da
Tabela 9, observamos que as concentracfes médias de AEA em amostras de
LCR sao cerca de 3 vezes maiores que as determinadas em amostras de
plasma, tanto para o grupo controle, quanto para pacientes com DP.
Demonstrando, assim, correlacdo entre as diferentes amostras biologicas. Para
o analito 2-AG, a correlacdo LCR-plasma entre os grupos controle e Parkinson
variou de 0,970 a 1,100, aproximadamente.

Portanto, as amostras de plasma poderiam substituir as amostras de LCR

nos estudos de avaliacdo do sistema endocanabinoide.
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1.V Concluséao

O método multidimensional UHPLC-MS/MS no modo column switching com
a coluna RAM-C8 RP8-ADS, na primeira dimensao, permitiu a hifenacdo da
etapa do preparo da amostra bioldgica (pré-concentracédo dos endocanabindides
e exclusdo da maioria das macromoléculas) com o sistema cromatografico,
minimizando o volume de amostra bioldgica, 0 consumo de solvente organico, o
tempo da analise e as fontes de erros, como a conversao de 2-AG / 1AG.

A seletividade tanto da coluna RAM-C8 RP8-ADS, quanto do sistema
MS/MS favoreceu a detectabilidade, gerando baixos limites de quantificacéo.
Segundo os parametros de validacdo analitica avaliados, o método, tanto para
amostras de plasma, quanto para amostras de LCR, € adequado para a
determinacao de AEA e 2-AG.

O método inovador desenvolvido UHPLC-MS/MS no modo column
switching, comparado ao consolidado LLE-UHPLC-MS/MS, ndo apresentou
variagdes quantitativas estaticamente diferentes nas determina¢des de amostras
de LCR enriqguecidas com AEA e 2-AG em diferentes concentracoes,
demonstrando assim a equivaléncia entre os diferentes métodos.

Os métodos desenvolvidos, para amostras de plasma e LCR, foram
adequadamente aplicados para andlise de 70 amostras de plasma e 66 amostras
de LCR, mostrando a aplicabilidade do método.

A comparacado das concentracdes plasmaticas e em LCR de AEA e 2-AG
de pacientes com a DP com as determinadas para o grupo controle mostrou um
aumento nas concentracdes de AEA nas amostras dos portadores da DP, ja para
0 2-AG apresentou uma queda das concentragdes. Foi possivel concluir também
gue as amostras de plasmas podem ser utilizadas em substituicdo as amostras

de LCR para avaliacdo do sistema endocanabindide.
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CAPITULO 2

Polimero molecularmente impresso como sorvente para in-tube SPME
acoplada a UHPLC-MS/MS para a determina¢éo de canabindides em amostras

de plasma de pacientes parkinsonianos
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CAPITULO 2

2.1 Introducéao

2.1.1 Canabindides

Os derivados da Cannabis vém sendo utilizados na medicina desde 2700
a.C. pelos chineses. Acreditava-se que essas substancias eram capazes de
curar diversas enfermidades, tais como gota, reumatismo, maldria, constipacao
e até disturbios menstruais. No inicio do século XX, esses derivados passaram
a serem utlizados no tratamento de transtornos mentais, como sedativo e
hipnético. No entanto, em razdo do advento de novos farmacos e dos efeitos
adversos dos derivados da Cannabis, eles cairam em desuso (CRIPPA;
ZUARDI; HALLAK, 2010).

Em 1960, os principais componentes da Cannabis sativa foram elucidados.
Dentre eles, o A9-Tetraidrocanabinol (A9-THC), que é uma substancia
psicoativa e o canabidiol (CBD), que apresenta efeito ansiolitico, ndo psicoativo
(DEVINSKY et al., 2014) (Figura 12). A partir da elucidacdo da estrutura dessas
substancias, elas passaram a ser utilizadas em diversas patologias, inclusive na
DP.

Figura 12. Estrutura quimica CBD e A9-THC
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Fonte: préprio autor

Os canabindides tém sido avaliados em modelos in vitro e in vivo induzidos
ao parkinsionismo. Estudos mostraram indicios que a utilizacdo do CBD em
modelos de rato induzidos a DP gera efeito neuroprotetor na degeneracao de
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neurdnios dopaminérgicos nigrostriatais. Provavelmente, esse efeito irreversivel
é gerado pelas propriedades antioxidantes do CBD (GARCIA-ARENCIBIA et al.,
2007; LASTRES-BECKER et al., 2005).

Com base nos efeitos promissores observados nos modelos in vivo e in
vitro, os canabindides tém sido avaliados em pacientes portadores da DP que
apresentam sintomas psicoéticos. Eles representam um terco dos pacientes
parkinsonianos. O tratamento destes sintomas psicéticos com antipsicéticos
atipicos pode levar a piora do quadro motor e causar efeitos adversos
inaceitaveis (ZUARDI et al., 2009).

Zuardi et al. (2009) foram um dos pioneiros que avaliaram o efeito do CBD
em seis pacientes portadores da DP com sintomas psicoticos. Esses pacientes
receberam diferentes doses de CBD, sendo a dose inicial de 150 mg/dia,
concomitantemente com os tratamentos usuais. Apdés um més, 0s pacientes
apresentaram melhora significativa nos sintomas psicéticos e nao foram
observados efeitos adversos (ZUARDI et al., 2009).

Em 2014, Chagas et al. demonstraram que o uso do CBD controlou
sintomas associados ao transtorno do sono em quatro pacientes com DP
(CHAGAS et al., 2014a).

No referido ano, os mesmos autores avaliaram o uso do CBD em vinte e
um pacientes com DP, que n&do apresentavam deméncias ou sintomas
psicoticos. Nao foram observadas diferencas significativas entre os pacientes
gue receberam placebo e CBD, mas melhorias significativas foram observadas
no bem-estar dos pacientes. Esse estudo concluiu que uma amostragem maior
€ necessaria para inferéncias mais exatas sobre a utilizagdo do CBD na DP
(CHAGAS et al., 2014b).

Quanto ao mecanismo de acdo do CBD, alguns estudos em roedores
mostraram que o CBD apresenta efeito antioxidante. A substancia levou a um
aumento da regulagédo dos niveis da enzima Cu / Zn superoxido dismutase,
enzima chave na defesa endogena contra estresse oxidativo. Essa propriedade
antioxidante do CBD pode proporcionar a neuroprote¢cao contra a progressiva
degeneracgdo dos neurdnios dopaminérgicos, que ocorre na DP (MECHOULAM,;
PARKER; GALLILY, 2002; PERES et al., 2018; SAGREDO et al., 2007;
SCHRODER et al., 2017).
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Estudos de farmacocinética descrevem que o CBD administrado por via
oral apresenta pico plasmatico 3 h apdés a administracdo (JUNIOR, 2013). A
distribuicdo se d& através da ligagdo com as proteinas plasméticas, sendo
carregado para tecidos adiposos e para cérebro. O CBD é metabolizado no
figado pelas enzimas do citrocromo P450 e é excretado em maior quantidade
nas fezes (DEVINSKY et al., 2014).

O A9-THC, para o tratamento de efeitos psicoticos, deve ser utilizado com
atencao, pois alguns autores acreditam que esta substancia apresenta efeito
contrario ao CBD. Assim, a utilizacdo isolada desse composto ndo € indicada,
pois apresenta inumeros fatores negativos, como: efeitos psicotrépicos;
possibilidade de exacerbar os sintomas; desenvolvimento de dependéncia; e
efeitos desiguais em diferentes individuos (CRIPPA; ZUARDI; HALLAK, 2010).

Em estudo realizado em amostras de cabelo de usuarios da Cannabis, foi
observado que, em amostras de cabelo contendo CBD e A9-THC, os usuarios
apresentaram menor propensao para o desenvolvimento de efeitos psicoticos do
que quando detectado apenas A9-THC nas amostras (MORGAN; CURRAN,
2008). Relatos da literatura descrevem que alta razdo entre CBD: A9-THC
apresenta menor propensdo ao aparecimento de efeitos psicoéticos, assim, a
raz&o entre as essas substancias deve ser monitorada (DEVINSKY et al., 2014).

Nesse contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinagdo das concentragdes plasmaticas de CBD e A9-
THC em pacientes com DP em terapia com CBD para fins de monitorizacéo

terapéutica.

2.1.2 Métodos analiticos para a determinacdo de canabindides em amostras

biolégicas

Os canabindides tém sido determinados em diversas matrizes biologicas,
tais como sangue, plasma, meconio, cabelo, urina e saliva (Tabela 10). A maioria
dos métodos desenvolvidos tem como objetivo a detec¢cdo do uso de drogas
ilicitas.

A etapa de preparo de amostra é bastante critica, pois precisa ser
reprodutivel, eficiente, seletiva e eliminar a maior parte dos interferentes.

Normalmente, as metodologias descritas inicialmente promovem a remocéo das
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proteinas através da precipitacdo com acetonitrila gelada, acido férmico em
metanol ou de forma enzimatica (CITTI et al., 2018a).

Apds essa etapa, € realizado o processo de extragdo, usualmente com a
LLE e SPE. Os solventes mais utilizados incluem metanol, hexano, acetato de
etila e etanol. Ja as fases estacionarias utilizadas no processo SPE incluem C18
e polimeros disponiveis comercialmente.

Visando diminuir o tempo de anélise, o consumo de solvente organico e o
volume de amostra bioldgica, algumas técnicas alternativas tém sido propostas,
como a microextracao em solvente empacotado (MEPS) e extracdo dinamica em
fase sélida utilizando headspace (HS-SPDE) (Tabela 10).

Quanto ao sistema de deteccdo, os dois métodos mais empregados sao a
GC e LC acoplados a MS ou MS/MS. A GC apresenta como desvantagem o fato
da amostra necessitar de prévio aguecimento antes da separacdo
cromatograficas, o que ocasiona a descarboxilacdo dos canabinoides. Uma
alternativa seria o processo de derivatizacdo, que € demorado e a rea¢do nao
apresenta 100% de rendimento. Alguns autores tém ainda sugerido a
cromatografia em fase gasosa acoplada em duas dimensdes (2D-GC), que
promove uma melhor separacdo cromatografica dos analitos (CITTI et al.,
2018a).

A LC tem sido a técnica de separacdo cromatogréafica mais utilizada nos
altimos anos para determinacdo dos canabindides (Tabela 10). Essa
metodologia permite a introducdo das amostras apds processo de extracao, sem
necessitar, na maioria das vezes, de derivatizacao ou volatilizagcdo da amostra.
As colunas analiticas de escolha tém sido a C18 e fases com interacao
hidrofobica (HILIC) (CITTI et al., 2018a).

Tabela 10. Técnicas analiticas para a determinagdo de canabindides em
amostras bioldgicas

Descrigdo do Método

Analitos Amostra e TN Referéncias
= ondicbes istemade
ST cromatograficas Deteccéo
CBD Cabelo -
' FE: silica 0,09 -0,14 ng (MUSSHOFF
A9-THC humano HS-SPDE FM: hélio GC-MS mL-1 etal., 2003)

e CBN (10 mg)

Tabela 10 continua...
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Continuacao da Tabela 10...

Descri¢cdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

A9-THC, Plasma EE: HP-5MS 0,50-1,0 (GLI\JIS-[A'I:SO
11-OH-THC tHP- . ,50 - 1,0 ng etal,

o humano SPE FM: hélio GC-MS mL1 2003)
THccooH  (1,0mL)

FE: C12
FM: 10 mM formato (GRAUWILE
'IE:HBCD'CAB?\I Plasma (1,0 de amo6nio + 90% 0,2 ng mL? R;

: . mL)eurina acetonitrila com 10% (urina) SCHOLER;
WOHTHC  pumana (2,5 SN EeLLE 10 mM formato de LC-MS/MS 1-3ngmLt DREWE,
THCCOOH mL) amonio (plasma) 2007)

(Eluicdo em

radiente

CBD, A9-
THC, CBN 11 .
: . Fluido oral FE: ZB-50 e DB-1 a1 (MILMAN et
LOHTHE 9 25 mL) SPE FM: micro fluido 2D-GEMS — 05-75pgmL™ T "5010)
THCCOOH

Plasma . (P.S.
CBDe  pymano LLE FE: HP-SMS GCIMS 25ngmLt  CAMARGO
A9-THC FM: hélio

0,5 mL etal, 2011

FE =C18
A9-THC, Sangue, L s FM: agua: acetonitrila .
11-OH- Pecipitagdo de o _ (LACROIX;
THC, p'azg;z ou proteina e am%"; dﬁ,"?grﬁ;i{," e cmsms 0% mg_’fo "9 SAUSSEREA
THCCOOH, ivatizacs
CBN e CBD (50 pL) derivatizacdo (Eluic&o por U, 2012)
gradiente)

Tabela 10 continua...
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Continuacao da Tabela 10...

Descricdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE = Ultra Biphenil
FM = acetato de

A9-THC, ) aménio 10 mM (pH (SCHEID_WEI

11-OH- Urina LER;

6,15) / 15% de 1
THC, humana LLE metanol em LC-MS/MS 0,5-5ngmL DESROSIER
THCCCOOH, .

CBD, CBN 0.5mL) acetonitrila Si HUESTIS,

. 2012)

(Eluicéo por
radiente

FE: Hypersil Gold
FM: 10 mM acetato

A9-THC, A o
THCCOOH, Fluido oral de amonio + 15% Microflow- 0,015-0,5ng (CONCHEIR
cBDe  (0,25mL) SPE metanol em HPLC-MS L Oetal,
CBN ! ace_topltrlla 2013)
(Eluigdo em
radiente

FE: Kinetex C18-XB
FM: metanol com

T%?ég“ Urina 1(,12e5ann1|\<‘;ln(ij§ f %Zt:;() 6,0 - 10,0 ng (MONTESAN
11-OH-THC humana u-SPE d LC-MS/MS ' L'yl Oetal,
e (90 L) com 1,25 mMA e m 2014)
THCCOOH acetato de ambnio
(Eluigdo em
gradiente)

FE = Kinetex
pentafluorofenil
coreshell (REYES-
FM = agua / GARCES;
T;gﬁ?g: hP lasma SPME em filme acetonitrila / metanol LC-MS/MS 1ng mL? BOJKO;
umano
todos com 0,1% de PAWLISZYN,
acido férmico 2014)
(Eluigéo por

g_]radiente)

Tabela 10 continua...
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Continuacao da Tabela 10...

Descricdo do Método

Analitos Amostra Referéncias

FE = Atlantis T3

A9-THC, f':,M =0,1% é‘:id:j (DULAUREN
CBD. CBN Cabelo Hidrélise e LLE °rm'r‘r’]‘;gr'1‘o?g“ LC-MS/MS 50 pg mg Tetal,
11-OH-THC (Eluicdo por 2014)

radeinte

FE = Kinetex
pentafluorofenil
coreshell
CBD, CBN, . FM = agua/ (BESSONNE
11-0HTHC 582~ spvEemfime  acetonitria ambos LC-MS 000409810 “ayetal,
e outros com 0,1% de &cido 2015)
férmico
(Eluigéo por
radiente

A9-THC, FE =C18
CBD, Plasma L FM = agua com 0,1%
11-OH-THC  humano Precrlgl[gﬁgg de de acido féormico / L:/I'-'SI?'I\'A% 1,56 ng mL? (‘]:IM%T;)H
e (200 pL) P metanol com 0,1% de "
THCCOOH acido férmico

CBD Sangue de FE: C18
ASTHC rato SPE FM: acetato d‘? LC-MS/MS ~ 0,5-5 ng mL-L
metabdlitos (200 L) amonio 2 mM
acetonitrila

(PALAZZOLI
et al., 2018)

A9-THC,
CBD, CBN _

J : Cabelo FE = DB5-MS 0,1-4,7 (ANGELI et
Tregoon (50 mg) SLE FM = hélio GC-MS/MS pg mg! al., 2018)
11-OH-THC

Tabela 10 continua...
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Continuacado da Tabela 10...

Descri¢do do Método

Analitos Amostra — . Referéncias
Extragéo Condicdes Sistema de
cromatograficas Deteccao
FE = Kinetex EVO
C18
A9-THC, Sangue de FM = acetate de
CBDe rato LLE amoénio 2mM/ LC-MS/MS 0,5-5ng mL? (F;AIIA§§108LI
metabdlitos (200 pL) acetonitrila etal, )
(Eluicao por
gradiente)
FE = Kinetex EVO
C18
A9-THC, FM = acetate de
gﬁ_%_llé; Cerfabt': L SLE amonio 2mm/ LC-MS/MS 0,5-1ngg? (Clggjl.gg)al.,
THCCOOH acetonitrila
(Eluig&o por
radiente

Sendo: LIQ = limite de quantificacdo; CBD = canabidiol; A9-THC = A9-Tetraidrocanabinol; CBN =
canabinol; HS-SPDE = extrac¢do dindmica em fase sélida utilizando headspace; FE = fase estacionaria;
FM = fase movel; GC-MS = cromatrografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas; 11-OH-
THC = 11-hidroxi- tetraidrocanabinol; THCCOOH = 11-nor-9-carboxi-THC metabolito; SPE = extracdo em
fase solida; SPMEM = micro extragdo em fase sélida com membrana; LC-MS = cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas; LLE = extracéo liquido-liquido; LC-MS/MS = cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas em tandem; 2D-GCMS = cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas em duas dimensdes; MEPS = micro extracdo por solvente empacotado; p-
SPE = micro extracdo em fase solida; SPME = micro extragdo em fase sélida; UHPLC-MS/MS =
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada & espectrometria de massas em tandem; HPLC-UV =
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao ultravioleta; SLE = extracdo sélido-liquido; GC-MS/MS
= cromatrografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem.

2.1.3 Microextracao em fase sélida no capilar (in-tube SPME)

A técnica microextracdo no capilar acoplada diretamente a LC (in-tube
SPME-LC) é uma das modalidades da LC no modo column switching. A in-tube
SPME utiliza uma coluna capilar, geralmente um capilar de silica fundida aberto
com fino filme de fase liquida, como dispositivo de extracao.

O processo de sor¢cdo da amostra na fase estacionaria do capilar pode
ser realizado de duas maneiras: (1) flow-through, no qual a amostra passa
através do capilar continuamente em uma Unica dire¢cdo; e (2) ciclos
aspirar/dispensar, no qual a amostra é repetidamente aspirada e dispensada do
capilar. Quando operado no modo flow-through, o sistema tem sido configurado
com uma ou duas valvulas com multiplos poérticos e uma ou mais bombas de alta
pressdo (FERNANDEZ-AMADO et al., 2016; KATAOKA; SAITO, 2012;
MOLINER-MARTINEZ et al., 2015).

No modo ciclos aspirar e dispensar, o capilar € conectado entre a agulha
do injetor automatico e o loop do LC, ou no lugar do loop do LC junto a valvula
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de seis porticos. O volume da amostra, nimero de ciclos aspirar/dispensar,
vazao da amostra sdo controlados pelo programa do injetor automatico.

Em ambas os modos, a amostra bioldgica, apds simples pré-tratamento,
€ percolada no capilar 1D para a pré-concentracdo (sor¢ao) seletiva dos analitos
e remocdo de interferentes da amostra biolégica. Em seguida, acopla-se
(comutacédo) o capilar com a coluna analitica (2D), que estdo conectadas a
valvula de seis porticos, para que os analitos sejam eluidos para a coluna (2D).
Por fim, ocorre o desacoplamento do capilar da coluna, para que ocorra a
separacao cromatografica na segunda coluna (2D) e simultanea regeneracao do
(1D) (CAMPINS-FALCO; HERRAEZ-HERNANDEZ; SEVILLANO-
CABEZA, 1993; KATAOKA,; SAITO, 2012).

A técnica in-tube SPME tem sido aplicada para andlise de diversos

capilar

analitos em diferentes amostras, incluindo material biol6gico e ambiental (Tabela
11). Os materiais que tém sido utilizados como capilares na primeira dimensao

incluem imunosorventes, RAM-MIP, liquidos i6nicos, materiais monoliticos,

dentre outros.

Tabela 11. Aﬁlicaiées do in-tube SPME na analise de diferentes substancias

Analito Amostra Capilar 1D Coluna 2D S(;?;Taége Referéncia
Plasma Imunosorvente (CHAVES; QUEIROZ,
Interferon aza humano (60 cm x 0,25 mm i.d.) RP 18 LC-FD 2013)
Antidepressivos RAM-MIP-BSA In-tube SPME-
triciclicos Plasma humano (10 cm x 4,6 mm i.d.) - MS/MS (SANTOS et al., 2017)
Aerogel de silica
Estrogénio Esgoto organicamente C18 HPLC-DAD (BU et al., 2017)
modificado (25 cm)
Coluna capilar monolitica
. . . de liquido idnico com
Filtros Aguatdeirioie nanoparticulas c18 HPLC-DAD (MEI; HUANG, 2017)
ultravioleta lago magnéticas
(15 cm x 0,25 mm i.d.)
Hidrocarbonetos ; i ]
i Cinza de solo e Liquido iénico
;;?g%(;;?(?os carvio (30 cm x 0,50 mm i.d.) C18 HPLC-DAD (FENG et al., 2017)
Nano particulas de
Triazinas Agua TEOS-MTEOS-SiO2 c18 Nano LC-DAD (SERRA;S"EF;A el
(40 cm x 0,32 mm i.d.)
Estrogénio Urina (1§?pc”r§rx"g°3%°:l“nf‘i’ 8 c18 HPLC-UV (LUO; LI; HU, 2017)
Micotoxinas Gréos de arroz (zg imliromzznﬂmﬁo d) C18 HPLC-DAD (WU et al., 2018)
L Agua de rio, Capilar monolitico
Triazois lago e esgoto (20 cm x 320 pm i.d.) C18 HPLC-DAD (PANG et al., 2018)
o Liguido i6nio polimérico UHPLC- (SOUZA; HANTAO;
Endocanabinides  Plasma humano =1y ooy 530 pm i.d.) o MS/MS QUEIROZ, 2018)

Tabela 11 continua...
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Continuacdo da Tabela 11...
Sistema de

Analito Amostra Capilar 1D Coluna 2D d = Referéncia
eteccéo

Anti-

inflamatério  Plasma humano e Capilar monolitico (WANG,; LI; CHEN,

no agua (10 cm x 0,02 mm i.d.) ci8 HPLC-UV 2018)
esteroidais
Glicoproteinas  Plasma de rato Cap"?lromcog;’"t'co cs HPLC-UV (WANG; CHEN, 2018)
Nanocompdsitos de
Hidrocarbonetos A i idrdyi i Ali
policicicos Agua de torneira e hidroxido bimetalico c18 HPLC-DAD (WANG et al., 2018)
aromatico de chuva Co-Al

(20 cm x 750 um)
. ________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

Sendo: HPLC-UV = cromatografia liquida de alta performance acoplada com detector de
ultravioleta; RAM-MIP-BSA = material de acesso restrito- polimero molecularmente impresso-
albumina sérica bovina; DAD = detector de arranjo de diodo; HPLC = cromatografia liquida de
alta performance; UHPLC-MS/MS = cromatografia liquida de ultra performance acoplada a
espectrometria de massas em tandem; LC-FD = cromatografia liquisa acoplada ao detector de
fluorescéncia; in-tube SPME-MS/MS = micro extracdo em fase sdlida no capilar diretamente
acoplada ao espectrdbmetro de massas em tandem; HPLC-DAD = cromatografia liquida de alta
performance acoplada com detector de arranjo de diodo.

2.1.4 Polimeros Molecularmente Impressos (MIP)

O MIP é uma rede polimérica tridimensional com sitios de ligacao
especificos, que séo obtidos pela copolimerizacdo de monémeros funcionais e
reticulantes na presenca da molécula molde. Sdo materiais sintéticos com
propriedades de reconhecimento molecular, semelhante aos imunossorventes
(MAYES; WHITCOMBE, 2005; YAN; ROW, 2006).

A sintese do MIP consiste em trés etapas (Figura 13): (1) Formacao de um
complexo entre a molécula molde (analito ou molécula analoga) e o mondémero
funcional; (2) Polimerizagdo entrecruzada em torno do complexo molde-
mondmero (3) Remocao da molécula molde das cavidades do polimero. Apés a
etapa de remocé&o da molécula molde, cavidades seletivas complementares ao
molde em tamanho, forma e presenca de grupos funcionais sao estabelecidas
garantindo a seletividade do material (MAYES; WHITCOMBE, 2005; TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005; YAN; ROW, 2006).

