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RESUMO

A monitorizacdo terapéutica permite a individualizagdo do regime de dosagem,
assegurando a eficdcia clinica e minimizando os efeitos adversos dos farmacos prescritos.
Atualmente, as estatinas tém sido monitoradas, pois, embora eficazes e muito utilizadas,
apresentam alguns efeitos adversos nao desejaveis. Neste trabalho, as técnicas SPME e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) foram avaliadas para a
andlise de estatinas (fluvastatina, simvastatina e atorvastatina) em plasma humano para fins de
monitorizacdo terapéutica. As condi¢des de extracdo e derivatizacdo foram otimizadas
empregando planejamento experimental e avaliando a influéncia dos principais parametros
envolvidos. Para otimizacdo das condi¢des de extracdo avaliou-se pardmetros como tempo e
temperatura de extracdo, pH, volume de solu¢ao tampao e forca idnica; e para otimizagao das
condicdes de derivatizagdo avaliou-se parametros como volume de reagente derivatizante,
volume de agente pareador idnico e pH. A extracdo foi realizada utilizando fibras de PDMS-
DVB, e a dessorcdo feita termicamente no injetor do cromatdgrafo a gids. O método
desenvolvido foi validado segundo normas da ANVISA, apresentando linearidade na faixa de
20 a 500 ng mL", precisdo com coeficientes de variagdo menor que 14% e recuperagdo
relativa de 20 a 40%. Concluida a validagdo analitica, a metodologia proposta foi aplicada em
amostras reais de plasma de pacientes em terapia com simvastatina concedidas pelo

Laboratério Médico Dr. Maricondi e pela Casa de Saude de Sao Carlos.



ABSTRACT

Therapeutic drug monitoring allows individualization of dosage regimen, ensuring the
clinical efficacy and minimizing the adverse effects of prescribed drugs. Currently, statins
have been monitored; despite they are effective, some statins have undesirable adverse
effects. In this work, SPME technique and gas chromatography / mass spectrometry (GC-MS)
were evaluated for analysis of statins (fluvastatin, simvastatin and atorvastatin) in human
plasma for therapeutic drug monitoring. The extraction and derivatization conditions were
optimized using experimental design and evaluating the influence of the main parameters
involved in the SPME procedure. To optimize the extraction conditions were evaluated
parameters such as time and extraction temperature, pH, volume of buffer and ionic strength,
and to optimize the derivatization conditions were evaluated parameters as derivatization
reagent volume, ionic agent pareador volume and pH. The extraction was performed using
PDMS-DVB fibers, and thermal desorption performed in the injector of the gas
chromatograph. The method was validated according to ANVISA, showing linearity in the
range 20 to 500 ng mL", the precision with coefficients of variation less than 14% and
relative recovery from 20 to 40%. The proposed methodology was applied to real samples of
plasma from patients on therapy with simvastatin provided by the Laboratério Médico Dr.

Maricondi and Casa de Saude of Sao Carlos.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 PREPARO DE AMOSTRAS

As éreas que apresentam interesse na andlise de compostos em fluidos biolégicos sdao
muitas, dentre elas a farmacéutica, andlises clinicas, forense, e outras. A analise
cromatogréafica de substancias presentes nestes tipos de matrizes, como soro, plasma ou urina,
em geral, requer um pré-tratamento da amostra. As razdes para tal sdo inimeras, destacando a
complexidade dessas matrizes bioldgicas, das quais 0os compostos sdo obtidos, a existéncia de
proteinas que s@o incompativeis com as colunas cromatograficas, e a concentragdo em nivel
de tragos das substancias a serem analisadas (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

As técnicas de extracdo e/ou pré-concentragdo permitem que a andlise dos compostos
de interesse se torne possivel. O objetivo principal é a obtencdo de uma fragdo da amostra
original enriquecida com as substancias de interesse, de forma que se obtenha uma separagao
cromatogréfica livre de interferentes, com deteccdo adequada e tempo razodvel de anélise
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Um levantamento realizado por Majors, envolvendo um grande nimero de técnicas
analiticas, demonstrou que cerca de 60% do tempo total de anédlise € gasto no preparo de
amostra, enquanto que apenas cerca de 6% do tempo € consumido para a determinagdo dos
seus constituintes. Além de ser a etapa mais demorada do processo de andlise de uma amostra,
0 seu preparo também € a etapa mais susceptivel a introducdo de erros (MAJORS, 1991,
1995).

Os métodos convencionais mais empregados em andlises de rotina no tratamento de

amostras bioldgicas tém sido a extracdo liquido-liquido (LLE) e extragdo em fase sdlida
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INTRODUCAO

(SPE). A técnica de extracdo liquido-liquido (LLE) apresenta diversas desvantagens, tais
como, alto consumo de solventes organicos, exposi¢ao do analista a compostos téxicos, varias
etapas para execucdo e formagao de emulsdo entre as fases, resultando em perda do analito. J&
a extracdo em fase solida (SPE) apresenta uma grande variedade de fases extratoras,
resultando em diferentes tipos de interagdes com os analitos favorecendo, desta forma, a
seletividade analitica; possibilita a automacdo das andlises e o acoplamento em linha com
técnicas cromatogréficas. Entretanto, esta técnica tem apresentado algumas limitagdes como o
bloqueio dos poros da fase extratora pelos componentes da matriz, a utilizacdo de solventes
orgadnicos para a eluicdo, variacdes analiticas entre cartuchos extratores e vdrias etapas
operacionais para sua execuc¢ao (QUEIROZ; LANCAS, 2005).

Devido a essas desvantagens, houve um desenvolvimento de técnicas mais rapidas de
preparo de amostras, principalmente para a andlise de amostras em matrizes complexas.
Porém, além da rapidez, outras caracteristicas sdo requeridas para um bom método de preparo
de amostras, tais como simplicidade, baixo custo, repetibilidade e auséncia de solventes
organicos. Algumas técnicas mais atuais, como extragdo com fluido supercritico (SFE) e
extracdo acelerada com solvente (ASE), ttm cumprido alguns destes requisitos. Apesar da
vantagem destas técnicas sobre aquelas cldssicas, ainda continuam necessitando de grande
quantidade de solvente para sua execucdo (FERNANDES, 2006).

Assim sendo, a miniaturizacdo tornou-se uma das tendéncias dominantes em quimica
analitica. Exemplos tipicos de técnicas miniaturizadas de preparo de amostras incluem a
microextragdo em fase sélida (SPME), extracdo por sor¢do em barra de agitacdo (SBSE),
extracdo dinamica em fase sdlida (SPDE), micro extracdo por solvente empacotado (MEPS),
micro extracdo em fase liquida (LPME), entre outras. Estas técnicas, quando usadas em
combinacdo com sistemas analiticos, podem resultar em andlises mais rdpidas, com menor

consumo de solvente por unidade de amostra, melhorando a sensibilidade do sistema. Na
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maioria dos casos, as técnicas miniaturizadas de preparo de amostras também podem ser
automatizadas e acopladas em linha com a andlise, sendo que esse acoplamento on-line pode
resultar em maior sensibilidade e menor potencial de perda de substancias (KAWAGUCHI et

al., 2006).

1.2 MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME)

A microextragdo em fase sélida (SPME), desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores,
(ARTHUR; PAWLISZYN, 1990) apresenta uma série de vantagens em relacdo aos métodos
convencionais de extragdo, tais como, ndo requer instrumentacdo analitica sofisticada,
apresenta rapido processo operacional, permite automagdo das andlises, concentracdo dos
analitos e reutilizacd@o das fibras extratoras. O dispositivo badsico de SPME ( Figura 1) consiste
de uma fibra de silica fundida de 10 mm de comprimento e 110-160 um de diametro,
recoberta com polimeros sorventes ou sélidos adsorventes, com espessuras de 7-100 pm

(QUEIROZ; LANCAS, 2005).
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Figura 1 - Representacdo esquemadtica de uma seringa de SPME. Adaptado de (ALMEIDA et al., 2004).
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A SPME ¢ baseada no equilibrio de parti¢ao do analito entre as fases: aquosa (amostra
homogénea), polimérica (fibra extratora) e gasosa (headspace). Durante a extracdo em um
sistema trifasico, considerado ideal, os analitos migram entre as trés fases até que o equilibrio
de parti¢do seja atingido. Desta forma, a massa extraida do analito pela fibra estd relacionada
ao equilibrio de massas nas fases do sistema. A massa total do analito deverd permanecer

constante durante a extra¢do, podendo ser expressa pela equacao:

CoVs=CfVf+Ch®Vh+Cs®Vs

Onde Co indica a concentragdo inicial do analito na amostra, Cf‘, Ch®, Cs° as
concentracdes no estado de equilibrio nas fases polimérica, gasosa e na aquosa (amostra),
respectivamente. Vy, Vi, Vsos volumes das fases polimérica, gasosa e aquosa, respectivamente.
Ap0s rearranjos matematicos, a quantidade de analito extraido (niimero de mols) apds atingir

o equilibrio do sistema podera ser expressa através da equagao:

n=KVfVsCo/(KVf+ Vs)

Segundo esta equagdo, a quantidade de analito absorvido ou adsorvido pela fibra, apds
atingir o equilibrio, estd linearmente relacionada com a concentracdo inicial do analito na
amostra, permitindo assim, a andlise quantitativa (QUEIROZ, 2009).

Em andlises realizadas por cromatografia gasosa (SPME-GC), apés o processo de
extracdo a fibra € inserida no injetor aquecido do cromatégrafo e os analitos sd@o dessorvidos
termicamente para a coluna cromatogréfica; desta forma, as andlises realizadas por SPME-GC
nido utilizam solventes organicos. A técnica SPME-GC, inicialmente desenvolvida para
andlise de poluentes em amostras de dgua, tem sido empregada com éxito na extracdo de

farmacos volateis e semi-volateis em anédlises de amostras bioldgicas, principalmente quando
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extraidos no modo headspace, onde ndo ocorre interagdo das proteinas da amostra biolégica
com a fibra. J4 os farmacos menos voldteis ou termicamente instdveis t€ém sido analisados
ap6s processos de derivatizagdo/SPME-GC ou empregando a técnica SPME acoplada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (SPME-HPLC). O acoplamento SPME-HPLC requer
uma interface apropriada, em forma de T, onde a fibra € inserida na extremidade superior e as
demais extremidades, lateral e inferior, sdo conectadas a uma vdlvula de seis poérticos do
HPLC (Figura 2). A dessorcao dos analitos pode ser realizada no modo dinamico ou no modo
estatico. Neste, antes de eluir os analitos para a coluna cromatografica, a fibra permanece na
interface, em contato com um volume previamente estabelecido de fase mdvel ou solvente
organico, durante um intervalo de tempo (QUEIROZ; LANCAS, 2005). No modo dinamico,
através de uma mudancga na valvula, o solvente do sistema cromatografico entra em contato

continuo com a fibra para dessor¢c@o dos analitos.

=) Endruin SPME () Ibesninryio beiiiien

P el

Figura 2 - a) Processo de extragdo SPME, b) Processo de dessor¢do térmica SPME-GC, c) processo de
dessor¢cdo SPME-HPLC. Adaptado de (QUEIROZ; LANCAS, 2005).
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A técnica SPME tem sido aplicada para andlise de farmacos em vdrios fluidos

bioldgicos

para diferentes

fins, tais

como monitorizacao

terapéutica, estudo de

farmacocinética, doping de atletas, screening de drogas ilicitas, entre outras. A Tabela 1

ilustra as recentes aplicagdes nesta drea.

Tabela 1 - Recentes aplicacdes da técnica SPME-GC-MS para andlise de fairmacos em fluidos bioldgicos.

Farmacos Matriz Modo de extracao LOQ/LOD Referéncia
metadona plasma DI (PDMS) LD 40 ng/mL BERMEIJO et al.; 2000
anfetaminas SOro DI + HS (PDMS) LD 0,05 pg/mL LEE et al.; 2000
anfetaminas sangue HS (PDMS) LD 5 ng/mL NAMERA et al.; 2000
drogas ilicitas SOro e urina HS (PA) LQ 10 pg/mL STAERK; KULPMANN, 2000
midazolam plasma DI (PA) LD 1 ng/mL FRISON et al.; 2001
sulfentanil plasma DI (PDMS-DVB) LQ 6 ng/mL PARADIS et al.; 2002
busulfan plasma DI (CW-DVB) LQ 20 ng/mL ABDEL-REHIM et al.; 2003
cocaina suor DI (PDMS) LD 5 ng/mL FOLLADOR et al.; 2004
rivastigmina plasma DI (PDMS-DVB) LQ 0,2 ng/mL SHA et al.; 2004
acido valpréico plasma HS (PDMS) LQ 0,3 pg/mL DENG et al.; 2006
paration urina e sangue CW/DVB LD 10 ng/mL GALLARDO et al.; 2006
acido
metilmaldnico e urina HS (PDMS) LD 21-34nM LIet al.; 2007
glutérico
tricloroetileno sangue HS (PDMS) LD 0,25 ng/mL LIU et al.; 2008
anfetaminas e
cabelo HS (PDMS) LD 0,01 ng/mg MEROLA et al.; 2010

cocaina

DI = extracdo direta
HS = headspace
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1.2.1 Modos de extraciao

Trés modos de extracdo podem ser realizados utilizando SPME: extracdo direta, em

headspace e com protecdo de membrana (Figura 3). No modo de extracdo direta, a fibra

extratora € imersa diretamente na amostra e os analitos sdo transportados da matriz para a fase

extratora. Para facilitar a extragdo se usa agitacao para transportar os analitos da matriz para a

superficie da fibra. No modo headspace, uma barreira de ar € suficiente para transportar os

analitos e promover um rdpido equilibrio. Neste caso, o revestimento das fibras é protegido

contra danos causados por interferentes de alta massa molecular tais como proteinas ou

matérias himicas presentes na amostra. Este modo permite a alteracdo do pH, sem danificar

as fibras. Finalmente, o modo protegido por membrana € utilizado para a extracio de analitos

em amostras muito sujas, a fim de proteger a fase extratora de possiveis danos

(ALPENDURADA, 2000).
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Figura 3 — Modos de extragdo em SPME: (a) direta, (b) headspace e (c) com protecdo de membrana. Adaptado

de (LORD; PAWLISZYN, 2000).
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1.2.2 Mecanismos de extracao

Existem dois tipos distintos de revestimentos de SPME disponiveis comercialmente. O
mais usado é o polidimetilsiloxano (PDMS), um liquido de revestimento. Mesmo parecendo
um solido, € na realidade uma borracha liquida de alta viscosidade. O poliacrilato (PA) é um
sOlido cristalino de revestimento que se transforma em liquido nas temperaturas de dessor¢ao.
Tanto o PDMS quanto o PA extraem os analitos através da absorcdo. Os demais
revestimentos, incluindo Divinilbenzeno (PDMS-DVB), Carbowax-divinilbenzeno (CW-
DVB), Carbowax-Templated Resin (CW-TR) e Carboxen, sdo revestimentos mistos, em que a
fase extratora é um s6lido poroso, extraindo os analitos através da adsorcio (GORECKI; YU;
PAWLISZYN, 1999). A Figura 4 ilustra a formacao inicial e final do processo de extracdo

por absorc¢ao e de adsorc¢ao.

Suporte

/ Recobrimentc  Moléeula do analite
o

Adsorciio - poros pequenos

Figura 4 - Comparacéo de mecanismos de extragdo por adsor¢do e absor¢do. Diagramas da esquerda ilustram os
estagios iniciais dos processos e diagramas da direita ilustram a condi¢@o de equilibrio. Adaptado de
(GORECKI; YU; PAWLISZYN, 1999).
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Independentemente da natureza do revestimento, as moléculas do analito se ligam
inicialmente na superficie. Posteriormente, o que determinard se os analitos migrardo para o
interior do revestimento ou se permanecerao na superficie, serd a magnitude dos coeficientes
de difusdo do analito no revestimento. Os coeficientes de difusdo de moléculas organicas em
PDMS sao proximos daqueles em solventes organicos; portanto a difusdo em PDMS ¢
relativamente rdpida e este revestimento extrai analitos através da absorc@o. Os coeficientes
de difusdo em PA sdao uma ordem de magnitude menor, mas suficientemente altos para o
mecanismo primdrio de extracdo ser a absorcdo. Por outro lado, os coeficientes de difusao de
moléculas organicas em divinilbenzeno e Carboxen sao tao pequenos que, dentro do tempo
empregado para andlise em SPME, todas as moléculas tendem a permanecer na superficie do
revestimento (GORECKI; YU; PAWLISZYN, 1999).

Nos recobrimentos sélidos porosos, a extracdo dos analitos € feita principalmente por
interacdes intermoleculares fracas. O nimero de sitios ativos onde a adsorcao pode ocorrer €
limitado. Quando todos esses sitios estdo ocupados, os analitos ndo podem ser aprisionados.
Isto significa que a dependéncia entre a concentracdo do analito em uma amostra e da
quantidade do analito extraido pela fibra de SPME ndo pode ser linear em ampla faixa de
concentracdo. Além disso, enquanto a absorcdo € um processo ndo competitivo, a adsor¢do €
por defini¢do competitiva, € uma molécula com maior afinidade pelo revestimento pode
deslocar uma molécula com menor afinidade. Assim, a quantidade do analito extraido pela
fibra pode ser significativamente afetada pela composicdo da matriz da amostra ((GORECKI;

YU; PAWLISZYN, 1999).
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1.2.3 Parametros experimentais que afetam a eficiéncia da extracao

Virios parametros experimentais podem influenciar a quantidade de analito extraido
da matriz para a fase extratora. Ao lidar com andlise de farmacos em fluidos bioldgicos,
alguns destes parametros devem ser avaliados e otimizados para que se obtenha o méximo de

desempenho da técnica.

1.2.3.1 Fase extratora

A afinidade da fase extratora pelo analito é o fator mais importante no
desenvolvimento de um método utilizando SPME. A selecao do revestimento € baseada,
principalmente, na polaridade e na volatilidade do analito. Tanto a espessura da fase extratora
quanto a constante de distribuicdo determinam a sensibilidade do método e o tempo de
extracdo. Revestimentos espessos oferecem aumento de sensibilidade, mas requerem muito
mais tempo para atingir o equilibrio. Portanto, € importante usar a fase extratora adequada
para uma determinada aplicacdo (QUEIROZ; LANCAS, 2004).

As fibras mais populares sdo aquelas revestidas com 7-100 pm de PDMS como fase
extratora. O equilibrio de particdo nesta fase € correlacionado com o coeficiente de
distribuicao octanol/dgua (K,y). Estes estudos demonstram que para solutos com K, baixo,
baixas recuperacdes sdao obtidas. Esta recuperacio € devida principalmente a relacdo entre a
fase aquosa e a fase extratora (QUEIROZ; LANCAS, 2004). A Tabela 2 apresenta as fibras

comercialmente disponiveis mais populares.
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Tabela 2 - Fibras para SPME disponiveis comercialmente: usos, propriedades e aplica¢cdes. Adaptada de
(VALENTE; AUGUSTO, 2000).

Espessura do Temperatura
Fibra Uso recomendado Aplicacoes
filme (um) maxima (°C)
100 GC, HPLC 280
PDMS 30 GC, HPLC 280 Compostos apolares
7 GC, HPLC 340
PA 85 GC, HPLC 320 Compostos polares
65 GC, HPLC 270 Hidrocarbonetos aromaticos,
PDMS/DVB
60 GC 270 aminas aromaticas, VOCs
CXEN/PDMS 75 GC 320 VOC:s, hidrocarbonetos
CW/DVB 65 GC 260 Compostos polares
CW/TR 50 HPLC Surfactantes, aminas aromaticas

1.2.3.2 Forca I6nica

A adicdo de sal em uma solucdo pode ter diferentes efeitos sobre os analitos. Quando
sal € adicionado a solu¢do, moléculas de 4gua formam esferas de hidratacdo ao redor dos ions
de sal. Este efeito reduz a disponibilidade de moléculas de dgua livres para dissolver o analito.
Como conseqiiéncia, a concentragdo efetiva de analitos na solu¢gdo aumenta e
mais analitos irdo se distribuir na fibra de extracdo, de acordo com o efeito salting-out. Por
outro lado, como a concentracdo de sal continua a aumentar, este pode interagir com os
analitos em solucdo através de interacdes eletrostaticas, reduzindo a capacidade do analito de
migrar para a fase extratora, diminuindo a quantidade de analito extraido (QUEIROZ;
LANCAS, 2004).

Inicialmente, o processo predominante deve ser a interacao das moléculas de sal com a

agua. Porém, como a concentragdo de sal tende a aumentar, estas moléculas comecam a
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interagir com os analitos em solucdo. Portanto, é razodvel que haja um aumento inicial na
extracdo dos analitos com o aumento da concentragao de sal, seguido por uma diminui¢ao na
extracdo devido as interagdes do sal com os analitos em solu¢ao (LORD; PAWLISZYN,
2000).

Deve-se ter cuidado com a alta concentracdo de sal na matriz da amostra, devido a
deposi¢do de sal sobre a fibra que diminui a eficiéncia da extracdo ao longo do tempo

(QUEIROZ; LANCAS, 2004).