O reconhecimento da molécula impressa ou da molécula alvo é baseado
em ligagBes covalentes ou ndo covalentes, como ligacdes ibnicas, de hidrogénio
ou de Van der Waals. A selecao cuidadosa de cada reagente de sintese pode
aumentar significativamente a seletividade do MIP (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016).
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Figura 13. Sintese do polimero molecularmente impresso (MIP)

/\. VvV
PR

Mondémeros funcionais Complexo molécula molde -
mondmero funcional

4

- =

Polimerizacado entrecruzada Remocgio da molécula molde

Fonte: préprio autor

A sintese do MIP requer uma adequada selecdo da molécula molde e do
mondmero funcional. A molécula molde deve conter em sua estrutura grupos
funcionais capazes de interagir fortemente com os monémeros funcionais, a fim
de formar um complexo estavel. Além disso, a molécula molde n&o pode sofrer
polimerizacdo e deve ser estavel nas condicbes de sintese (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O monémero funcional deve ser escolhido tendo como base a natureza da
molécula molde. Por exemplo, as moléculas molde que possuem grupos
funcionais basicos interagem mais facilmente com monémeros que contenham
grupos acidos, e vice-versa. Os monémeros funcionais mais utilizados sé@o acido
metacrilico (MMA) e 4-vinilpiridina. Normalmente os mondmeros sao utilizados
em excesso (normalmente na proporcao de 4:1) para favorecer a formacéao do
complexo molécula molde — mondémero funcional (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).
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O solvente de sintese também deve ser adequadamente escolhido, pois ira
interferir diretamente na estabilidade de formacdo do complexo molécula molde
— mondémero funcional. O solvente também influencia diretamente nas
caracteristicas morfologicas do MIP. A funcdo do solvente de sintese é solubilizar
0s reagentes de sintese, sem interferir nas ligagdes quimicas. Além disso, 0
solvente de sintese também é responsavel pela criacdo dos poros, por isso
também sdo conhecidos como solventes porogénicos (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005).

Solventes apolares normalmente sao os escolhidos por apresentar baixa
constante dielétrica, como cloroférmio, diclorometano e tolueno. Alguns
solventes com constantes dielétricas mais altas também podem ser utilizados
com cautela, como € o caso da acetonitrila. J& os solventes proéticos ndo séao
recomendados, pois competem no meio reacional na formacgéao de interacfes
eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio (SHAHAR; TAL; MANDLER, 2016;
TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Por fim, o agente de ligag&o cruzada e o iniciador radicalar (IR) devem ser
selecionados. A escolha do agente de ligagéo cruzada ou agente reticulante (AR)
influencia na morfologia da matriz polimérica e favorece a estabilidade mecanica.
O agente de ligacao cruzada é responsavel por formar a estrutura tridimensional
ao redor da molécula molde. O etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) tem sido o
agente de ligacao cruzada mais utilizado, pois favorece a formacao de polimeros
estaveis, do ponto de vista térmico e mecanico (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O EGDMA atua como um mondmero estrutural, uma vez que ele cria uma
estrutura polimérica tridimensional que preserva os grupos do mondémero
funcional em uma posigéo fixa e complementar & molécula molde, garantindo
rigidez e estabilidade aos sitios de ligacéo. Por isso, 0 EGDMA deve ser utilizado
em excesso em relacdo a quantidade de mondmero funcional, a fim de que a
estabilidade mecanica do material seja garantida (SHAHAR; TAL; MANDLER,
2016; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O IR tem como funcéo iniciar o processo de polimerizagao, por isso deve
gerar radicais livres. O uso destes iniciadores deve ser associado com
temperatura ou radiacdo UV. O 2,2 -azo-bis-isobutironitrila (AIBN) é o iniciador

mais utilizado e a sua escolha se deve devido a natureza de interacdo do
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mondémero funcional — molécula molde (SHAHAR; TAL; MANDLER, 2016;
TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O controle da polimerizacdo é basicamente ditado pela velocidade de
formacao dos radicais livres provenientes do IR, pelo ajuste de temperatura ou
radiacdo UV e pela composicdo quimica dos compostos envolvidos. A
estabilidade da temperatura € muito importante para se obter um polimero bem
estruturado. Variagbes bruscas na temperatura podem acarretar a formacao
descontrolada de radicais, bem como interferir na quantidade de cavidades
impressas, comprometendo o desempenho dos MIPs (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005).

Cabe ressaltar, também, a necessidade de conduzir a rea¢do da formacéo
do MIP na auséncia de oxigénio por meio de purga de nitrogénio, argonio ou
ainda empregando banho ultrassom. Pois, se presente, o oxigénio pode levar a
uma diminuicdo de radicais que prejudicam a polimerizacdo (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Para a sintese do MIP, podem ser utilizadas diferentes estratégias, como:
in bulk, por precipitacdo, sol-gel, polimerizacao in situ, dentre outras. A escolha
da técnica de polimerizacdo dependera do tipo de aplicacdo pretendida do MIP
nas diferentes areas quimicas. Cada um dos procedimentos de sintese envolve
o controle de diferentes parametros durante a sintese e produz polimeros com
propriedades diferentes.

A técnica de polimerizacao in situ é empregada para preparacao dos MIPs
monoliticos. Quando sintetizado desta maneira, 0 material apresentara boas
propriedades hidrodinamicas, podera ser sintetizado diretamente no interior de
coluna de acgo inoxidavel ou colunas capilares, sem a necessidade dos
procedimentos de maceracdo, peneiracdo e empacotamento, além de menor
guantidade de molécula molde no procedimento de sintese, devido a
rentabilidade da técnica (LIU; ROW; YANG, 2005).

No processo de sintese do MIP monolitico, pode ser utilizada uma ampla
gama de mondmeros funcionais que geram uma estrutura integrada com
porosidade maior do que particulas densamente compactadas em colunas. A
alta porosidade leva a alta permeabilidade, e por consequéncia, baixa presséo
(LIU; ROW; YANG, 2005).
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O MIP monolitico é caracterizado por ser um unico bloco que nédo contem
espacos vazios entre as particulas. O material sintetizado apresenta grandes
poros que permitem que a fase movel flua adequadamente através do
adsorvente. O mecanismo de transporte de massa predominante é a conveccgao,
gue € muito mais rapido que a difuséo (LIU; ROW; YANG, 2005).

Devido as suas caracteristicas, os MIPs vém sendo utilizados como fase
estacionaria para o preparo tanto de cartuchos para a SPE quanto para micro
colunas para HPLC no modo column switching. As vantagens desses materiais
incluem: facil preparo, baixo custo de sintese, seletividade, possibilidade de
reutilizacdo e resisténcia ao stress mecanico, a altas pressdes, elevada

temperatura, acidos, bases e solventes organicos (LIU; ROW; YANG, 2005).
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2.11 Objetivos

Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar MIP monolitico como sorvente para analises in-tube
SPM/UHPLC-MS/MS para a determinacdo de canabindides em amostras de
plasma de pacientes com DP.

Obijetivos Especificos

- Otimizar as condi¢des UHPLC-MS/MS para a separacdo de CBD e A9-

THC em fase reversa.

- Sintetizar e caracterizar fase estacionaria MIP monolitico para pré-
concentracado de CBD e A9-THC.

- Avaliar a seletividade da fase MIP monolitica.

- Otimizar as variaveis para a analise de CBD e A9-THC por in-tube
SPME/UHPLC-MS/MS.

- Validar do método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS desenvolvido com base
nas normas da ANVISA (RDC n° 27/2012 e RDC n° 166/2017).

- Aplicar o método desenvolvido para determinag¢do de canabinoides, CBD

e A9-THC, em amostras de plasma de pacientes em terapia com CBD.
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2.1l Materiais e Métodos

2.111.1 Reagentes e padrdes analiticos

Os padrdes analiticos de CBD, A9-THC, CBD ds e A9-THC ds foram
adquiridos da BSPG (Kent, UK). Foram preparadas as solucdes padréao estoques
na concentragdo de 100 pg mL?' para CBD e para A9-THC. As solugdes
estoques foram preparadas em metanol e armazenadas a - 20°C em frascos
ambar. A partir destas solucdes, foram preparadas as solucdes diluidas em
acetonitrila. A solucdo de padrao interno foi preparada com CBD ds e A9-THC
ds, na concentracédo de 500 ng mL™.

A acetonitrila, grau HPLC, formiato de amoénio, acetato de amonio,
diclorometano e o acido formico foram adquiridos do fornecedor JT Baker
(Phillipsburg, EUA). A 4gua utilizada para preparar a fase movel foi purificada em
sistema Milli-Q (18MQ) (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). Os reagentes de sintese
do MIP: viniltrimetoxisilano (usado para silanizar o capilar), 0o EGDMA e MMA,
foram obtidos da Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. O AIBN foi fornecido pela Merck
(Sao Paulo-BR). E os farmacos empregados no estudo de seletividade do MIP,

foram adquiridos da Cerilliant Corporation (Texas, USA).

2.111.2 Avaliacdo das condi¢cdes UHPLC-MS/MS

O sistema cromatogréfico utilizado no desenvolvimento do método foi o
Waters® UHPLC- MS/MS bidimensional (Waters Corporation, Milford, MA, USA).
A separacado cromatografica dos analitos foi realizada por cromatografia em fase
reversa, sendo testada a eluicdo no modo isocratico e gradiente. Foram testadas

as seguintes fases moveis:

A) Agua contendo 0,1% &cido férmico: metanol;

B) Formiato de amdnio 5 mM: metanol contendo 0,1% de &cido férmico;

C) Agua contendo 0,1% &cido férmico: metanol contendo 0,1% de é&cido
formico;

D) Agua contendo 0,1% de &cido férmico: acetonitrila;
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E) Agua contendo 0,1% de acido formico: acetonitrila contendo 0,1% de
acido férmico;

F) Formiato de amonio 5 mM: acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico.

A proporcéo das fases moveis também foi avaliada, variando de 40 a 0%
da fase aquosa e de 60 a 100% da fase organica. As vazdes testadas foram de
0,2 a 0,6 mL mint. A coluna analitica utilizada foi a Kinetex C18 (100 mm x 2,1
mm x 1,7 ym) (Phenomenex®, EUA), a 40° C. Para as determinacdes
quantitativas UHPLC-MS/MS, foi utilizado a padronizacéo interna, empregando
o padréo isotopico (CBD ds e A9-THC ds).

As andlises MS/MS foram realizadas em sistema de espectrometria de
massas em tandem - triplo quadrupolo Xevo® TQ-D (Waters, Milford, MA, USA).
A ESI foi avaliada no modo positivo e negativo. As analises foram realizadas no
modo MRM, em razéo da alta seletividade e detectabilidade.

A deteccdo MS/MS foi avaliada através de infusdo direta de solucdes
padrdo dos analitos preparados na fase movel (formiato de aménio: acetonitrila
contendo 0,1% de acido férmico, 40:60, v/v). Os padrBes foram preparados
isoladamente na concentragdo de 1 ug mL1. Os fragmentos, a energia do cone
e a energia de colisdo foram determinados de maneira automatica conforme
programacao do equipamento, sendo definidos trés fragmentos: um de
quantificacdo e os outros dois de confirmacdo. Os demais parametros, como
voltagem do capilar, fluxo dos gases e temperatura de desolvatacéo, foram

avaliados manualmente.

2.111.3 Sintese do Polimero Molecularmente Impresso (MIP)

A fase MIP foi sintetizada pela técnica de polimerizagdo in situ em um
capilar de silica fundido aberto (0,530 mm d.i. x 30 cm de comprimento), de
maneira que o capilar pudesse ser completamente preenchido pela fase. Como
molécula molde foi proposto inicialmente a utilizacdo da molécula de CBD, no
entanto, esta molécula apresenta em sua estrutura dois sitios com ligacdes
duplas capazes de sofrer polimerizagcdo. Assim, a molécula de CBD foi

inicialmente reduzida, com o objetivo de remover as duplas liga¢des.
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A reducdo do CBD foi realizada segundo metodologia previamente descrita
por Ben-Shabat e colaboradores com algumas modificacbes (BEN-SHABAT et
al., 2006). Nesse procedimento, o CBD (600 mg/ 1,9 mmol) foi completamente
dissolvido em 30 mL de acetato de etila grau HPLC e transferido para um reator
de alta pressdo. Em seguida, foram adicionados aproximadamente 25 mg de
Pd/C (10%) ao meio e sob agitacdo magnética, em atmosfera de H2, a uma
pressédo de 500 psi e a temperatura ambiente, a mistura foi mantida em meio
reacional por 5 horas.

A mistura foi filtrada a pressdo reduzida em celite para a retirada do
catalisador. Em seguida, o solvente foi removido em rotaevaporador, obtendo-
se um Oleo alaranjado. Para a obtencdo do produto puro, o éleo foi submetido a
fracionamento por cromatografia em coluna utlizando tubo de vidro de
dimensdes 1,8 cm x 70 cm, contendo silica gel flash na proporcao de 60 g/g de
amostra, e eluicdo isocratica com hexano: éter de petréleo (9,75: 0,25, v/v). As
fracOes coletadas foram agrupadas de acordo com seus perfis cromatogréaficos
e concentradas em rotaevaporador, obtendo-se um Oleo laranja (92% de
rendimento).

Os espectros de RMN de *H e de *3C tanto do CBD, como do CBD reduzido,
foram registrados em espectrometro Bruker DRX-400, operando em 400 MHz
para 'H e em 100 MHz para '3C. Cloroférmio deuterado (CDCIs, 99,9% de
atomos de D) foi utilizado como solventes.

Para a sintese do MIP, o capilar foi inicialmente ativado com uma solucao
de HCI (0,2 mol L, por 30 min), seguido de solucdo NaOH (1 mol L%, por 2
horas). Na sequéncia, o capilar foi lavado com agua ultrapura e metanol, e por
fim foi seco em estufa, a 160°C, por 3 horas.

A segunda etapa de sintese consistiu na silanizacdo da superficie interna
do capilar. O capilar foi preenchido com viniltrimetoxisilano, vedado, e mantido
em banho térmico, a 85°C, por 2 horas. Posteriormente, o capilar foi
abundantemente lavado com metanol puro (HO et al., 2014).

Na terceira etapa, foi realizada a sintese do MIP propriamente dito. O
EGDMA foi utilizado como AR, o diclorometano como solvente porogénico, o
MMA como mondmero funcional e AIBN como IR.

Com base no MIP monolitico sintetizado por Liu e colaboradores (LIU et al.,

2006), o processo de sintese propriamente dito ocorreu da seguinte maneira: a
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molécula molde — CBD reduzido (CBDr 0,114 g) foi dissolvida em diclorometano
(0,9 mL), posteriormente foi adicionado o MMA (153 uL). Apds agitagéo por 10
minutos, o EGDMA (114 puL), o solvente porogénico (CH2CL2, 0,6 mL) e o
iniciador radicalar (AIBN, 80 uL) foram adicionados passo a passo. A mistura foi
desoxigenada por corrente de nitrogénio, por 5 minutos, seguido de banho de
ultrassom por 10 minutos. Por fim, o capilar de silica foi preenchido, selado e
mantido em banho térmico, a 60°C, por 24 horas. Finalizada a sintese, o capilar
foi lavado exaustivamente com acetonitrila para garantir a remoc¢éao dos residuos
e da molécula molde.

Foram avaliados diferentes procedimentos de sintese para obter o polimero
com adequada taxa de extracdo dos canabindides. Durante o procedimento de
sintese foram avaliados: (1) solvente porogénico; (2) volume de solvente
porogénico; (3) razdo molar monémero funcional (MMA) e agente reticulante
(EGDMA); (4) e razdo molar template (CBDr) e mon6émero funcional (MMA). A
Tabela 12 resume os diferentes procedimentos avaliados para a sintese dos

polimeros.

Tabela 12. Procedimentos de sintese avaliados para obtengéo do MIP

Procedimento MIP CBDr:MMA EGDMA:MMA Solvente MMA EGDMA

mmol mmol mmol mmol
(1) solvente MIP1 ACN (1,5 mL)
porogénico
MIP2 15:1 3:1 Tolueno (1,5 mL) 2,0 6,0
MIP3 CH2CL2 (1,5 mL)
(2) volume de MIP4 CH2CL2 (4,5 mL)
solvente
MIPs 15:1 3:1 CH2CL2 (2,1 mL) 2,0 6,0
MIPs CH2CL2 (1,5 mL)
(3) MMA: EGDMA MIP7 2:1 3,0 6,0
MIPg 15:1 1:1 CHz2CL2 (1,5 mL) 6,0 6,0
MIPgy 3:1 2,0 6,0
(4) CBDr: MMA NIP -
MIP10 31
31 CH2CL2(1,5 mL) 2,0 6,0
MIP11 5:1
MIP12 7:1
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O polimero nao impresso (NIP), utilizado para avaliar a seletividade do MIP,
foi sintetizado, segundo os procedimentos utilizados para a sintese do polimero

impresso, com excecdo da adigdo do CBDr.

2.111.4 Caracterizacdo morfologica dos polimeros sintetizados

A caracterizagdo quimica foi realizada por microscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). O espectro de FTIR (ABB Bomem series
MB 100) foi realizado de 400 a 4000 cm™, utilizando pastilhas de KBr, e coletando
um ponto a cada 2 cm e 32 varreduras.

A caracterizacao fisica do material polimérico foi realizada por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). As analises foram realizadas em Microscopio
Eletronico de Varredura (Zeiss EVO50, Cambrigde — UK) do Departamento de
Quimica, FFCLRP, da Universidade de Séo Paulo. As medidas foram feitas sob
tenséao de 15.00 kV, magnitude 10.00 kX a 30.00 kX e resolugdo nominal de 1
pm. As analises foram realizadas utilizando pequenos pedagos dos capilares
MIP e NIP.

Para complementar a caracterizacdo fisica do material foi realizada a
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). As andlises foram realizadas em
Microscopio Eletrbnico de Transmissdo (Jeol JEM- 100 CXIlI equipado com
camera digital Hamamatsu ORCA-HR) do Departamento de Biologia Celular e
Molecular e Bioagentes Patogénicos, FMRP, da Universidade de Sao Paulo. As
medidas foram feitas sob voltagem de aceleragdo de 100 kV, magnitude 10.00

kX a 100.00 kX e resolugdo nominal de 0.3 pym.

2.111.5 Desempenho analitico do MIP

A avaliagdo da seletividade do MIP pode ser realizada através de dois
ensaios: (1) fator de impresséo (IF) do MIP para a molécula molde (CBD) em
relacdo ao NIP; e (2) capacidade seletiva do MIP (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005).

O IF é expresso pela razdo das areas dos picos cromatograficos dos
analitos, apos extracdes com as fases MIP e NIP, realizadas sob as mesmas

condi¢cdes. Quanto maior o valor IF, maior serd a seletividade do MIP



70

desenvolvido (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005). Para o teste foi
avaliada a capacidade sortiva de uma solucdo padrdo dos analitos na
concentracéo de 500 ng mL™,

A seletividade do material foi avaliada através de analises de amostras de
plasma branco enriquecidas com o CBD, A9-THC e outros 11 farmacos com
estruturas diferentes dos analitos que possam estar presentes em amostras de
plasma de pacientes com a DP. Os farmacos avaliados incluem antidepressivos,

anticonvulsivantes e antipsicéticos, na concentracéo final de 500 ng mL™.
2.111.6 Capacidade de sorcéo

A capacidade de sorcao (Q) é um fator importante para avaliar a afinidade
de ligacdo do analito ao polimero. Para determinar a capacidade de sorcdo
maxima (Qmax) do MIP, foram preparadas solu¢des padréo dos canabinoides em
diferentes concentragées, de 200 a 3000 ng mL™t. As solucdes foram injetadas
no sistema in-tube SPME/UHPLC-MS/MS e a quantidade de analito adsorvida
por volume de fase foi calculada (Equacao 3). Ao final, o grafico “Q versus
concentracao inicial dos analitos” foi construido e o valor de Qmax foi estimado
(SOUZA; HANTAO; QUEIROZ, 2018).

_ CxV

Q= —; (3)

Onde:

Q = quantidade de analito adsorvido por volume de MIP (ng cm-3)
C = massa dos analitos determinada pela curva de calibracéo;

V = volume de solugao padréo injetada (0,010 mL);

Cs = massa estimada de MIP (0,0176).

Os ensaios de capacidade de sorcado foram baseados no procedimento

convencional de adsorc¢éo (DE GISI et al., 2016).
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2.111.7 Pré-preparo das amostras biologicas

Foi necessario um prévio preparo das amostras de plasma, objetivando
reduzir a viscosidade da amostra bioldgica e a eliminacdo de proteinas que
poderiam ligar irreversivelmente ao MIP. Em um eppendorf, foi adicionado o
plasma (300 uL) e a acetonitrila (600 pL), mantendo a proporcéo de 2:1 (v/v). O
sistema foi agitado em vortex, por aproximadamente 10 segundos, e, em
seguida, foi centrifugado por 15 min, a 15°C, a 9000 rpm. O sobrenadante (700
pL) foi seco em concentrador (Eppendorf, Brasil) sob vacuo. O extrato seco foi
reconstituido em 50 pL de solucdo de acetato de amoénio 5 mM e agitado em

vortex por 1 minuto.

2.111.8 Avaliacédo dos parametros de extracdo por in-tube SPME

Para a avaliar as variaveis do processo de extracao in-tube SPME foram
realizados testes, em triplicata, utilizando amostras de plasma (branco)
enriquecidas com CBD e A9-THC na concentracdo de 500 ng mL™.

O primeiro parametro avaliado foi a fase movel utilizada para pré-
concentragéo dos analitos. O capilar de MIP sintetizado (0,530 mm d.i x 5 cm)
foi conectado na valvula de seis pérticos, no pértico 2 e a outra extremidade foi
ligada ao espectrémetro de massas. Foi avaliado como solvente de dessorcédo a
agua, acetonitrila e formiato de amdnio 5 mM.

O processo de dessorcdo também foi verificado, a fim de obter maior
recuperacdo dos analitos e menor efeito residual. Como solvente de dessorcao
foram testados formiato de amonio 5 mM, formiato de amoénio 5mM + 0,1% acido
férmico, dgua e uma proporcdo de formiato de aménio 5 mM: acetonitrila
contendo 0,1% &cido formico (60:40, v/v). A vazdo de sor¢cdo e dessorgdo
também foram avaliadas, variando de 0,02 a 0,1 mL min't. Maiores vazdes nao
foram testadas devido a presséo suportada pelo capilar.

Uma etapa importante da extracdo in-tube SPME é a exclusdo dos
interferentes presentes na matriz biolégica. Apés a sor¢cdo dos analitos, foi
verificado o tempo de viragem da valvula de forma que ocorresse a adequada
limpeza do capilar sem remocao dos analitos. O tempo verificado foide 3,4 e 5

min, sendo percolado 100% de acetonitrila.
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A fim de comprovar a completa exclusédo de interferentes, foi realizado o
teste de excluséo de proteinas. O capilar MIP sintetizado foi acoplado no portico
2 da valvula de seis porticos e ao detector DAD, sendo monitorado no A= 280
nm.

A configuracdo do sistema in-tube SPME/UHPLC-MS/MS é um dos
parametros importantes para se avaliar. Para este teste foi avaliada a posicao
reversa (eluicdo dos analitos no sentido inverso da sorcdo) e direta (pré-
concentracéo e eluicdo dos analitos na mesma direcao).

Objetivando melhorar a sensibilidade do método, a injecao de diferentes
volumes de amostra (ap@s pré-preparo) 5, 10, 20 e 30 pL foram avaliadas.

Ainda visando a obtencéo de adequada sensibilidade do método e pequeno
volume de amostra de plasma, diferentes volumes de plasma inicial foram
avaliados (100, 200, 300 e 400 pL), mantendo a proporcdo de plasma:
acetonitrila fixa.