1.2.3.3 Efeito do pH

O pH da amostra deve ser ajustado para otimizar o método SPME de qualquer
substancia 4cida ou bdsica. Este estd relacionado ao fato de que apenas a forma nao-ionizada
dos analitos pode ser extraida pelas fibras extratoras, por isso em alguns casos o pH da
amostra € controlado por uma solu¢do tampao (LORD; PAWLISZYN, 2000). Portanto,
ajustando devidamente o pH, dcidos e bases fracas podem ser convertidos em sua forma
neutra, que lhes permite serem extraidos pela fibra de SPME. Porém, alguns cuidados devem
ser tomados quando € usado extracdo no modo direto, pois valores extremos de pH (menor

que 2 e maior que 10) podem danificar o revestimento da fibra (QUEIROZ; LANCAS, 2004).

1.2.3.4 Tempo de extracdo

A otimizacdo da extracdo pode ser feita através da determinac¢do do tempo necessario

para uma substincia atingir o equilibrio entre a matriz e a fase extratora da fibra. Para

7z

compostos com baixo coeficiente de particdo, o tempo para alcancar o equilibrio € mais

24



INTRODUCAO

longo. No entanto, o tempo de extracao e as condi¢des de transferéncia de massa devem ser
controlados para garantir uma boa precisao. O equilibrio de extragao em geral é alcancado
entre 15 e 30min para a maioria dos farmacos em plasma, sendo essa uma das principais

vantagens da SPME (QUEIROZ; LANCAS, 2004).

1.2.3.5 Efeito da temperatura

Ao aumentar a temperatura de extragdo, diminui-se o coeficiente de particio dos
analitos entre o revestimento da fibra e a matriz, ou seja, hd uma diminui¢cdo da quantidade de
analito extraido. No entanto, em contrapartida, um aumento na temperatura também pode
aumentar o coeficiente de difusdo do analito através da reducdo da viscosidade do meio,
reduzindo o tempo de equilibrio para extracdo. O efeito sobre a temperatura pode ser mais
importante para andlises realizadas em plasma do que em dgua ou urina devido a maior
viscosidade dessa matriz. Portanto, os métodos de SPME podem ser otimizados selecionando
temperaturas de extracdo na qual uma sensibilidade satisfatdria € alcancada em um periodo de

tempo aceitavel (QUEIROZ; LANCAS, 2004).

1.2.3.6 Agitacdo da amostra

A eficécia da agitacdo da amostra determina o tempo para se atingir o equilibrio em
amostras aquosas. As técnicas de agitacdo mais empregadas em SPME sdo: agitacdo
magnética, que requer uma barra de agitacdo no interior do vial; vortex, onde o vial é
submetido a movimentos circulares; movimento da fibra, fluxo constante e ultra-som. A

7z

agitacdo magnética é mais utilizada em SPME devido a disponibilidade em laboratorios
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analiticos e também por poder ser utilizada em diferentes modos de SPME

(ALPENDURADA, 2000).

1.2.3.7 Proteinas do plasma

As proteinas plasmaticas diminuem a recuperacdo da extragdo, indicando uma
perturbacao no processo de extracdo. Compostos de alta massa molecular, como as proteinas,
podem ocasionar adsorcdo irreversivel na fibra, alterando assim as propriedades da fase
extratora e tornando-a inutilizavel. A precipitacido de proteinas tem sido utilizada para liberar
os analitos do plasma através da acidificacdo ou adicdo de metanol. A sensibilidade da SPME
também pode ser melhorada consideravelmente através da dilui¢cdo das amostras de plasma
com qualquer solucdo tampdo ou dgua. Essa diluicdo aumenta o coeficiente de difusdo dos
analitos das amostras de plasma para o revestimento polimérico (QUEIROZ; LANCAS,

2004).

1.2.3.8 Dessor¢ao dos analitos

A dessor¢do em cromatografia gasosa € realizada inserindo a fibra de SPME no injetor
do cromatdgrafo aquecido ocorrendo, assim, a dessor¢cdo térmica dos analitos. O aumentando
da temperatura diminui o coeficiente de particdo do analito entre a fibra e a amostra. Desse
modo, a temperatura, o tempo de dessorcdo, e a posicdo da agulha no injetor do GC sdo os
principais fatores que afetam a dessorcao térmica dos analitos da fibra de SPME (QUEIROZ;

LANCAS, 2004).
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1.3 ANALISE DE FARMACOS EM FLUIDOS BIOLOGICOS

A determinacdo de farmacos em amostras bioldgicas, principalmente plasma,
coletadas com base no contexto clinico e nos principios da farmacocinética, tem sido um
procedimento usual na 4rea clinica, para assegurar a eficdcia teraputica € minimizar os
efeitos adversos (sintomas de toxicidade) dos farmacos prescritos (QUEIROZ; LANCAS,
2005).

Os fluidos bioldgicos sdo matrizes complexas que contém proteinas, sais, dcidos, bases
e compostos organicos endogenos com propriedades semelhantes aos analitos, sendo estes
presentes em baixa concentragdo (KATAOKA, 2003). Embora as analises farmacéuticas
sejam realizadas utilizando sistemas altamente eficientes, um processo de preparo de amostra
geralmente € necessario para extrair e isolar os analitos de interesse dessas matrizes

complexas (FU; LIAO; LIU, 2005).

A andlise de farmacos em fluidos biolégicos tem se tornado importante atualmente
com o desenvolvimento de farmacos mais seletivos e efetivos; e também com a necessidade
de entender mais sobre seus efeitos toxicos e terapéuticos. O conhecimento dos niveis dos
farmacos em fluidos biol6gicos permite a otimiza¢do da terapéutica e fornece informacdes
para estudos de farmacocinética, biodisponibilidade, bem como suas interacdes
medicamentosas (KATAOKA, 2003).

A andlise quantitativa e qualitativa de farmacos e seus metabdlitos é muito aplicada
em estudos farmacocinéticos, na aprovagao de novos farmacos e desenvolvimento de novas
formulacdes. Além disso, a monitorizagdo terapéutica de farmacos € usada como ferramenta
para melhoria da terapia medicamentosa (KATAOKA, 2003).

A monitorizagdo terapéutica € fundamentada no fato de que a resposta terapéutica se

correlaciona e depende da concentragdo do farmaco na corrente sanguinea do usudrio. O uso
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de doses regulares em intervalos periddicos ndo significa que existirdo niveis constantes em
todos os pacientes, devido as diferencas individuais de absorcdo, metabolismo, excreciao e
biodisponibilidade para o farmaco administrado, influenciando o efeito terapéutico final.
Além disso, em alguns casos a faixa terapéutica, que indica valores de concentracdo para os
quais a substancia tem utilidade farmacoldgica, apresenta fragil distanciamento da faixa
téxica, na qual surgem complica¢des no quadro de saide do paciente que podem levar a
intoxicagdo e, posteriormente a morte. Portanto, faz-se necessdria a monitorizag¢ao terapéutica
do farmaco na corrente sanguinea. Essa monitorizagcao traz como vantagem a possibilidade de
ajustes nas doses do medicamento, prevenindo a intoxicag¢do, caso em que a concentragao do
farmaco estd acima da faixa terapéutica; e garantindo os efeitos farmacolégicos do composto,

evitando que a concentracao fique abaixo da mesma (OLIVEIRA et al., 2004).

1.4 ESTATINAS

1.4.1 Estatinas no tratamento da hiperlipidemia

A hiperlipidemia, elevac¢do da concentragdo de lipidios no plasma é a manifestacio de
um disturbio na sintese e degradacao de lipoproteinas plasmaticas. Os principais lipidios de
relevancia em hiperlipidemia sdo o colesterol e o triglicérides. O colesterol desempenha um
papel crucial na manutencao da integridade da membrana celular e das funcdes fisiol6gicas do
corpo, incluindo a sintese do hormoénio ester6ide. Por outro lado, os elevados niveis de
concentracdo do colesterol estdo associados com condicdes patologicas, como a aterosclerose
(Figura 5), caracterizado pela deposicao de colesterol na parede arterial (ERTURK; ONAL;

CETIN, 2003).
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Figura 5 - Aterosclerose: obstrugdo das artérias pelo acimulo de lipideos em suas paredes. Disponivel em
http://longevidade-silvia.blogspot.com/2010/06/arteriosclerose-ou-aterosclerose.html

A maioria dos efeitos da aterosclerose € o aumento na incidéncia de Doenga Arterial
Coronariana (DAC) e na taxa de mortalidade relacionada a ela. Estudos mostraram que 38-
42% de todas as mortes estdo relacionadas a doencas cardiovasculares. Portanto, baixar os
niveis de colesterol pode inverter a aterosclerose em todos os leitos vasculares e diminuir a
mortalidade associada a ela. Cada 10% de redugdo nos niveis de colesterol esta associado com
20-30% de redugao na incidéncia de doencas corondrias (ERTURK; ONAL; CETIN, 2003).

Os principais métodos de tratamento da hiperlipidemia sdo dietas, mudangas no estilo
de vida e administracdo de drogas hipolipemiantes (ERTURK; ONAL; CETIN, 2003). Dentre
elas, as estatinas sdo os farmacos mais utilizados para o tratamento da hiperlipidemia, com o
prop6sito de diminuir os niveis de lipoproteinas plasmaéticas ricas em colesterol e reduzir os
riscos de DAC. Estes efeitos sdo resultantes da atividade inibidora das estatinas sobre a
enzima HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril-CoA redutase), com a funcao de bloquear a
conversdao do substrato HMG-CoA em &4cido mevaldnico (Figura 6), inibindo os primeiros

passos da biossintese do colesterol (CAMPO; CARVALHO, 2007).

29



INTRODUCAO

HMG-CoA redutase

Figura 6 - Sintese do mevalonato mostrando o local da agdo das estatinas que inibem a HMG-CoA redutase, a
taxa de limitag@o da enzima na sintese do colesterol. Adaptado de (WHEELER, 1998).

Os inibidores da HMG-CoA redutase, as estatinas, disponiveis atualmente sdo a
sinvastatina, pravastatina, fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina. A sinvastatina e
pravastatina sdo estruturalmente similares e produzidas por processos semi-sintéticos a partir
da lovastatina e mevastatina, respectivamente. A fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina sao
moléculas totalmente sintéticas e tém estruturas distintas das outras estatinas. As estruturas

quimicas das estatinas sdo mostradas na Figura 7.
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Figura 7 - Estrutura quimica das estatinas. Adaptado de (NIROGI; MUDIGONDA; KANDIKERE, 2007).
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1.4.2 Absorcao, metabolismo e excrecao

A pravastatina, atorvastatina, fluvastatina e rosuvastatina sdo administradas na forma
ativa como anéis abertos. Estes medicamentos sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal e
sofrem metabolismo de primeira passagem no figado. A fluvastatina e atorvastatina estao
vinculadas as proteinas plasmaticas em mais de 98% e a pravastatina em cerca de 50%. Esses
medicamentos sdo excretados nas fezes principalmente através da bilis, com uma propor¢ao
menor excretada na urina. J4 a sinvastatina € administrada na forma inativa como lactona, é
absorvida pelo trato gastrintestinal e hidrolisada na forma ativa de B-hidréxi dcido no figado.
Ambos, farmaco e metabdlito B-hidréxi dcido estdo extensamente vinculados as proteinas
plasmaticas em torno de 95%. Cerca de 85% da dose administrada é excretada como
metabolito a partir das fezes e cerca de 15% a partir da urina, como forma inativa (ERTURK;
ONAL; CETIN, 2003). Dados importantes a respeito de algumas estatinas sdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados farmacocinéticos de algumas das estatinas (DOMENIC et al., 2002).