O efeito do pH da solucéo utilizada na reconstituicdo do extrato seco (apos
precipitacdo de proteinas) também foi avaliado objetivando melhorar o processo
de extracdo. O extrato seco, apds precipitacdo das proteinas, foi reconstituido
em 50 pL de solucéo de acetato de amonia 5mM em diferentes valores de pH:
3,5,7,8,9e11l.

Por fim, o tamanho do capilar MIP utilizado foi avaliado. Foram testados
capilares de 5 e 10 cm de comprimento. O capilar 1D foi conectado nos canais
1 e 4 do injetor, a QSM no canal 2, a BSM no canal 5 e a entrada da coluna
analitica no canal 6. A bomba quaternaria foi conectada ao capilar 1D e a bomba

binaria a coluna 2D (coluna analitica).

2.111.9 Validagao Analitica do método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS

Apés avaliagdo de todas as variaveis do método in-tube SPME/UHPLC-
MS/MS, o método foi validado com base nos critérios estabelecidos pela ANVISA
- Resolugédo RDC N° 27, de 17 de maio de 2012 e RDC N° 166, de 24 de julho
de 2017(ANVISA, 2012, 2017).

Os parametros de validacdo analitica analisados foram: linearidade, limite

de quantificacéo, preciséo, exatidao, efeito matriz, efeito residual e seletividade.



73

2.111.9.1 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através do enriqguecimento de
amostras de plasma (300 pL) com solucdes dos padrées internos (CBD-ds e A9-
THC-d3s) e dos canabindides (CBD e A9-THC). As concentracdes dos
canabinédes variaram de 10 a 300 ng mL?, j& a concentracdo dos padrdes
internos foi de 150 ng mL?*. A faixa linear foi definida com base nas
concentracfes que poderiam ser encontradas em amostras biolégicas, tendo em
vista a dosagem administrada e a farmacocinética do CBD (JUNIOR, 2013;
WHO, 2017).

Trés curvas analiticas foram tracadas para cada analito por regressao
linear, considerando a razdo entre as areas dos picos dos analitos e dos picos
dos padrdes internos (Y) versus concentracdes nominais dos canabindides (X).
Foi calculado o CV para cada calibrador, sendo que o valor obtido deveria ser
menor ou igual a 20 para o calibrador correspondente a concentracdo nominal
do LIQ, ja para os outros calibradores, incluindo o LSQ, o CV deveria ser menor
do que 15% em relacdo a concentragcdo nominal.

A falta de ajuste (Lack-of-Fit) foi também determinada para avaliar a
normalidade e independéncia da variancia dos residuos e, portanto, verificar se
o modelo é linear. Para o calculo foi utilizado o programa Statistica 6.0. Para a
falta de ajuste ndo ser significativa e o modelo ser bem ajustado, o valor de p
deve ser maior que 0,05 (RAMSEY, F.L., SCHAFER, 1997).

2.111.9.2 Precisao e Exatidao

A precisao e exatidao foram avaliada com ensaios realizados no mesmo
dia (intraensaio) e em dias distintos (interensaio). Os ensaios foram realizados
por meio das quintuplicatas (n = 5) das analises de amostras de plasma

enriquecidas com os canabindides nas seguintes concentracoes:

> Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) = 10 ng mL™;
> Controle de Qualidade Baixo (CQB) = 30 ng mL;
> Controle de Qualidade Médio (CQM) = 150 ng mL™;
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> Controle de Qualidade Alto (CQA) = 240 ng mL;
> Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) = 300 ng mL™2.

Para determinar a precisdo foi calculado o CV e para a exatiddo foi
calculado o EPR. Ambos valores devem ser menores ou iguais a 15%, exceto

para o LIQ que é permitido uma variacao de £20%.

2.111.9.3 Efeito residual

O efeito residual foi avaliado injetando no sistema trés amostras de plasma
branco, sendo: uma antes e duas apés a analise de uma amostra de plasma
enriquecida no LSQ. Os cromatogramas da amostra branco foram comparadas
com o correspondente ao LIQ. Os sinais analiticos dos interferentes nos tempos

de retencdo dos analitos devem ser inferiores a 20%.

2.111.9.4 Efeito da matriz biolégica

Para avaliar o efeito da matriz bioldgica no método desenvolvido, foram
realizados dois testes: (1) FMN; e (2) Infusdo pds-coluna.

O FMN foi realizado analisando oito diferentes amostras de plasma
enriquecidas com os analitos em concentracfes correspondentes ao CQB e
CQA. Em todas as amostras, foram adicionadas o padrdo interno. Com o0s
resultados foram calculados os FMN e CV dos FMNs, que devem ser inferiores
a 15%.

A infusdo poés-coluna foi realizada através da infusdo da solucao padréo
dos analitos (500 ng mL* CBD e A9-THC, em formiato de amoénio 5 mM:
acetonitrila com 0,1% de acido férmico, 40:60, v/v). Esse fluxo foi combinado
com a injecao, via in-tube SPME/UHPLC-MS/MS, da amostra de plasma branco
(10 pL, apos pré-preparo). O cromatograma obtido apresenta a variagéo do sinal
do analito em fungc&o da mudancga da posi¢do da composic¢ao da fase movel e da
matriz (SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004a).
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2.111.9.5 Seletividade

A seletividade do meétodo in-tube SPME/UHPLC-MS/MS foi realizada
através da comparacao dos cromatogramas de amostras de plasma branco de
seis diferentes procedéncias e das amostras enriquecidas com o CBD e o A9-

THC na concentracédo do LIQ.

2.111.10. Andlise de amostras de plasma

Objetivando avaliar a aplicabilidade do método in-tube SPME/UHPLC-
MS/MS foram analisadas 4 amostras de plasma de pacientes em terapia aguda
com o CBD.

Nesse estudo, foram realizadas duas sessbes experimentais com cada
pacientes, mantendo um intervalo de 15 dias. No primeiro encontro, foi
administrado capsulas de placebo e na outra sesséo o CBD foi administrado (300
mg). A coleta da amostra de plasma foi realizada aproximadamente 3 horas apos

a administracao das capsulas.



76

2.1V Resultados e Discussoes

2.1V.1 Avaliagéo das condi¢gdes UHPLC-MS/MS

Apos as infusdes diretas das solugdes padrao de CBD, A9-THC, CBD ds e
A9-THC ds as condicdbes MS/MS foram determinadas no modo MRM com
ionizag&o no modo positivo, devido as caracteristicas dos analitos. As condi¢des
de ionizacdo estabelecidas foram as seguintes: voltagem do capilar de 3,11 kV,
temperatura da fonte de ions: 150°C, gas de dessolvatacao: nitrogénio, fluxo de
800 L h-1, 400°C, gas de colisdo: argbnio. A voltagem do cone e energia de
colisdo foram determinadas separadamente para cada analito (Tabela 13).

Foram selecionados trés ions-produto no modo MRM Daughter Scan, um
para andlise quantitativa e dois para analise qualitativa. As trés transicoes
especificas foram determinadas de maneira automatica (Tabela 13). Para a
coleta de dados foi utilizado o sistema MassLynx 4.1 e para processamentos dos
dados e quantificacdo o software QuanLynx.

Tabela 13. Transicbes MS/MS (MRM), voltagem do cone e energia de colisdo
para os canabindides

Analito Precurssor fon Produto  Cone Energiade
V) Coliséo
CBD 315 93/123/193 38 24 /34122
A9-THC 315 43/123/193 44 38/34/24
CBD ds 318 43 /88 /256 100 38/32/22
A9-THC d3 318 123/135/196 58 30/22/24

O CBD apresenta como ion de maior intensidade o de razdo massa carga
(m/z) 193 que é gerado apods quebra do anel ciclo hexenil e mudanca na posi¢éo
de hidrogénio (Figura 14). A fragmentacdo do A9-THC gera fragmentos
semelhantes ao do CBD (como espectro CID idéntico), sendo que o ion de maior
intensidade também é o de m/z 193. Esse fator é explicado pelo fato de se
acreditar que, no modo positivo, devido as condi¢gdes acidas fortes, ocorreria, na
fonte, a isomerizagao do A9-THC em CBD (BROECKER; PRAGST, 2012).
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Figura 14. Fragmentacao das moléculas de CBD e A9-THC
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Devido aos analitos gerarem o mesmo padrao de fragmentacao nao foi
possivel discrimind-los apenas pelas condicbes MS/MS, por isso, a fase mével
e 0 modo de eluicdo foram avaliados de forma que ocorresse a adequada
separagao cromatografica do CBD e do A9-THC. Dentre as fases moveis
avaliadas, a fase mével que apresentou maior detectabilidade (sinal analitico)
foi: A) Formiato de amdnio 5mM e B) Acetonitrila com 0,1% de &cido férmico, na
vazdo de 0,3 mL mint. Ao avaliar o modo isocratico e gradiente, foi obtido melhor
resolucao dos picos no modo gradiente, iniciando com 40%A: 60%B e finalizando
com 0%A: 100%B. Nessas condicdes, a resolucao cromatogréafica entre os picos
do CBD e do A9-THC foi de R = 1,07, originando diferentes tempos de retencéo
(CBD 8,15 min e A9-THC 8,91 min).

2.1V.2 Sintese do Polimero Molecularmente Impresso (MIP)

A elucidacao estrutural do CBD e CBD reduzido (CBDr) foi realizada a partir
da comparacéo de seus dados de RMN de *H e de '3C com os disponiveis na
literatura. Como os dados de RMN de 'H e de '3C dos CBD e CBDr reportados
na literatura foram obtidos em CDCIs, os espectros de RMN dos compostos
descritos nesse trabalho também foram obtidos com as amostras dissolvidas em
CDCI3 (CHOI et al., 2004).
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Analisando o espectro de RMN de 'H do CBD (Figura 15a) e do CBD-H
(Figura 15b), € possivel observar a diferenca entre os dois, comprovando, assim,
a reducao das olefinas a e b. Além disso, a maioria dos sinais encontram-se na
regido entre &1 0,0 e 3,0, que é caracteristica de hidrogénios ligados a carbonos
com hibridizacédo sp®. Os sinais em dn 4,54 (1H, d) e &n 4,68 (1H, d) foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos a, enquanto que o sinal em &+ 6,20 (1H, d)
é referente ao hidrogénio olefinico b, respectivamente (Figura 15a e 15b). Dessa
maneira, a grande diferenca entre os dois espectros pode ser atribuida a falta
dos sinais entre &n 4,54 e 4,68, referentes aos hidrogénios olefinicos a e ao
aumento do numero de hidrogénios no sinal em &1 6,20, 0 que comprova a

reducado das duas duplas ligacdes presentes no CBD.

Figura 15. Espectro de RMN de 1H do (a) CBD; (b) CBD reduzido (cloroféormio-
d, 400 MHz)
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A silanizacdo do capilar consistiu na funcionalizacdo do capilar de silica
com o viniltrimetoxisilano, que ocorre através da ligacdo do reagente com 0s
grupamentos silanois existentes na parede interna do capilar (HO et al., 2014).
A etapa de funcionalizacdo, que ocorreu na parede interna do capilar, gerou
grupos vinil (Figura 16) que permitiram o ancoramento do polimero MIP,

sintetizado in situ.

Figura 16. Funcionalizacao do interior do capilar
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Apés a funcionalizacdo do capilar prosseguiu-se com a sintese do MIP
monolitico propriamente dito. O primeiro item da sintese avaliado foi o solvente
porogénico. A natureza e o volume do solvente porogénico influéncia nas
caracteristicas morfolégicas dos materiais poliméricos (CORMACK, P. A;
ELORZA, 2004). Foram testados trés solventes: acetonitrila, tolueno e
diclorometano. O solvente que formou o MIP com melhor estrutura fisica foi o
sintetizado com o diclorometano. O material sintetizado com acetonitrila
apresentou baixo rendimento e particulas muito pequenas, ja o sintetizado com
tolueno observou-se a formacao de gel.

Em seguida, foram avaliados diferentes volumes do solvente porogénico.
Foram testadas as proporcdes de aproximadamente 18, 8 e 5 vezes o volume
da soma do mondémero funcional (MF), IR e AR. Apoés a sintese, foi observado
que o MIP4 e MIPs (Tabela 12), com maiores volumes de solvente porogénico,
nao apresentaram formacdo adequada de monolito, apresentando particulas
muito pequenas. J& o MIPs (menor volume de diclorometano), apresentou
adequada formagédo do MIP, com o preenchimento total do capilar. Esse

resultado era esperado, visto que na sintese utilizando polimerizacao in situ,
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normalmente menores volumes de solvente porogénico sdo requeridos (LIU;
ROW; YANG, 2005).