Sinvastatina Pravastatina Fluvastatina Atorvastatina
Origem semi-sintética semi-sintética sintética sintética
Forma lactona sim nio nao nao
Log P (octanol/agua) 4,7 (47,860) -0,2 (0,6) 3,2 (1738) 4,1 (1482)
Dosagem 5-80 mg 5-40 mg 20-80 mg 10-80 mg
Absorcao 60-85% 35% 98% 30%
Biodisponibilidade <5% 17% 10-35% 12%
t max 1,3-2,4h 0,9-1,6h 0,5-1,5h 2,0-4,0h
Tempo meia vida 1,9-15,6h 0,8-3,0h 0,5-2,3h 11-30h
Ligacao protéica 95% 48% >99% >98%
Extracao hepatica 78-87% 66% 68% >70%

log P = logaritmo do coeficiente de particdo baseado na fase octanol/agua
tmax = tempo necessario para alcancar o pico de concentragio no plasma
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1.4.3 Uso terapéutico e efeitos adversos

As estatinas s@o prescritas em uma perspectiva de longo prazo; no entanto, as
possiveis interagcdbes com outros farmacos merecem atencdo, pois muitos pacientes
normalmente fazem uso concomitante de multiplas drogas durante o tratamento com as
estatinas. Em nivel farmacodindmico, as estatinas ndo estdo propensas a interferéncia com
outros farmacos. Em nivel farmacocinético, no entanto, as interacdes podem afetar os
processos pelo qual as estatinas sdo absorvidas, distribuidas, metabolizadas, e excretadas
(PAOLETTTI; CORSINI; BELLOSTA, 2002).

As estatinas sdo geralmente bem toleradas, sendo muito baixa a ocorréncia de efeitos
adversos que obriguem a interrup¢ao de tratamento (incidéncia de 2% independentemente do
tipo de estatina utilizado). Assim, efeitos colaterais ndo sao freqiientes, porém um dos mais
sérios estd relacionado a acdo hepatotdxica, com possivel aumento das enzimas aspartato e
alanina transaminase. Miopatias, com evolu¢do a rabdomidlises e insuficiéncia renal, s@o
raras, mas sao efeitos graves associados ao uso de estatinas. (CAMPO; CARVALHO, 2007).
A incidéncia de rabdomidlise é dependente da dose administrada e ¢ aumentada quando os
inibidores da HMG-CoA redutase sdo utilizados em combinacdo com agentes que dividem as
vias metabdlicas (PAOLETTI; CORSINI; BELLOSTA, 2002; ERTURK; ONAL; CETIN,
2003).

Dessa maneira, as interagdes medicamentosas podem ser previsiveis dada a compreensao
sobre a farmacologia do farmaco envolvido. A diferenca em seus perfis farmacocinéticos
constitui a razdo para a escolha de uma estatina especifica adequada para a terapia. Portanto, o
conhecimento de suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas pode levar a um uso
racional e maior compreensdo de seus potenciais beneficios. (ERTURK; ONAL; CETIN,

2003). A Tabela 4 relaciona casos de rabdomidlise com o uso de algumas estatinas.
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Tabela 4 - Relatos de rabdomidlise associados com estatinas (HELFENSTEIN, 2005).

Estatina Farmacos associados

Simvastatina Mibefradil, fibratos, ciclosporina, warfarina, antibiéticos macrolideos, digoxina,

antifingicos, clorzoxazona, nefazodona, niacina, tacrolimus, dcido fusidico

Atorvastatina Mibefradil, fibratos, antibidticos macrolideos, warfarina, ciclosporina, digoxina,
antiflingicos

Pravastatina Fibratos, antibidticos macrolideos, warfarina, ciclosporina, digoxina, mibefradil, niacina

Fluvastatina Fibratos, warfarina, digoxina, mibefradil

1.4.4 Métodos analiticos para determinacao quantitativa de estatinas

Apesar das estatinas serem estruturalmente semelhantes, métodos analiticos para sua
determinagcdo quantitativa em plasma tém sido desenvolvidos individualmente para cada
farmaco devido suas diferentes solubilidades, estabilidade e caracteristicas fisico-quimicas.

Quase todos os métodos desenvolvidos para separacdo das estatinas sdo baseados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou cromatografia gasosa (GC), sendo HPLC
o método mais popular para esse tipo de andlise. Na maioria das vezes utiliza-se um detector
de ultra violeta (UV) ou um detector de massas (MS). Algumas etapas de preparo de amostra
sao utilizadas antes da amostra ser injetada no sistema cromatografico como extrac¢do liquido
liquido ou extragdo em fase solida. Além disso, alguns procedimentos de derivatizacdo sdo
usados para aumentar a sensibilidade em alguns métodos.

Por meio de um levantamento bibliografico efetuado pode-se constatar que ja estdo
descritos alguns métodos analiticos para determinacdo quantitativa de estatinas em plasma
humano. A Tabela 5 resume os métodos mais recentes envolvendo as estatinas presente neste

estudo (simvastatina, fluvastatina e atorvastatina).
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Tabela 5 — Métodos analiticos empregados para determinagdo quantitativa de estatinas.

Estatina Matriz Modo de extracao Analise LOQ (ng/mL) Referéncia
ATOR plasma LLE LC/MS 0,1 NIROGI et al., 2006
ATOR plasma LLE LC/MS/MS 0,1 BOREK, et al., 2006
ATOR plasma SPE LC/MS 0,2 HERMANN, et al., 2005
ATOR plasma LLE/SPE LC/MS 0.1 GUILLEN, et al., 2009
ATOR SOro LLE HPLC/UV 4,0 BAHRAMLI, et al., 2005
ATOR/SIM  plasma SPE UHPLC/MS 0,08 NOVAKOVA, et al., 2009
ATOR/SIM  plasma SPE LC/MS/MS 0,05 NOVAKOVA, et al., 2008
SIM plasma SPE LC/MS/MS 0,05 YANG, et al., 2005
SIM plasma LLE LC/MS/MS 0,1 PATEL, et al., 2008
SIM plasma SPE LC/MS 0,05 YANG, et al., 2003
SIM plasma SPE LC/MS/MS 0,1 BARRETT, et al., 2006
SIM plasma SPE LC/MS/MS 0,5 JEMAL et al., 2000
SIM plasma LLE LC/MS/MS 0,05 ZHANG, et al., 2004
SIM plasma LLE LC/MS 0,1 YANG, et al., 2003
FLU plasma LLE GC/MS 2,0 LEIS, et al., 2005
FLU plasma SPE LC/MS 2,0 NIROGI et al., 2006
FLU plasma LLE LC/MS/MS 1,5 PIETRO, et al., 2006

1.5 DERIVATIZACAO

As principais limitagdes da cromatografia gasosa podem ser contornadas através da
derivatizacdo, (tais como a elevada polaridade, baixa volatilidade e/ou estabilidade térmica de
alguns compostos orginicos). Assim, muitas moléculas excluidas da andlise por
cromatografia gasosa quando no estado “livre”, podem ser adequadamente analisadas na

forma de um derivado. Compostos contendo massa molecular elevada e grupos polifuncionais

34



INTRODUCAO

ndo sdo, usualmente, adequados a andlise direta por cromatografia gasosa. Em geral, estes
grupos funcionais tornam o composto bastante polar e reduzem sua volatilidade dificultando
sua andlise. Um exemplo é a andlise de acidos carboxilicos, os quais apresentam elevada
polaridade e moderada solubilidade em &4gua, dificultando a obteng¢do de bons resultados
quantitativos em baixas concentracdes. A conversao dos dcidos em ésteres metilicos permite
uma andlise quantitativa segura, transformando o grupo hidroxila (OH) da carbonila (COOH)
em grupo metoxi (OCH3). Neste caso diminui-se a polaridade da molécula, aumentando-se
sua volatilidade e reduzindo significativamente o tempo de anélise (LANCAS, 1993).

O uso da derivatizacdo em microextragdo em fase solida (SPME) tornou possivel
baixos limites de deteccao (LOD) na determinacdo de substincias de baixa volatilidade e
instabilidade térmica. O uso mais comum da derivatizacio em SPME € o tratamento de
compostos polares visando aumentar sua recupera¢do na matriz da amostra, assim como
melhorar a separacdo cromatografica e a seletividade e/ou sensibilidade dos métodos

analiticos (STASHENKO; MARTINEZ, 2004).

1.6 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DE EXPERIMENTOS

Em um sistema analitico, diversos fatores ou varidveis podem influenciar a resposta
desejada. Portanto, deve-se selecionar as varidveis a serem estudadas que interferem no
sistema e estimar sua influéncia no resultado do estudo. Essa otimizacdo dos parametros
experimentais € uma das etapas mais criticas do trabalho cientifico. Diferentes métodos
podem ser utilizados na otimizacdo dos parametros experimentais, dentre eles o método do

planejamento fatorial.
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1.6.1 Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial permite avaliar simultaneamente o efeito de um grande
numero de varidveis, a partir de um nuimero reduzido de ensaios experimentais. Nestes
ensaios sdo investigadas a influéncia de todas as varidveis experimentais de interesse € 0s
efeitos de interacdo na resposta obtida. Se a combinacdo de k fatores € investigada em dois
niveis, o planejamento fatorial consistird de 2" experimentos. Normalmente, os niveis dos
fatores quantitativos sdo nomeados pelos sinais — (menos) para o nivel mais baixo e + (mais)
para o nivel mais alto. Um nivel (O) pode ser também incluido no centro, no qual todas as
varidveis estdo no seu valor médio. Esses centros experimentais incluidos em planejamentos
fatoriais possibilitam a identificacdo de relagdes ndo lineares no intervalo estudado e a
estimativa do erro experimental, sem a necessidade de replicata de todo o planejamento
(SUCHARA, 2007).

No entanto, o nimero de ensaios necessdrios para a execu¢do de um planejamento
fatorial completo aumenta rapidamente com k, o nimero de fatores investigados. Neste caso,
a informacao desejada muitas vezes pode ser obtida a partir de um nimero de ensaios bem
menor realizando um planejamento fatorial fraciondrio, em que pode determinar os efeitos

principais e de interacdes mais importantes (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995, 2007).

1.6.2 Planejamento fatorial fracionario

O planejamento fatorial completo apresenta como principal desvantagem o grande
numero de ensaios que devem ser realizados a cada fator adicionado ao estudo. Dessa forma,
planejamentos fatoriais fraciondrios sdo usados a fim de diminuir o nimero de experimentos

realizados, tornando possivel extrair informacdes dos efeitos mais importantes e obter as
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mesmas conclusdes caso fosse realizado um planejamento fatorial completo (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

Ap6s a realizagdo dos experimentos, os fatores significativos sao selecionados e uma
metodologia de andlise de superficies de respostas pode ser executada para otimizagdao do
experimento. Neste sentido, otimizar significa encontrar os valores das varidveis que irdo
produzir a melhor resposta desejada, isto é, encontrar a regido 6tima na superficie definida
pelos fatores, sendo o Planejamento Composto Central (CCD — Central Composite Design)
um dos planejamentos mais utilizados para ajustar modelos quadriticos (TEOFILO;

FERREIRA, 20006).

1.6.3 Planejamento composto central

Os planejamentos compostos centrais (CCD) foram apresentados como uma evolucao
dos planejamentos 3°, que necessitavam de muitos experimentos para um pequeno nimero de
fatores, mesmo para planejamentos fatoriais fraciondrios (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

O planejamento composto central € na verdade um planejamento fatorial completo em
dois niveis (2%) acrescido de alguns pontos experimentais que permitem estimar os
coeficientes de uma superficie de segunda ordem (SUCHARA, 2007). O planejamento em

estrela (Figura 8) € um exemplo de planejamento composto central para dois fatores (k = 2).
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Figura 8 - Planejamento em estrela para duas varidveis, onde X, e X, representam os valores das varidveis
estudadas. Adaptado de (SUCHARA, 2007).

Para constru¢@o de um planejamento CCD € necessario definir o ntimero de variaveis a
ser estudadas (k), qual planejamento fatorial serd empregado (completo 2* ou fraciondrio 2°)
€ quantos experimentos serdo realizados no ponto central (2k). O nimero de experimentos a
ser realizado € dado por 2%+2k+1. Observe que neste tipo de planejamento, os niveis o (pontos
axiais) necessitam ser decodificados para os valores experimentais dos niveis das varidveis a

serem estudadas e para isso utiliza-se a seguinte equagao:

_(zz'_;:’j
=
2

em que x; € o valor codificado do planejamento CCD, z; o valor experimental do nivel, Z o
valor médio entre os niveis mais (+) € menos (-), que € exatamente o valor do nivel zero (0) e

Az é a diferenca entre os niveis mais (+) € menos (-).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de um método analitico para andlise de

estatinas em plasma humano através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas utilizando SPME e derivatizacao in situ na etapa de preparo de amostra.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um método para andlise de estatinas em plasma humano empregando o
acoplamento SPME-GC-MS.

Estudar o processo de derivatizacao in situ das estatinas para andlise em GC.

Otimizar as condi¢cdes da extracdo SPME tais como tempo de extragdo, pH,
temperatura de extragao, forca idnica e volume de tampao.

Otimizar as condi¢des da derivatizacdo in sifu tais como pH, volume de agente
derivatizante e volume de reagente pareador i6nico.

Validar o método SPME-GC-MS avaliando parametros como seletividade,

linearidade, precisdo, limite de detec¢do, limite de quantificacio e recuperagao.
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2.3 RELEVANCIA DO TRABALHO

As estatinas sdo farmacos amplamente utilizados no tratamento da hiperlipidemia.
Elas apresentam um efeito redutor do colesterol e podem reduzir significativamente a
morbidade e a mortalidade associada as doengas corondrias. Esses farmacos sdo eficazes
inibidores da HMG-CoA redutase, enzima que catalisa a conversio de HMG-CoA a
mevalonato, um passo limitante na via biossintética do colesterol. No entanto, algumas
estatinas podem apresentar uma série de efeitos adversos, tais como a miopatia ou
rabdomiodlise. Assim, torna-se necessdrio a monitorizacao terapéutica a fim de estabelecer e
controlar o esquema de dosagem adequado, minimizando tais efeitos adversos.

Técnicas analiticas como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) apresentam diversas aplicacdes na andlise de farmacos em fluidos bioldgicos.
Entretanto, faz-se necessdrio o uso de técnicas de preparo de amostras antes da introducao no
GC, sendo a microextracio em fase sélida (SPME) uma importante tendéncia na
miniaturizacdo dessas técnicas. A SPME integra a amostragem, extragdo e concentra¢do dos
analitos em uma Unica etapa, e quando usada em combina¢do com sistemas analiticos gera
andlises mais rdpidas, com menor consumo de solventes e livre de interferentes. Além disso, a
SPME ¢ adequada para reagdes de derivatizacdo, podendo-se obter baixos limites de
quantificacdo, bons niveis de recuperagdo e melhor separacdo e resolucdo cromatografica.
Visto que a utilizac@o da técnica SPME juntamente com GC-MS na determinagdo de estatinas
em plasma humano ainda nao foi explorada, este estudo relata um método para andlise de
estatinas em plasma humano através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas utilizando SPME e derivatizacao in situ.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E PADROES

Os padrdes analiticos das estatinas tais como atorvastatina cdlcica (Pfizer), fluvastatina
sodica (Novartis) e sinvastatina (Medley) foram gentilmente doados pelo professor Dr. Anil
Kumar Singh da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF -
USP).

Utilizou-se também dcido acético (J.T.Baker), acido férmico (Synth), hidréxido de
sodio (Mallinckrodt), acetato de amodnio (J.T.Baker), tetrabutilamdnio hidrogeno sulfato (Alfa
Aesar), brometo de tetrabutilamdnio (Vetec), dimetil sulfato (Sigma), dietil sulfato (Alfa
Aesar), metanol (J.T.Baker) e etanol (J.T.Baker). Todos os solventes e reagentes usados
possuiam grau HPLC ou analitico. A dgua utilizada para preparar todas as amostras e solucdes

foi purificada em um sistema Elga Ultra OS Purification.

3.2 AMOSTRAS ANALISADAS

As amostras de plasma humano branco, livres de estatinas e sorologicamente negativas
para hepatite B e C, HIV, chagas e sifilis, foram gentilmente cedidas pela Casa de Saide e
pelo Laboratério Médico Dr. Maricondi de Sao Carlos sendo mantidas congeladas no freezer

a-20°C.
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3.3 MATERIAIS

¢ Holder manual para fibras de SPME (Supelco)

e Fibras de PA, PDMS, PDMS/DVB e CW-DVB para SPME (Supelco)
¢ Membranas para filtragdo hidrofilica 0,45 pm (Schleicher & Schuell)
e Frasco de vidro transparente para SPME de 10 e 20 mL (Shimadzu)

e Septo de PTFE/silicone (Shimadzu)

e Lacre de aluminio

e Barra de agitacao magnética

3.4 INSTRUMENTACAO

¢ Balanca analitica modelo AG285 (Mettler Toledo)
¢ pHmetro modelo B-374 (Micronal)

e Agitador magnético VWR Scientific Products

e Banho de dgua termostatizado (Quimis)

e Lavadora ultra-sonica Ultra Cleaner (Unique)

e (Centrifuga LS-3 Plus (Celm)

e Baldes volumétricos de 5, 10 e 25 mL (Pyrex)

e Sistema GC-MS QP 5000 (Shimadzu)
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3.5 METODOS

3.5.1 Preparo dos padroes analiticos

Inicialmente foram preparadas solugdes estoque de fluvastatina, simvastatina e
atorvastatina em etanol na concentracio de 1000 mg L', as quais foram mantidas sob
refrigeracdo a 4°C. Essas solucdes foram diluidas em solucdes de trabalho na concentracao de
10 mg L' e a partir desta foi feito a fortificagio das amostras de plasma para o

desenvolvimento e otimizacdo do método cromatografico.

3.5.2 Preparo das amostras em plasma

Para os testes iniciais utilizou-se dgua ao invés de plasma a fim de facilitar os
procedimentos de derivatizacdo e extracdo. Desenvolvido o método em dgua, passou-se para
as amostras de plasma humano branco. Essas amostras foram centrifugadas a 8000 rpm
durante 5 minutos, filtradas com membrana hidrofilica de 0,45 pum, estocadas em frascos e
armazenadas no freezer a -20°C.

Para se obter a concentragdo de 1 mg L™, aliquotas adequadas das solucdes de trabalho
de simvastatina, fluvastatina e atorvastatina foram transferidas para frascos de vidro
transparente para SPME de 20 mL, secas sob fluxo de nitrogénio e em seguida ressuspensas

em 1 mL de plasma branco.
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3.5.3 Derivatizacao das estatinas

Para a etapa de derivatizagdo utilizou-se um agente pareador i6nico (TBA-Br) a fim de
formar um par i6nico neutro com os analitos presente na amostra, € um reagente derivatizante
(dietil sulfato) para que o produto final estivesse na forma de éster, mais facilmente de ser
analisado por GC. A derivatizacdo foi realizada simultaneamente com a etapa de extragdo,
expondo a fibra de SPME a matriz da amostra contendo o reagente derivatizante. Esta etapa,
nao s6 melhora a deteccdo de compostos polares em cromatografia gasosa, mas também
influencia na distribui¢do dos analitos entre a amostra e o revestimento da fibra de SPME.

A Figura 9 contém o esquema geral da reacdo de derivatizacio de um &cido
carboxilico com brometo de tetrabutilamoénio e dietil sulfato, formando um éster etilico como

produto final.
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Figura 9 — Esquema geral da reacdo de derivatizacdo de dcidos carboxilicos com brometo de tetrabutilaménio e
dietil sulfato formando ésteres etilicos.
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3.5.4 Condicoes cromatograficas

Desenvolveu-se os seguintes parametros para anélise das estatinas no GC-MS QP5000:

e Injetor: split/splitless

¢  Modo injecdo: splitless (3 minutos)

e Temperatura do injetor: 260°C

e Temperatura da interface: 310°C

¢ (Coluna: Rtx®-5MS (15m x 0,25mm x 0,25pum), 5% fenildimetilpolisiloxano
e Temperatura da coluna: 80°C (2min), 30°C/min até 300°C (4min)
e (G4s de arraste: Hélio

e Pressio na coluna: 2,2 kPa

e Velocidade Linear: 46 cm s

e Fluxo Total: 16,8 mL min™'

e  Fluxo na coluna: 0,8 mL min™!

® Modo ionizagdo: impacto eletronico (70 eV)

® Modo aquisicao: SIM

e Solvent cut time: 5 minutos

e Voltagem detector: 2,0 kV

3.5.5 Procedimento de extracio para amostras de plasma

Em um frasco de vidro transparente para SPME de 20 mL contendo a amostra de

plasma fortificado foram adicionados 10 mL de solucdo acido férmico 0,5 mol Lt pH = 3,0;
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100 pL do agente pareador i6nico TBA-Br 0,1 mol L e 50 uL do reagente derivatizante
dietil sulfato. O frasco foi fechado com lacre de aluminio e septo de silicone, e submetido a
agitacdo magnética durante 5 minutos a 55°C a fim de homogeneizar a amostra e garantir que
os analitos fossem derivatizados. Em seguida, a fibra de PDMS/DVB foi exposta diretamente
na amostra durante 45 minutos a 55°C, sob agitacdo para que os analitos fossem extraidos da
amostra para a fase extratora. A dessorcao dos analitos foi realizada introduzindo a fibra de

SPME no injetor do cromatégrafo a gas durante 15 minutos a 260°C.