O AR utilizado foi o EGDMA, que favorece a interacdo entre mondmero
funcional e molécula molde, além de fornecer estabilidade mecanica a matriz
polimérica. Por essa razdo diferentes proporcées de EGDMA e mondémero
funcional (MMA) foram avaliados. A razao 2:1 (MIP7), 1:1 (MIPs) e 3:1 (MIPy)
foram verificadas e o polimero que apresentou maior estabilidade, com
particulas mais rigidas e menos quebradicas, foi o MIP9, com maior quantidade
de AR. As razdes elevadas da relacdo EGDMA e MMA resultam em polimeros
com maior permeabilidade e maior estabilidade mecéanica, portanto, a razéo
EGDMA:MMA obtida est4 de acordo com o esperado (MAYES; WHITCOMBE,
2005).

Como mondmero funcional foi eleito o MMA. A escolha foi devida ao fato
do MMA possuir grupos funcionais que interagem de forma complementar e em
tamanho, através de ligagcbes de hidrogénio, com os grupos funcionais da
molécula molde (CBDRr). Baixas concentracdes de mondmero funcional, em
relacdo a molécula molde, podem causar problemas por insuficiéncia de
mondmeros para formacdo do complexo mondmero-molde, diminuindo, assim,
a quantidade de sitios especificos no polimero final.

Por outro lado, o excesso de monémeros funcionais é incorporado de forma
randémica na cadeia polimérica, interagindo de forma néo especifica com os
compostos enddgenos da amostra bioldgica, durante o procedimento de
extracdo, podendo adsorvé-los (RACHKOV; MINOURA, 2000). Diferentes
propor¢cdes MMA: CBD reduzido foram avaliadas quanto a capacidade de sor¢éo
de CBD e A9-THC (Figura 17).
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Figura 17. Avaliacdo da razdo molar monémero funcional: molécula molde
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Fonte: préprio autor

Dentre as razbes MMA: CBD avaliadas, ndo houveram diferencas téo
significativas nas areas obtidas. No entanto, no MIP 12 observa-se um leve
aumento da area de pico para o CBD e A9-THC, quando comparado com o NIP
e 0s demais polimeros sintetizados. Ou seja, o MIP que foi sintetizado com maior
razdo molar entre mondémero funcional: template foi utilizado nos ensaios
subsequentes. O material, ainda, apresentou adequada permeabilidade para
percolacdo do sorvente e alta seletividade.

O AIBN foi utilizado como IR por apresentar alta eficiéncia nas
polimerizacdes radicalares, ter baixo custo e por permitir o uso de condi¢cdes
brandas de sintese. A Figura 18 resume o esquema de sintese do MIP, utilizando
0 CBDr como molécula molde.

Apoés a sintese dos materiais, e antes de utilizad-los nos processos de
extracdo, foi realizada a lavagem do polimero objetivando a remocdo da
molécula molde das cavidades especificas do MIP. O polimero foi lavado com
acetonitrila, devido a solubilidade da molécula molde, durante 4 horas, com o
auxilio de uma bomba HPLC. Aliquotas dessa solucdo foram coletadas e
injetadas, em sistema UHPLC-MS/MS, para a avaliacdo da eficiéncia do
processo de remocao da molécula molde. Apdés 4 horas, nédo foi observado

resquicio da sintese.
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Figura 18. Esquema do procedimento de sintese do MIP
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2.1V.3 Caracterizacao morfolégica dos polimeros sintetizados

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (FTIR) das amostras
de NIP e MIP estéo representados na Figura 19. Os espectros obtidos para os
dois materiais ndo apresentam diferencas quimicas significativas do ponto de

vista de presenca ou auséncia de grupos funcionais especificos.
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Figura 19. Espectros FTIR para MIP e NIP
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Os espectros FTIR das amostras NIP e MIP apresentam bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nos reagentes de sintese,
mostrando que foram incorporados na cadeia polimérica. Bandas caracteristicas
do grupamento carbonila (C=0) e hidroxila (OH) aparecem em 1728 e 3507 cm"
!, indicando a ligacédo de hidrogénio com o grupo carboxilico (-COOH) do MMA.
Ligacdes de C-O de grupo ésteres, que sdo provenientes do AR (EGDMA), estdo
presentes em 1259 cm* (ligacdo simétrica) e 1162 cm™ (ligacdo assimétrica).
Bandas representativas de ligacdo C-H polimérica também s&o observadas em
2688 cm. A associacdo do mondmero funcional com o AR gera a presenca de
grupos vinilicos, representando pelos picos em 1637 cm (O-H) e em 960 cm™*
(C-H vinilica) (COATES, 2006; MIRANDA; DOMINGUES; QUEIROZ, 20186).

A técnica MEV foi utilizada para fornecer informacdes acerca das
caracteristicas morfologicas externas dos polimeros sintetizados. As Figuras 20a
e 20b mostram a morfologia do NIP, e as Figuras 20c e 20d do MIP, com uma
magnitude de 10.00 kX e 30.00 kX. Pode ser observado que ambos os polimero
apresentam estrutura relativamente homogénea e com particulas

interconectadas entre si, formando uma rede continua. Nota-se, ainda, a
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presenca de algumas cavidades e canais evidenciando o carater poroso do
material. Quando comparado os dois materiais, € possivel verificar particulas
maiores no MIP (aproximadamente 4 um) do que no NIP (cerca de 2 um),
sugerindo uma maior &rea superficial no material que foi molecularmente

impresso.

Figura 20. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura. (a) NIP (Mag =
10.00 kX); (b) NIP (Mag = 30.00 kX); (c) MIP (Mag = 10.00 kX); (b) MIP (Mag =

Fonte: préprio autor

A técnica MET foi utilizada para obter informagdes complementares sobre
as caracteristicas morfologicas internas do polimero. A Figura 21a mostra a
morfologia do NIP e a Figura 21b do MIP com uma magnitude de 50.00 kX. Como
mostrado na Figura 2l1a, o NIP apresenta uma estrutura rigida e densa,
assemelhando-se a uma esfera. O MIP, mostrado na Figura 21b, apresenta uma
estrutura mais porosa, com regidées mais claras e canais bem definidos (imagem
inferior). A diferenca de porosidade observada pelas imagens do MEV e do MET
dos dois materiais pode ser atribuida a presenca da molécula molde na sintese
do MIP.
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Figura 21. Imagens de Microscopia Eletronica de Transmisséo. (a) NIP (Mag =
50.00 kX); (b) MIP (Mag = 50.00 kX)

Fonte: préprio autor

2.IV.4 Desempenho analitico do MIP

A Figura 22 ilustra o grafico que apresenta a capacidade de sor¢cao dos
analitos, CBD e A9-THC, nos capilares MIP e NIP. O IF calculado para o CBD
foi de aproximadamente 5 e para o A9-THC cerca de 2,5. O IF deve ser
obrigatoriamente maior que 1 para indicar adequada impressao do MIP
(TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O IF do CBD ¢ 2 vezes maior que o do A9-THC, indicando que, mesmo as
duas moléculas pertencendo a mesma classe, a utilizada como molécula molde
mostrou melhor desempenho seletivo. Os dados sugerem que a ligacdo do
analito com a fase impressa ocorre por meio de interagfes especificas. Na
literatura, os valores de IF encontrados para materiais impressos tém sido
bastante variavel, podendo encontrar valores de 1,1 até 14 (BELTRAN et al.,
2009; LIN et al., 2013; LULINSKI et al., 2014; NICOARA et al., 2015; SOUZA et
al., 2016).
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Figura 22. Avaliagédo da capacidade de sorgéo, para CBD e A9-THC, nos
capilares MIP e NIP
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As ligagOes seletivas dos analitos com o MIP podem ser comprovadas
adicionalmente pela avaliacdo da seletividade (Figura 23). As extracdes
realizadas com o MIP apresentaram taxas de recuperacéo de 53% para o CBD
e 32% para o A9-THC, j4 para os demais farmacos analisados, as taxas variaram
de 3 a 15%. A sorcao dos outros farmacos junto ao MIP, apesar de pequena,
pode ser atribuida a interacdes ndo especificas com polimero.

As taxas de recuperacdo do CBD foram maiores quando comparadas as
obtidas para o A9-THC, pois o MIP foi sintetizado com molécula de CBDr como
template. Portanto, o MIP desenvolvido é mais seletivo para o CBD.

As porcentagens de recuperacao encontradas no trabalho para os analitos
e os farmacos (substancias com estruturas ndao analogas) sédo similares as
determinadas por Souza et al. (2016). Os autores avaliaram a seletividade do
MIP para a extracdo de parabenos em amostras de leite na presenca de outros
7 farmacos. As taxas de recuperacao para os farmacos variaram de 4 a 28%
(SOUZA et al., 2016).

Miranda et al. (2016) também avaliaram a seletividade do MIP sintetizado
para extracdo de venlafaxina em amostras de plasma na presenca de outros 7
compostos de estrutura diferente da molécula molde. A recuperacdo dos
farmacos variou entre 5 e 30% (MIRANDA; DOMINGUES; QUEIROZ, 2016).
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Figura 23. Avaliacdo da seletividade do MIP, para CBD e THC, em amostras de
plasma enriquecidas com o0s analitos e farmacos antidepressivos,
anticonvulsivantes e antipsicéticos (500 ng mL1). Estrutura quimica: (a) CBD; (b)
A9-THC; (c) clorpromazina; (d) quetiapina; (e) haloperidol; (f) paroxetina; (g)
citalopram; (h) clonazepam; (i) clomipramina; (j) fluoxetina; (I) sertralina; (m)
Imipramina
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2.1V.5 Capacidade de sorcéo

A Figura 24 ilustra um perfil de isoterma de adsorcéo do tipo | (segundo
classificacdo IUPAC), ou seja, que o aumento da massa dos analitos sorvida
junto ao MIP (ng cm3) é proporcional ao da concentracéo da solucédo padréo (ng
mL1), até atingir a maxima capacidade de sorcdo do capilar MIP, patamar
constante. Este perfil indica que o processo de adsorgcéo ocorre possivelmente
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em monocamada e que 0 processo € considerado reversivel (S. J. GREGG,
1982).

Figura 24. Capacidade de sorc¢éo do capilar MIP para CBD e THC

160

m CBD
14094 | ¢ THC - " "
120 4 " [ -
"] n
_ 100
E - "
¢ 80
s
o
= | ]
— 60 <
() u ¢ L s @ . [ * e
40 . *
n L ]
20 - *
-
LI
»
0 .

1 I i 1 M I i I i 1 i I
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentragao inicial (ng/mL)

Fonte: préprio autor

Para ambos os analitos (CBD e A9-THC), o equilibrio de adsorcédo é
atingido aproximadamente com a concentracdo de solugdo padrao inicial de
cerca de 1600 ng mL*. Entretanto, a quantidade de analito adsorvido por volume
de MIP é diferente para cada analito. Os valores de Qmax foram de 148,05 ng cm-
3 para CBD e 44,49 ng cm™ para o A9-THC. Ou seja, o material consegue
adsorver uma maior quantidade de CBD do que A9-THC, indicando mais uma

vez o reconhecimento seletivo do CBD pelo MIP.