3.5.6 Otimizacao das condicoes de extraciao por SPME

A SPME associada a derivatizacdo in situ possui indmeras varidveis que influenciam
no seu desempenho. Dessa maneira, foi necessdrio avaliar os principais pardmetros e otimiz4a-
los.

Primeiramente foi empregado um planejamento fatorial fracionado (2°%) com o
objetivo de otimizar a etapa de extragdo variando-se o pH (3,0 e 10,0), tempo de extracao (10
e 60 minutos), temperatura (25°C e 85°C), forca ionica (0 e 30% de NaCl) e volume de
solucdo tampao (4 e 10 mL). Incluiu-se nesta etapa um ponto central onde as varidveis
estavam no valor médio a fim de estimar o erro experimental sem a necessidade de replicata
do planejamento. O software Statistica 7.0 foi utilizado para constru¢ao do modelo e este foi
avaliado por ANOVA (Andlise de variancia). A Tabela 6 demonstra o esquema de

planejamento realizado.
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Tabela 6 — Planejamento fatorial fracionado 27 utilizado para otimizar as condi¢des de extrago.

Variaveis Nivel Baixo Ponto Central Nivel alto

Tempo 10 min 35 min 60 min
pH 3,0 6,5 10,0
Temperatura 25°C 55°C 85°C
Adigdo sal 0% 15% 30%

Volume tampao 4 mL 7 mL 10 mL

Experimento  Tempo pH Temperatura Sal Volume tampao

1 - - - + +
2 + - - -
3 - + - - +
4 + + - + -
5 - - + + -
6 + - + - +
7 - + + - -
8 + + + + +
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0

Ap6s a otimizagdo da extragdo, foi realizada a otimizacao do processo de derivatizacao
empregando um planejamento fatorial completo (2°) variando-se o pH (3,0 e 10,0), volume de
agente pareador idnico (30 e 100 puL) e volume de reagente derivatizante (10 e 50 pL)
também utilizando a adicdo de pontos centrais. A Tabela 7 demonstra o esquema de
planejamento realizado.

Com base nas varidveis significativas indicadas pelo grafico de Pareto, foi aplicado
um planejamento composto central, no qual foram realizados nove ensaios, sendo o ponto
central em triplicata. Essas réplicas no ponto central t€m como finalidade verificar a variancia
da resposta prevista e fornecer uma medida do erro puro. O nimero total de experimentos foi
determinado pela expressao: 2% + 2k + 1. Nesse planejamento as varidveis avaliadas foram
temperatura de extracdo (25°C, 33,73°C, 55°C, 76,27°C e 85°C) e volume de agente
derivatizante (10 uL; 15,82 pL; 30 uL; 44,18 uL e 50 uL). A Tabela 7 mostra o esquema do

planejamento fatorial completo e a Tabela 8 o planejamento composto central.
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Tabela 7 — Planejamento fatorial completo 2° utilizado para otimizar as condi¢des de derivatizacio.

Variaveis Nivel Baixo Ponto Central Nivel alto
pH 3,0 6,5 10,0
Volume DES 10 uLL 30 uL 50 uLL
Volume TBA-Br 30 uL 65 uL 100 uLL

Experimento pH Vol. DES Vol. TBA-Br

1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 8 — Planejamento composto central utilizado para otimizar as condigdes de extracdo e derivatizacdo.

Variaveis -0 -1 0 1 o
Temperatura 25°C 33,73°C 55°C 76,27°C 85°C
Volume DES 10 uLL 15,82 uLL 30 uL 44,18 uLL 50 uLL

Experimento Temperatura Volume DES

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -0 0
6 o 0
7 0 -o
8 0 o
9 0 0
10 0 0
11 0 0
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Definidas as condicdes Otimas para a derivatizacdo e extracdo dos analitos foi
realizado uma otimizagao univariada com objetivo de fixar o tempo necessdrio para extracao
das estatinas na fibra de SPME. Assim, estabeleceu-se um compromisso entre as condi¢des
6timas definidas previamente e utilizou-se os valores de 15, 30, 45 e 60 minutos para avaliar o
efeito do tempo de extracdo no método desenvolvido.

Deve-se lembrar que, antes de cada extragdo a fibra era lavada em uma solucio
contendo metanol e dgua durante 10 minutos para evitar o efeito de memoria e aumentar o

tempo de vida util da fibra de SPME.

3.5.7 Validacao

Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confidveis e
interpretdveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validagdao. Um
processo de validagdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras
evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado
(RIBANTI et al., 2004).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), recomenda a
avaliacdo dos seguintes parametros de validacdo analitica: seletividade, linearidade, exatidao,
precisao, limite de quantificacao (LOQ), limite deteccdo (LOD) e recuperagdo, bem como
estabelece os limites de tolerancia, garantindo assim que o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. A ANVISA também
determina que a validacdo de todos os métodos bioanaliticos, envolvendo métodos

cromatograficos de andlise, seja realizada empregando o método do padrao interno.
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A validacdo dos métodos analiticos para andlises de farmacos em fluidos biolégicos
deve ser realizada utilizando-se amostras bioldgicas de referéncia, enriquecidas com os

analitos em diferentes concentragdes (considerando o intervalo terapéutico).

3.5.7.1 Seletividade

A seletividade e/ou especificidade de um método analitico é um importante parametro
a ser avaliado para garantir que a quantificacdo do analito de interesse nao seja afetada pela
presenca de metabdlitos, produtos de degradagdo, farmacos co-administrados ou compostos
endogenos (CASSIANO et al., 2009).

Assim, a seletividade do método foi avaliada por meio da andlise de trés amostras
diferentes de plasma branco. Foi analisada a presenca de interferentes eluindo no mesmo
tempo de retengcdo dos farmacos em estudo. Brancos da fibra e da coluna cromatografica
utilizada foram realizados periodicamente para verificacdo de possiveis contaminacdes

durante o procedimento analitico.

3.5.7.2 Linearidade

A linearidade € a resposta obtida em fun¢do da concentragdo do analito, a qual deve
ser estudada em um intervalo de concentragdo apropriado. Na préatica, a linearidade ¢é
determinada por intermédio de grificos de calibracdo, também denominados curva de
calibracdo, que corresponde a um grafico onde o eixo x relaciona as concentra¢des preparadas
do padrdo analitico da substincia de interesse, € o eixo y o sinal analitico obtido para cada

concentracdo do padrao (LANCAS, 2006).
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Dessa maneira, a linearidade foi verificada analisando-se amostras de plasma
fortificadas em seis niveis de concentragdes (Tabela 9), com trés replicatas em cada ponto e
utilizando ibuprofeno deuterado na concentracido de 500 ng mL" como padrio interno. O
coeficiente de correlacdo (r°) e a equagdo linear de regressdo foram calculados pelo método
dos minimos quadrados e o coeficiente angular (b) e linear (a) foram obtidos em fungdo da
equacdo dareta (y =ax +b).

Neste caso, ndo foi possivel avaliar os parametros de validacdo analitica para a
atorvastatina devido a dificuldade encontrada em baixar seus niveis de concentragdo. Isto
pode ser explicado pelo fato da atorvastatina ser menos extraida pela fibra de PDMS-DVB,
que extrai os compostos por absorcdo e adsor¢do. A adsor¢do auxilia na extracdo de
compostos polares, porém € um processo competitivo em que uma molécula com maior
afinidade pela fase extratora desloca uma molécula com menor afinidade. Além disso, deve-se

considerar também a baixa ioniza¢ao do farmaco no sistema GC-MS utilizado.

Tabela 9 - Valores das concentragdes utilizadas na avaliacdo da linearidade.

Compostos Concentraciio (ng mL™)

Fluvastatina 20 50 100 250 350 500

Simvastatina 50 150 200 300 400 500

3.5.7.3 Precisio

A precisdo pode ser expressa como uma estimativa do desvio padrdo (s) ou desvio
padrdo relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variagdo (CV%), de uma série

de repeticdes da mesma amostra, em diferentes preparagoes:
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[re _ =2
5=, I{'l' X)
Il.l JJ'|.|'_'|

DPR (%) ou CV (%) = = x 100
=

onde xi é o valor individual de uma determinagdo, ¥ é a média aritmética das determinagdoes e
N € o nimero de determinacdes. A precisdo pode ser avaliada de trés maneiras: através da
repetibilidade  (precisdo intra-dia); precisdo intermedidria (precisdo inter-dias) e
reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial) (CASSIANO et al., 2009).

Nesse caso, a precisdo intra-dia (n = 5) foi avaliada em trés niveis de concentracio
(Tabela 10) e a precisao inter-dia (n = 3) foi verificada nas mesmas concentragdes por meio
de andlises realizadas em dois dias diferentes. A precisdo foi expressa como desvio padrao

relativo (DPR%).

Tabela 10 - Valores de concentragdo usados para avaliagdo da precisdo intra e inter-dia.

Compostos Concentraciio (ng mL™)
Fluvastatina 20 250 500
Simvastatina 50 300 500

3.5.7.4 Limite de Detec¢do (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

O Limite de Detec¢do (LOD) corresponde a menor quantidade de um analito que pode
ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado como um valor exato. O LOD pode
ser calculado pela relagdo sinal-ruido que deve ser de 3:1, proporcao geralmente aceita como

estimativa do limite de detecc¢do. J4 o Limite de Quantificagdo (LOQ), corresponde a menor
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quantidade de um analito que pode ser quantificado com exatidao e precisao determinada. Os
mesmos critérios de LOD podem ser adotados para o LOQ, utilizando a relac@o 10:1, ou seja,
o LOQ também pode ser calculado utilizando a relacao sinal-ruido (LANCAS, 2006; RIBANI

et al., 2004).

3.5.7.5 Recuperagao

A recuperagdo avalia a eficiéncia do método de tratamento das amostras bioldgicas.
Este parametro € calculado comparando-se a resposta obtida para o analito adicionado na
matriz bioldégica e extraido, com a resposta obtida para o analito em amostras preparadas em
solvente e, conseqiientemente, ndo extraidas, as quais representam 100% (CASSIANO et al.,
2009).

Para a avaliacdo da recuperacdo deve-se utilizar concentracdes em trés niveis: baixo,
médio e alto, de acordo com a curva de calibracdo. Embora altos valores de recuperacdo
sejam desejaveis para maximizar a sensibilidade do método, ndo € necessario que este valor
seja de 100% e, sim, que a recuperagao seja consistente, precisa e reprodutiva (CASSIANO et
al., 2009).

A recuperacdo pode ser dividida em absoluta e relativa. A recuperacdo absoluta é
medida como a razdo entre a quantidade de analito extraido pelo método proposto e a
quantidade de analito presente em uma solucdo a qual ndo foi submetida ao processo de
extracdo. Por outro lado, a recuperagdo relativa compara a quantidade de analito extraido de
uma amostra contendo a matriz e a quantidade extraida de uma solu¢ao simples que contém o
analito. Esse tipo de recuperacdo pode ser obtido pela razdo entre a resposta da extracao de
um determinado analito fortificado em plasma e a resposta da extracdo da mesma

concentracao do analito fortificada em dgua.
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A recuperacdo das estatinas foi avaliada em trés diferentes niveis de concentracio

(Tabela 11). A recuperacgao relativa foi calculada da seguinte forma:

R=1[(Awn/Atsm)/ (Aar/ Assy) ] x 100

Onde,
A,m = drea do analito na amostra enriquecida
Ajsm = drea do padrao interno na amostra enriquecida
A, = drea do analito no padrao de referéncia

Ay = area do padrao interno no padrdo de referéncia

Tabela 11 - Valores de concentragdo usados para avaliacdo da recuperacao.

Compostos Concentracio (ng mL™7)
Fluvastatina 20 250 500
Simvastatina 50 300 500
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao, separacao e identificacdo das estatinas utilizando SPME-GC-MS

Inicialmente, a etapa de extracdo foi testada utilizando uma fibra de SPME de CW-
DVB 65 um existente no laboratério; adicionou-se em um frasco transparente de vidro para
SPME 10 mL de dgua Milli-Q; 1 mL de solucdo tampao 4cido acético/acetato de amonio 0,5
mol L pH = 4,5; 60 uL do agente pareador idbnico TBA-HSO4 0,1 mol L' e 15 uL do
reagente derivatizante dimetil sulfato (DMS). Solucdes padrdes contendo simvastatina,
fluvastatina e atorvastatina em etanol foram adicionadas ao frasco a fim de obter a
concentracdo de 1 mg L™, O frasco foi fechado com lacre de aluminio e este foi submetido a
agitacdo magnética durante 5 minutos a fim de homogeneizar a amostra e garantir que os
analitos fossem derivatizados. Em seguida, a fibra foi exposta diretamente na amostra durante
45 minutos sob agitacdo para que os analitos fossem extraidos da fase aquosa para a fase
extratora. Logo apds essa etapa, a fibra foi retirada do frasco de amostragem e inserida no
injetor do cromatdgrafo gasoso durante 15 minutos a 260°C a fim de dessorver os analitos da
fase extratora da fibra de SPME. Esta analise foi realizada em um GC-MS QP5000 utilizando
uma coluna Rxi®-35SILMS (L = 30 m; df = 0,25 pm e di = 0,25 mm) da Restek® e
programacdo de temperatura do forno iniciando a 80°C durante 2 minutos, aumentando
30°C/min até 280°C e mantendo esta temperatura durante 22 minutos.

Nas Figuras 10 a 12 encontram-se os cromatogramas € os espectros de massas dos

analitos em estudo.
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Figura 10 — Cromatograma de fons totais (TIC) no modo full SCAN e espectro de massas no modo EI da
amostra fortificada com 1000 ng mL™" de fluvastatina usando fibra de CW-DVB para extragio SPME com
derivatizacdo in sifu. A seta indica o pico correspondente no tempo de retencdo do analito em estudo.
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Figura 11 — Cromatograma de fons totais (TIC) no modo full SCAN e espectro de massas no modo EI da
amostra fortificada com 1000 ng mL™" de simvastatina usando fibra de CW-DVB para extracio SPME com
derivatizacdo in situ. A seta indica o pico correspondente no tempo de reteng@o do analito em estudo.
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Figura 12 — Cromatograma de fons totais (TIC) no modo full SCAN e espectro de massas no modo EI da
amostra fortificada com 1000 ng mL™" de atorvastatina usando fibra de CW-DVB para extragio SPME com
derivatizacdo in sifu. A seta indica o pico correspondente no tempo de retencdo do analito em estudo.
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A andlise dos cromatogramas mostra picos bem separados e com boa resolugao para as
estatinas em estudo, sendo o tempo de reten¢dao de 10,67 minutos para a fluvastatina; 22,44
minutos para a simvastatina e 29,22 minutos para a atorvastatina nas condigdes
cromatogréficas estabelecidas. A identificacao dos analitos foi feita através do monitoramento
dos ions caracteristicos para cada composto na forma derivatizada, sendo os fons principais de
m/z 183, 211, 238, 266 e 281 para a fluvastatina, m/z 157, 159, 172, 198 e 199 para a

simvastatina e m/z 276, 292, 360, 388 e 403 para a atorvastatina.

4.2 Selecao da fase extratora da fibra de SPME

Confirmado o perfil cromatografico e espectrométrico das estatinas, foi necessario
realizar a selecdo da fase extratora mais apropriada para extracdo desses analitos. No entanto,
para obten¢do de bons resultados foi considerado a polaridade dos analitos e as propriedades
quimicas e fisicas da fase extratora, pois estes sdo parametros importantes no processo de
equilibrio de particao.

Para selecdo da melhor fase extratora, foram realizados testes qualitativos com
algumas fibras de SPME disponiveis no laboratério, tais como PDMS, PDMS/DVB e PA a
fim de avaliar quais destas fibras apresentariam um melhor desempenho para a extragdo das
estatinas. Porém, para essa etapa utilizou-se como reagente derivatizante o dietil sulfato
(DES), pois além de encontrar-se disponivel no laboratério em maior quantidade, apresenta a
mesma fungcdo de reagente alquilante que o dimetil sulfato (DMS), podendo assim ser
facilmente substituido. A etapa de extracdo foi realizada utilizando as mesmas condicdes
anteriores, exceto pelo uso do dietil sulfato (DES) como reagente derivatizante. A Figura 13
ilustra em grafico as dreas dos picos cromatograficos obtidos para extracdo das estatinas em

fibras de SPME com diferentes fases extratoras.
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Figura 13 - Comparacio entre as areas dos cromatogramas obtidos por SPME-GC-MS para fluvastatina,
simvastatina e atorvastatina em diferentes fases extratoras.

Dentre as fibras de SPME testadas para extracdo das estatinas, a fibra de PDMS/DVB
apresentou melhor desempenho quando comparada com outros recobrimentos. Isto pode ser
explicado pelo principio “semelhante dissolve semelhante”. Considerando que as estatinas sao
compostos que apresentam tanto grupamentos polares como nao-polares, os recobrimentos de
PA (fase polar) e PDMS (fase ndo-polar) ndo proporcionam uma performance tdo boa para a
extracdo destes farmacos quando comparados com PDMS/DVB, que sdo recobrimentos

mistos com polaridade modificada através da inser¢ao de grupos divinilbenzeno.

4.3 Desenvolvimento da metodologia SPME-GC-MS

Selecionada a fase extratora da fibra de SPME foi testado o uso de uma solucdo de
acido formico pH = 3,0 na etapa de extracdo das estatinas. Este procedimento foi realizado
para garantir que a maior parte das moléculas presentes na matriz estivesse na forma neutra
(no ionizada), pois em SPME somente a forma nao-ionizada é extraida pela fase extratora.
Dessa forma foi observado um aumento na quantidade de analito extraido para fluvastatina e

atorvastatina, que sao espécies ionizdveis de carater dcido apresentando pKa em torno de 4,5.

63



RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse aumento ocorre, pois quando o pH do meio € igual ao pKa das moléculas em estudo,
estas estdo 50% na forma ionizada e 50% na forma nao ionizada em meio aquoso. Porém, se o
pH do meio estiver em torno de duas unidades abaixo do pKa da molécula, estas estardo 99%
na forma ndo ionizada, favorecendo assim a extragdo dos analitos.

Como os recobrimentos disponiveis em SPME abrangem uma faixa de pH entre 2,0 e
11,0, ndo sendo possivel usar valores de pH extremos (menor que 2,0 e maior que 11,0),
tomou-se o devido cuidado ao baixar o pH, a fim de evitar possiveis danos na fase extratora
da fibra.

Sendo assim, visando preservar a fibra de PDMS/DVB substitui-se o agente pareador
ionico tetrabutilamoénio hidrogeno sulfato (TBA-HSO,) pelo brometo de tetrabutilamdnio
(TBA-Br) na etapa de derivatizacdo, pois o TBA-HSO, apresenta cardter muito &cido,
podendo deteriorar a fibra de SPME. O TBA-Br se mostrou eficiente na extracao das
estatinas, apresentando os mesmos resultados quando comparado com TBA-HSO,4, porém
protegendo a fibra de possiveis danos relacionados ao uso em pHs inapropriados.

A separacdo cromatogrifica também foi otimizada fim de se obter um tempo de
andlise menor e boa resolucdo cromatogréfica. Para isto realizou-se uma programagdo de
temperatura do forno do GC. Esta programacao foi realizada utilizando uma coluna Rtx®5MS
(L=15m; df =0,25 ym e di = 0,25 mm) da Restek® com a temperatura do forno iniciando a
80°C durante 2 minutos, aumentando 30°C/min até 300°C e mantendo esta temperatura
durante 12 minutos.

A Tabela 12 contém algumas propriedades quimicas das estatinas, o tempo de retencao
obtido através dos cromatogramas e os ions selecionados de acordo com a verificacdo dos

espectros de massas.

64



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 12 - Coeficientes de parti¢do octanol-dgua (log Ko/w), constante de acidez (pKa), fons selecionados
(m/z) e respectivos tempos de retengdo (tg) de cada analito.

Analito log Ko/w pKa tg (min) m/z
Fluvastatina 4,85 4,60 8,50 183, 211, 238, 266, 281
Simvastatina 4,68 13,5 11,22 157, 159, 172, 198, 199
Atorvastatina 6,36 4,46 11,76 276, 292, 360, 388, 403

4.4 Otimizacao das condicoes de extracao por SPME

4.4.1 Planejamento fatorial fracionado (25'2)

A Figura 14 apresenta o diagrama de Pareto sendo possivel observar a importancia de
cada varidvel estudada, bem como suas interacdes, para a extracdo da fluvastatina, tendo
como resposta a drea do cromatograma. Observa-se que fatores como a temperatura, tempo e
forca i0nica sdo significativos neste caso, pois a linha pontilhada indica a regido acima da
qual os efeitos foram significativos com limite de confianca de 95%.

As varidveis tempo e temperatura atuam de modo positivo na extracdo deste farmaco,
ou seja, o aumento do tempo e da temperatura produz um aumento na quantidade extraida.
Este resultado estd de acordo com a literatura, pois a SPME € uma técnica baseada na parti¢ao
dos analitos entre duas fases, sendo necessario um tempo adequado para se atingir o
equilibrio. Ja a temperatura pode agir de dois modos durante a extracdo; aumentando a
difusdo do analito e como conseqii€éncia aumentando a extracdo, ou diminuindo o coeficiente
de particdo entre a fase aquosa e a fase extratora, e, portanto, diminuindo a extracdo. Nesse

caso, o efeito relacionado a difusdo do analito apresentou maior importancia.
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Por sua vez, a for¢a idnica apresentou um efeito negativo, diminuindo a quantidade de
analito extraido a medida que uma quantidade de sal era adicionada a solucdo. Assim, essa
variavel foi retirada do estudo, ja que o nivel minimo de NaCl utilizado foi 0%.