2.1V.6 Avaliagdo dos parametros in-tube SPME

Na Figura 25, & possivel observar que as maiores taxas de sorgédo dos
analitos junto ao capilar 1D foram obtida utilizando a acetonitrila como fase
movel, por ser um solvente aprotico. As solugdes aquosas, por serem préticas,
podem solvatar fortemente as hidroxilas dos analitos, deixando-as menos livre
para sorver junto a fase MIP (SOLOMONS, T.W.G., FRYHLE, 2000). Esse fato
também justifica os melhores resultados de dessor¢do com o de formiato de

amonio.
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Figura 25. Avaliacéo do solvente de sorcao
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Demais parametros: 200 pL de plasma; 10 puL de amostra ressuspendida em acetonitrila injetada

no sistema in-tube SPME; 3 min de limpeza; dessor¢cdo com agua ou acetonitrila na vazédo de
0,02 mL min1. Fonte: préprio autor

Para a dessorcdo dos analitos do capilar 1D para a coluna 2D o melhor
resultado foi obtido com a utilizagdo do formiato de amonio 5 mM (Figura 26).
Com a utilizacdo de dgua a dessorcdo dos analitos foi baixa, o que pode ser
justificado pela solubilidade dos analitos (WHO, 2017). Quando adicionado acido
ou acetonitrila na fase de dessorcao, a eluicdo dos canabindides também nao foi
completa, uma vez que tanto o pH acido quanto o solvente aprético favorecem a
sor¢ao do analito. Assim, a utilizagcdo de 100% de formiato de aménio 5 mM
mostrou ndo apresentar efeito residual dos analitos no capilar, o0 que comprova

a completa eluicdo dos analitos.
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Figura 26. Avaliacéo do solvente de dessorcao
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Demais parametros: 200 pL de plasma; 10 yL de amostra ressuspendida em acetonitrila injetada
no sistema in-tube SPME; 3 min de limpeza; sor¢do com agua ou acetonitrila na vazéo de 0,02
mL min-1. Fonte: préprio autor

Quanto a vazao do fluxo da fase movel de sorcéo e dessorcao, o resultado
mais favoravel foi obtido com a menor vazéo, de 0,02 mL min? (Figura 27).
Quanto mais baixa a vazao da fase mével mais tempo habil os analitos terdo
para interagirem com a fase estacionaria (KATAOKA; SAITO, 2012). A vazao
alta poderia encurtar o tempo de extracdo e gerar uma analise mais rapida, mas,
em contrapartida, geraria uma pressao excessiva, afetando a vida util do capilar
(WANG et al., 2018). Assim, o fluxo de 0,02 mL min- permitiu um equilibrio entre

o tempo e eficiéncia de sorcao.
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Figura 27. Avaliacdo da vazéo de sorcao e dessorcao
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Demais parametros: 200 pL de plasma; 10 pL de amostra ressuspendida em acetonitrila injetada
no sistema in-tube SPME; 3 min de limpeza; sorcdo com acetonitrila e dessor¢cdo com formiato
de amonio. Fonte: proprio autor

O plasma humano é um material biol6gico bastante complexo (BROWN,
1984), por isso a etapa de lavagem do capilar para exclusao de interferentes,
antes da dessorcdo das analitos, é imprescindivel. Usualmente, a acetonitrila
tem sido utilizada nesta etapa, por ser um solvente de média polaridade capaz
de excluir as macromoléculas. Como esse solvente ja é utilizado para pré-
concentrar os analitos foi avaliado o tempo necessario para minimizar o efeito da
matriz. Como demonstrado na Figura 28, o tempo de 3 minutos foi o0 adequado

para eliminar os interferentes sem eluir os canabindides.
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Figura 28. Avaliacdo da lavagem da fase MIP apos sorcdo dos analitos
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Demais parametros: 200 pL de plasma; 10 puL de amostra ressuspendida em acetonitrila injetada
no sistema in-tube SPME; sor¢cao com acetonitrila e dessor¢do com formiato de aménio na vazao
de 0,02 mL mint. Fonte: préprio autor

A exclusdo das macromoléculas também foi confirmada através do detector
DAD (A =280 nm). O pico referente as proteinas comecgou a sair com 1 minuto
e com 3 minutos foi completamente excluido (pico em 1,72 min). Dessa forma, a
viragem da vélvula foi realizada em 3 minutos.

A configuracao do sistema de eluicdo no modo reverso e direto também foi
avaliada. O modo reverso eluiu os analitos com menor tempo de retencao (8,15
min para CBD e 8,91 para A9-THC), enquanto o modo direto dessorveu 0s
canabindides com um maior tempo (8,35 min para CBD e 9,04 para A9-THC).
As areas dos picos obtidas nos dois modos também foram diferentes: a area
obtida no modo reverso foi, aproximadamente, 3 vezes maior para o CBD e o
A9-THC. Assim, a eluigcdo no modo reverso foi utilizado nos ensaios posteriores.

A configuragdo final do sistema in-tube SPME/UHPLC-MS/MS foi
estabelecida nas seguintes condi¢des: o capilar MIP (1D) foi conectado nos
canais 1 e 4 do injetor, a QSM no canal 2, a BSM no canal 5 e a entrada da
coluna analitica no canal 6. A bomba quaternéria foi conectada ao capilar (1D) e

a bomba binéaria a coluna analitica (2D) (Figura 29).
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Figura 29. Configuracao final do sistema in-tube SPME/UHPLC-MS/MS (eluicdo
no modo reverso) para a determinacéo de canabindides em amostras de plasma
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Fonte: préprio autor

No inicio da extracdo, a valvula estad na Posicao 1. Nessa etapa, a amostra

injetada € percolada pelo capilar 1D com a fase movel acetonitrila, na vazao de

0,02 mL mint. Ao mesmo tempo, a coluna analitica é equilibrada com a fase

moével (formiato de aménio 5 mM: acetonitrila com 0,1% AF, 40:60, v/v), na vazéo

de 0,30 mL min-t. Com 3 minutos, ocorre a comutac¢édo da valvula para a Posicdo

2. Na segunda etapa os canabindides sao eluidos do capilar (1D) para a coluna

analitica (2D). Aos 5 minutos, a valvula retorna na Posicdo 1 e ocorre a

separacdo cromatografica com posterior detec¢éo no espectrometro de massas.

Ao mesmo tempo ocorre a limpeza da coluna 1D. As proporcdes das fases

moveis, bem como o tempo de viragem da valvula estédo descrito na Tabela 14.
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Tabela 14. Condi¢des da andlise in-tube SPME/UHPC-MS/MS para amostras de
plasma

Bomba Binaria (BSM) Bomba Quaternaria

(QSM)

A = Formiato de Aménio A = Agua

5mM B = Acetonitrila

B = Acetonitrila + 0,1%

Acido Formico

Vazdo %A %B Vazdo %A Posicdo Etapas

Inicial 0,300 40 60 0,020 O 100 1 Pré-concentracao dos
canabindides e
condicionamento da coluna
analitica

3.00 0,020 100 0 0,020 O 100 2 Eluicdo dos canabinodides
(1D) para a coluna analitica
(2D)

5.00 - 12.00 | 0,300 40-0 60-100 | 0,020 100 0 1 Separacao cromatografica
(2D) e limpeza do capilar (2D)

12.00 - 0,300 0-40 100-60 | 0,020 O 100 1 Reequilibrio do sistema

13.00

Quanto ao volume da amostra diluida injetada no sistema in-tube
SPME/UHPLC-MS/MS, quando injetado 10 pL, houve um aumento de
aproximadamente 1,7 vezes da area dos picos de CBD e A9-THC quando
comparadas com a injecao de 5 pL. Ja ao injetar maiores volume (20 e 30 L)
houve uma queda significativa das areas, provavelmente ocasionada pelo efeito
matriz mais pronunciado. Assim, optou-se por injetar 10 pL da amostra diluida
(apbs-preparo).

Foram testados os volumes de 100, 200, 300 e 400 pL de amostra de
plasma (inicial) enriquecida com os analitos. No grafico representado na Figura
30, observa-se aumento crescente (linear) da area do pico com o aumento do
volume de amostra até 300 pL plasma. A partir desse valor, os valores de area

SAo0 constantes.
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Figura 30. Avaliacdo do volume de amostra inicial
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Demais parametros: 10 puL de amostra ressuspendida em acetonitrila injetada no sistema in-tube
SPME; 3 min de limpeza; sor¢do com acetonitrila e dessor¢do com formiato de aménio na vazao
de 0,02 mL min-. Fonte: préprio autor

O pH da amostra € um parametro importante, pois influencia diretamente
na ionizacdo dos grupos funcionais dos analitos, e consequentemente nas
interacBes com o polimero.

Considerando o efeito do pH da amostra na eficiéncia do processo de
extracdo in-tube SPME/UHPLC-MS/MS, as extracdo realizadas em pH abaixo
de 8,0 apresentaram as maiores areas de pico, Figura 31. Foi observado que na
faixa de pH entre 3 e 8 ndo houve uma diferenca tdo pronunciada nas areas
obtidas, no entanto, em pH 3 € possivel verificar uma leve tendéncia de aumento
de &rea do pico para o CBD. Em pH mais béasico (pH 9 e 11) o efeito é o oposto,
pode ser observado uma brusca queda na area obtida.

Segundo os valores de pKa do CBD (pKa = 9,64) (GROTENHERMEN,
2003) e do MMA (pKa = 4,65) (DONG; DU; QIAN, 2008), os ensaios realizados
em pH 3 favoreceram as ligacdes hidrogénio entre os grupos funcionais do CBD
e MMA, uma vez que ambos estdo em suas formas nao ionizadas. Assim, o

extrato seco foi ressuspendido em acetato de aménio 5 mM pH 3,0.
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Figura 31. Avaliacdo do pH da amostra
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Demais parametros: 200 pL de plasma; 10 pL de amostra ressuspendida injetada no sistema in-
tube SPME; 3 min de limpeza; sorcdo com acetonitrila e dessor¢do com formiato de aménio na
vazéao de 0,02 mL min-1. Fonte: préprio autor

Area do pico

Por fim, foi avaliado o comprimento do capilar MIP de extracdo da primeira
dimenséo. Capilares de 5 e 10 cm foram testados (Figura 32). A area do pico
cromatografico nitidamente aumentou com o comprimento do capilar, e isso
pode ser explicado pelo aumento do volume da fase extrativa e
consequentemente da capacidade sortiva. Capilares ainda maiores poderiam ser
avaliados, no entanto, maiores comprimentos de capilar poderiam aumentar a
presséo do sistema (HAKOBYAN et al., 2018). Portanto, o capilar de 10 cm foi

utilizado nos ensaios posteriores.
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Figura 32. Avaliacdo do comprimento do MIP
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Demais parametros: 300 pL de plasma; 10 yL de amostra ressuspendida em solu¢do pH 3
injetada no sistema in-tube SPME; 3 min de limpeza; sor¢do com acetonitrila e dessor¢cdo com
formiato de aménio na vazao de 0,02 mL min-t. Fonte: préprio autor

2.1V.7 Validacdo Analitica do método in-tube SPME

A Tabela 15 apresenta os parametros de validagcédo analitica do método in-
tube SPME/UHPLC-MS/MS para determinacéo de CBD e A9-THC em amostras
de plasma.

A linearidade do método variou de 10 a 300 ng mL* com coeficientes de
determinacao superiores a 0,996 para ambos os analitos. A falta de ajuste foi
superior a 0,05, indicando que os modelos matematicos estavam bem ajustados
ao nivel de 5%.

Quanto aos ensaios de precisédo os CV ficaram entre 0,2 % e 9,7% para o
CBD e entre 0,7 e 19,1% (LIQ) para o A9-THC. Para a exatiddo o EPR oscilou
de -7,7 a 19,6% (LIQ) para o CBD e de -9,3 a 4,4% para o A9-THC. Os valores
de precisdo e exatido foram satisfatérios pois estdo em concordancia com o
estabelecido pela ANVISA.
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Tabela 15. Parametros de validacdo analitica para o método in-tube
SPME/UHPC-MS/MS para amostra de plasma

Linearidade Exatiddo (EPR) Preciséo (CV) Efeito
Analito Matriz
Equacao dareta Lack-of-Fit 2 V)
10 (LIQ) 11,8 19,6 3,2 9,7
30 (CQB) -3,3 -3,5 0,2 2,3 13,9
CBD y = 0,0381 x — 0,0426 0,997 0,196 150 (CQM) -1,7 -4,2 3,0 5,6
240 (CQA) 0,4 31 0,9 3,9 11,7
300 (LSQ) 1,3 -0,6 0,4 2,6
10 (LIQ) -9,3 -3,7 19,1 17,8
30 (CQB) -3,6 -0,3 10,3 8,7 14,5
A9-THC y = 0,0209 x — 0,3332 0,996 0,168 150 (CQM) 4.4 1,1 2,1 4,7
240 (CQA) 3,2 1,5 0,9 2,6 8,6
300 (LSQ) -2,7 -1,1 0,7 2,3

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
ayalor p para o nivel de significancia de 0,05.

O efeito residual foi de 4,4% para o CBD e de 1,7% para o A9-THC, portanto
nao houve pico residual no tempo de retencéo dos analitos. Ademais, a resposta
de picos residuais no tempo de retencdo dos padrdes internos também foi inferior
a 5%.

Como apresentado na Tabela 15, os CVs dos FMNs foram 13,9 e 14,5%
parao CQB e 11,7 e 8,6% para o CQA. Os valores mostraram auséncia de efeito
matriz significativo do método, conforme estabelecido pelos critérios da ANVISA.

O baixo efeito matriz no tempo de retencdo dos analitos também foi
comprovado pela infusdo pds-coluna. Na Figura 33, € possivel observar que ha
um incremento no sinal analitico entre 3 e 5 min, tempo em que ocorre a viragem
da valvula e por consequéncia modificagdo na composicao da fase movel. O
mesmo comportamento foi também observado quando se injetou acetonitrila
pura. Portanto, essa instabilidade na linha de base foi devido a mudanca da
valvula de 6 porticos e consequentemente da fase movel. Além disso, no tempo
de retencéo dos analitos ndo foi observado variacdes na linha de base, ou seja,

interferentes capazes de causar supressao ou incremento do sinal.
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Figura 33. Cromatograma da infusdo pés-coluna do CBD e A9-THC para o
método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS
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A seletividade do método foi comprovada através do cromatograma da
amostra de plasma branco e do plasma enriquecido com os analitos (CBD e A9-
THC), processadas nas condi¢cdes de extracdo determinadas previamente. Na
Figura 34, € comprovado que nao ha interferentes no tempo de retencédo dos
analitos.

Os estudos de estabilidade do CBD e do A9-THC néo foram realizados,
pois ja existem dados na literatura que compravam a estabilidade dos analitos
em amostras de plasma. Quando as amostras foram armazenadas ao abrigo da
luz, os analitos mostraram ser estaveis nos testes de curto prazo (24 horas) e de
congelamento/descongelamento (3 ciclos). Além disso, as amostras
processadas também foram estaveis apos 24 horas mantidas a temperatura
ambiente e protegidas da luz (LUIS MIGUEL LOUREIRO FERNANDES, 2013).

A reprodutibilidade do procedimento de sintese do capilar MIP também foi
avaliada. Nesse teste, trés capilares MIP foram sintetizados e avaliados com
amostras de plasma branco enriquecidas com CBD e A9-THC na concentragéo
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de 150 ng mL* (n=3). Os valores de CV encontrados foram de 11,4% para CBD
e 8,6% para o A9-THC.

Figura 34. Cromatogramas das amostras de plasma enriquecido com CBD e A9-
THC no LIQ e de plasma branco (superior) empregando o método in-tube
SPME/UHPLC-MS/MS
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2.1V.8. Amostras reais

A Tabela 16 apresenta as concentracdes de CBD determinadas nas
amostras dos pacientes em terapia com o CBD (300 mg). O CV das triplicatas
(n=3) foram inferiores a 8% e néo foi observada nenhuma substancia interferente

no tempo de retencéao dos analitos.

Tabela 16. Concentracdes plasmaticas determinadas (n=3) em amostras de

plasma de pacientes em terapia com o CBD
Analito Concentragéo plasmatica (ng mLt) (CV)
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
CBD 48,9 (7,1%) 100,9 (5,3%) 201,8 (7,5%) 35,9 (4,1%)
A9-THC < ng < ng < ng < ng

*Todas as amostras foram processadas em triplicata.
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As concentragfes plasmaticas variam de 35,9 a 201,8 ng mL* para CBD.
Apesar de todos os pacientes terem recebido a mesma dosagem do farmaco e
as coletas terem sido realizadas em intervalos de tempo semelhante, foi possivel
observar diferencas nas concentracdes plasmaticas determinadas.

Essas variacbes encontradas podem ser atribuidas ao fato que cada
paciente apresentar metabolismo singular. E possivel encontrar neste grupo de
estudo, metabolizadores lento, normais ou rapidos. Ademais, seria necessario
investigar os medicamentos de uso concomitantemente com o CBD, que
poderiam interferir nas vias de farmacocinética. Para fazer inferéncias acerca
dessas variaveis, seria necessario um estudo mais detalhado, incluindo dados
sobre estilo de vida e medicamentos utilizados.

Cabe ressaltar que, devido a utilizacao e aprovacao recente do CBD, até o
presente momento, ainda nao foi determinado o intervalo terapéutico. Segundo
a OMS, as doses orais que tem sido administradas variam de 100 — 800 mg / dia
(WHO, 2017). A farmacocinética do farmaco ainda é pouco estudada, mas
acredita-se que o pico plasmatico é atingido com cerca de 3 horas ap0ls a
administracdo e quando utilizada uma concentracdo de 150 mg foram
encontradas concentragdes plasmaticas de 75 — 95 ng mL* (JUNIOR, 2013).

As concentragdes de A9-THC ndo foram determinadas, pois as areas
obtidas foram inferiores ao LIQ. Este resultado era o esperado, pois o farmaco
administrado aos pacientes apresenta pureza de 99,9% de CBD, ou seja, ndo
apresenta o A9-THC em sua composi¢cdo. Ademais, com esses resultados é
possivel inferir que os pacientes ndo utilizaram, recentemente, a Cannabis de

forma recreativa.

2.1V.9. Comparacdo com demais métodos da literatura

A LLE e SPE tém sido as técnicas mais utilizadas para a determinacao de
CBD e A9-THC em amostras biolégicas (Tabela 17).

Os métodos descritos na literatura apresentaram menores valores de LIQ.
No entanto, o método on-line in-tube SPME/UHPLC-MS/MS padronizado utilizou
fase extratora seletiva e apresentou menor tempo de analise, utilizacdo de

menores volumes de solventes organicos e de amostra biologica.
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Tabela 17. Comparacédo de métodos analiticos para a determinacao de CBD e
A9-THC em amostras biolégicas

Analito Volume LIQ Extracao Volume de Sorvente Deteccéo
Amostra  (ng mL™?) Solvente
Inicial Orgénico
A9 -THC, Plasma 0,500 SPE 7 mL SPE GC-MS (KARSCH
11-OH-THC, humano (hexano + metanol polimérico NER et al.,
THCCOOH e (1000 pL) + acetonitrila) 2010)
CBD

A9-THC, Fluido oral 0,500 SPE 7 mL CEREX® microLC- (CONCHEI
THCCOOH, (250 pL) (metanol + PolycromTM MS/MS RO et al.,
CBD e CBN acetonitrila + 2013)

hexano

CBD, Fluido oral 0,300 MEPS 800 pL Cc18 LC- (SERGI et
A9-THC, (125 pL) (metanol) MS/MS al., 2013a)
CBN,
11-OH-THC e
THCCOOH

A9-THC, Urina 1,000 LLE 3mL - LC- (DONG et
CBD,CBN e humana (éter + n-hexano + MS/MS al., 2016)
outros (0,5mL) acetato de etila)

CBD, Sangue de 5,000 SPE 1mL Tubo de LC- (PALAZZO
A9- THC e rato (acetonitrila) remocao de MS/MS Ll etal.,
outros (200 pL) fosfolipidios 2018)

Phree™

CBD e Plasma 10 In-tube 150 pL MIP monolitico  UHPLC- Presente
A9-THC humano SPME (acetonitrila) MS/MS
trabalho
(300 pL)

A extracdo seletiva da fase MIP e a etapa de exclusdo dos componentes
endogenos, anterior a eluicdo dos analitos, certamente atenuou o efeito matriz
do método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS.
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Adicionalmente, a fase MIP apresentou resisténcia ao stress mecanico e
aos solventes organicos utilizados no processo de extracdo, podendo ser
utilizado em mais de 50 extracbes sem perda significativa na eficiéncia da
extracao.

O método proposto, ainda, apresenta como vantagem o fato de ser
totalmente automatizado, permitindo a hifenacdo do preparo da amostra e da
separacdo cromatografica. Com isso, obtivemos um método rapido (14 min) com
menores fontes de erro. Adicionalmente, a faixa linear estabelecida permitiu
determinar os analitos em amostras de plasma de pacientes em terapia com o
CBD.
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2.V Conclusdes

O método UHPLC-MS/MS, inicialmente desenvolvido para analise de CBD
e A9-THC, apresentou adequada separacdo dos analitos apés avaliagdo das
diferentes fases moveis e otimizacédo das condicdes MS/MS.

A fase MIP monolitica sintetizada com a utilizacdo do CBDr apresentou
adequada resisténcia ao stress mecanico e aos solventes organicos utilizados
no processo de extracdo. A sintese do MIP apresentou boa rentabilidade e
utilizacdo de pequena massa da molécula molde.

A fase MIP monolitica sintetizada apresentou bandas caracteristicas dos
grupos funcionais dos reagentes de sintese nos espectros FTIR, mostrando que
foram incorporados na cadeia polimérica. A caracterizacao obtida pelas imagens
do MEV e do MET, mostraram que o MIP apresenta uma maior estrutura porosa
do que o NIP. Também foi avaliando a capacidade de sorcéo, sendo observado
que uma maior quantidade de CBD é adsorvida do que de A9-THC. Além disso,
a fase mostrou ser seletiva quando avaliada a extracdo de canabindides
concomitante com demais farmacos.

O método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS com o capilar MIP monolitico, na
primeira dimenséao, possibilitou o acoplamento da etapa de preparo da amostra
com a analise cromatografica, diminuindo as fontes de erro e o tempo de analise.
Em razdo das dimensdes da coluna RAM da primeira dimensao, foi possivel a
utilizacao de pequenos volumes de amostra bioldgica e de solvente organico.

A validagdo do método in-tube SPME/UHPLC-MS/MS para determinacéo
de CBD e A9-THC mostrou ser adequada na faixa linear para determinacéao dos
analitos em amostras biolégicas, com satisfatéria precisdo e exatidao. A
determinacao de CBD e A9-THC, em amostras de plasma de 4 pacientes,
comprovou que o método desenvolvido pode ser adequadamente utilizado para
fins de farmacocinética, monitorizacdo terapéutica ou para auxiliar na

determinacdo do mecanismo de a¢ao do farmaco.



105

CONCUSAO FINAL
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CONCLUSAO FINAL

O desenvolvimento e validagédo dos dois métodos UHPLC-MS/MS no modo
column switching para determinagédo de AEA e 2-AG e de CBD e A9-THC em
amostras biolégicas confirmaram as vantagens dos métodos online, ou seja, a
diminuicdo do consumo de solvente orgéanico, do tempo de analise, das fontes
de erro e da exposi¢ao do analista as amostras biolégicas.

Em razéo das dimensdes das colunas 1D do sistema column switching, foi
possivel utilizar pequenos volumes de amostras biolégicas e solvente organico.

As fases avaliadas na primeira dimensdo (RAM e MIP) apresentaram
seletividade, capacidade sortiva, estabilidade mecénica e quimica adequadas
para diferentes aplicacbes na area de neurociéncias. A caracterizacdo quimica
e fisica da fase MIP monolitica comprovou distinta superficie porosa entre o MIP
e NIP e incorporacédo dos grupos funcionais dos reagentes de sintese.

Os métodos desenvolvidos foram aplicados com sucesso para as analises
de amostras biolégicas de pacientes com a DP.

Os resultados obtidos em amostras de plasma e LCR sdo semelhantes aos
da literatura, os quais indicavam alteracfes do sistema endocanabindide na DP.
Portanto, os endocanabin6des podem ser potenciais biomarcadores para o
diagndstico precoce da DP.

Ademais, as alteracBes confirmadas do sistema endocanabindide na DP
reforcam a necessidade de estudos que utilizem como tratamento alternativo
nao-dopaminérgico os derivados da Cannabis.

Assim, o método desenvolvido para a determinacédo de CBD em amostras
de plasma poderd ser utilizado para fins de monitorizacdo terapéutica,
elucidacdo do mecanismo de acdo, ou estudos de farmacocinética nas

avaliac6es do CBD como farmaco alternativo no tratamento da DP.
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