O pH também apresentou efeito negativo na extracao da fluvastatina, apesar de ndo ser
uma variavel significativa. Quando pH = 3,0 foi utilizado, a extra¢do foi maior do que quando
pH = 10,0 foi usado, pois a fluvastatina € um 4cido fraco apresentando pKa em torno de 4,6; e
portanto estd completamente nao ionizado em pH = 3,0; favorecendo a extracdo pela fibra de
SPME.

A Figura 15 apresenta o diagrama de Pareto para a extracdo da atorvastatina. Nesse
caso, observa-se que nenhum dos fatores estudados foram significativos para a extragdo desse
farmaco. As varidveis tempo, temperatura e volume de tampao também atuam de modo
positivo na extragdo, e as varidveis pH e forca idnica atuam de modo negativo, seguindo o

mesmo perfil de interagdes para a extracao da fluvastatina.
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pH(Q) -3,19479

=

(3)Temperatura(L) 1,722665
1,717971
1,68268

1Lby5L -1,64791

%
B

(1)pH(L) -1,54322

1Lby3L -1,50793

Figura 15 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionado 27 representando a extragio da
atorvastatina.

A Figura 16 apresenta o diagrama de Pareto para a extracdo da simvastatina. Observa-
se que para este farmaco todos os fatores foram significativos. As varidveis tempo,
temperatura e volume de tampao atuam de modo positivo na extracdo, e as varidveis pH e
for¢a idnica atuam de modo negativo, assim como para os outros farmacos.

O planejamento fatorial fraciondrio mostrou resultados diferentes para cada composto
estudado. Porém, com base nesses resultados, foi possivel verificar que ao aumentar o tempo,
a temperatura e o volume de tampao, aumenta a quantidade extraida dos farmacos. Por outro
lado, quanto menor a quantidade de sal adicionado a solucdo, melhor a extracdo dos
compostos, pois a medida que a concentragdo de sal aumenta, este interage com os analitos

em solugdo através de interacdes eletrostéticas, reduzindo a capacidade do analito de migrar

para a fase extratora.
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O pH, por sua vez, também atua de forma negativa na extragdo dos farmacos, isto é

quanto menor o pH da solucdo, maior a extracdo pela fase extratora da fibra.

11111111

(1)pH(L)

(4)Sal(L)

(2)Tempo(L)

%
(3) Temperatura(L) |

_
PH(Q) 5,643336
p=,0
F 16 grama d do planejam f: 11f do 2 p o da sim
Diante d Itad tim se a extracdo SPME das estatinas de modo

4.4.2 Planejamento fatorial completo 2%

A Figura 17 representa o diagrama de Pareto para a etapa de derivatizacdo da
fluvastatina e atorvastatina. Como os resultados obtidos para estes farmacos apresentam o

mesmo perfil de interagdes, apenas o diagrama da fluvastatina serd apresentado com intuito de

verificar a influéncia de cada varidvel na etapa de derivatizacdo. Por meio deste diagrama ¢é

possivel observar que os trés fatores estudados foram significativos.
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Figura 17 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial completo 2° representando a derivatiza¢io da

A varidvel pH atua de modo negativo na derivatizacdo desses farmacos, de maneira
que o uso de pH = 3,0 favorece a reacao de derivatizacao. Ja as varidveis volume de TBA-Br
e volume de dietil sulfato atuam de modo positivo, de forma que o aumento desses volumes,
aumenta a quantidade de farmacos derivatizados.

Neste caso, ndo foi necessario realizar a otimizagdo da etapa de derivatizacao para a

=
8
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o
e
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simvastatina, pois dentre os farmacos estudados, este € o tinico composto que se apresenta na
forma de lactona, sendo assim, pode ser extraido por SPME e analisado por cromatografia
gasosa sem etapa a de derivatizacao.

Analisando os resultados obtidos desta etapa do planejamento experimental foi
otimizada a derivatizagdo da fluvastatina e atorvastatina de modo a utilizar as melhores
condic¢des para estes farmacos: 100 uL do reagente pareador i6nico TBA-Br e pH da amostra

igual a 3,0.
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Como os modelos obtidos para os farmacos em estudo estavam de acordo entre si e
apresentaram coeficientes de correlacdo adequados e falta de ajuste ndo significativa, as
varidveis volume de reagente derivatizante e temperatura foram selecionadas para o

planejamento compostos central.

4.4.3 Planejamento Composto Central (CCD)

A elaboracdo do planejamento composto central permitiu estudar 2 varidveis em 5
niveis diferentes (Figura 18). Os valores codificados e os valores reais para cada varidvel
podem ser observados na Tabela 8, na qual os valores +1 e —1 sdo referentes aos niveis
maximos e minimos, respectivamente. Os valores +1,41 e —1,41 referem-se aos pontos axiais,
e o ponto 0 (zero) corresponde ao ponto central do planejamento.

Para realizacio desta etapa do processo de otimizacao utilizou-se as condi¢des Gtimas
de extracdo e derivatizagdo previamente estabelecidas para os farmacos em estudo: 10 mL de

solucdo tampao pH = 3,0 e 100 uL de solu¢ao de TBA-Br 0,1M.

n (/20
i

Xy i
1.1y i (1

- i I
(0,-42) : (hy2)

11y (1.1
i:ﬂ J1.0)

Figura 18 - Esquema representativo do planejamento composto central comk =2 e a = 1,414.
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A metodologia de superficie de resposta fornece o ponto 6timo em torno da regido
experimental disponivel. A Figura 19 ilustra a média dos resultados para a superficie de
resposta considerando os modelos para os trés analitos, que apresentaram coeficiente de
correlagdo adequado e falta de ajuste nao-significativo.

A partir da andlise desse grafico foi possivel estimar o ponto 6timo fixado em 50uL de
reagente derivatizante e temperatura de extracdo a 55°C. O gréfico de superficie de resposta
mostra que as duas varidveis estudadas, volume de reagente derivatizante e temperatura,
atuam de forma positiva na extracdo dos farmacos, ou seja, a medida que a temperatura e o
volume de reagente derivatizante sio aumentados, a extracdo dos compostos em estudo &
favorecida. Porém, quando aumenta-se muito a temperatura de extracdo, diminui-se o
coeficiente de particdo dos analitos entre o revestimento da fibra e a matriz, havendo uma
diminui¢do da quantidade de analitos extraidos. Dessa maneira, optou-se por realizar a
extracdo a 55°C ao invés de 85°C, pois ndo foi perceptivel uma mudanga na quantidade de

analito extraido quando aumentava a temperatura acima de 55°C.

[t

I o8
B 0.6
[Joa4
[ o,2
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Figura 19 — Griéfico de superficie de resposta através do planejamento composto central para fluvastatina,
simvastatina e atorvastatina.
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4.4.4 Otimizacao univariada

Estabelecidas as condi¢des Otimas de derivatizagdo e extragdo, objetivando uma

determinac¢do eficiente das estatinas, foi necessario avaliar o tempo de extracdo utilizando

uma otimiza¢do univariada. Assim, fixou-se as seguintes condi¢des: 10 mL de solugdo acido

férmico 0,5 mol L™ pH = 3,0; 100 uL do agente pareador idnico TBA-Br 0,1 mol L'; 50 uL

do reagente derivatizante e temperatura de extragdo a 55°C.

A Figura 20 mostra a curva cinética para o tempo de extracdo das trés estatinas

estudadas nas condi¢Oes otimizadas. Nota-se que no tempo de 60 minutos o equilibrio foi

atingido para estes compostos. Porém, escolheu-se o tempo de 45 minutos ji obteve uma boa

resposta para a quantidade extraida dos compostos em estudo.

250000 +
200000 +

150000 -

Area

100000 +

50000 +

—a— ATOR
—a—SIM

—e—FLU

15 30 45 60

Tempo de extragao (min)

Figura 20 - Curva cinética da extracdo SPME para as estatinas estudadas.
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4.5 Validacao

A validacdo do método analitico desenvolvido foi realizada seguindo a Resolucdo n°
899 de 29/05/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Os parametros de
validacdo selecionados foram: seletividade, linearidade, precisdo, limite de detec¢do, limite de
quantificacdo e recuperacdo (BRASIL, 2003).

Nas andlises realizadas por GC-MS foram monitorados cinco ions para cada
composto, sendo um ion utilizado para a quantificacdo e os demais para confirmacdo dos

analitos.

4.5.1 Seletividade

O método desenvolvido se mostrou seletivo, pois nenhum pico eluiu no mesmo tempo
de reten¢do da fluvastatina, simvastatina ou ibuprofeno quando amostras de plasma branco de

referéncia foram analisadas (Figura 21 e 22).
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Figura 21 - Cromatograma obtido no modo SIM do plasma branco de referéncia utilizando o método SPME-

GC-MS.
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Figura 22 - Cromatograma obtido no modo SIM da amostra de plasma fortificada com estatinas e ibuprofeno
deuterado como padrio interno na concentracdo de 1000 ng mL".
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4.5.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de amostras de plasma de referéncia,
enriquecidas com fluvastatina e simvastatina. A faixa de concentragdo plasmadtica estudada
foi de 20 a 500 ng mL™' para a fluvastatina e de 50 a 500 ng mL"' para a simvastatina.

Os resultados do estudo de linearidade, como a faixa de linear avaliada, as equacdes da
reta e os coeficientes de correlagdo () obtidos estdo apresentados na Tabela 13. Os
coeficientes de correlagdo foram maiores que 0,98 demonstrando haver uma correlacdo entre

concentracdo e resposta obtida (Figura 23 e 24).

Tabela 13 - Resultados da linearidade para os farmacos estudados.

Compostos Intervalo linear (ng mL™7) Equacao da reta (y = ax+b) r
Fluvastatina 20 a 500 y =0,0002x + 0,0047 0,9865
Simvastatina 50 a 500 y = 0,0004x - 0,0002 0,9952
0,12 y = 0,0002x + 0,0047
R? = 0,9865
0,1
2
m
S 0,08
(]
<
= 0,06
=2
oy
© 0,04
& .
0,02 |
0l-* : : : : : ‘
0 100 200 300 400 500 600

Concentracao (ng/mL)

Figura 23 - Curva de calibrag@o obtida para a fluvastatina com intervalo de concentragdo plasmatica de 20 a 500
-1
ng mL".
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Figura 24 - Curva de calibragdo obtida para a simvastatina com intervalo de concentracio plasmatica de 50 a
500 ng mL™".

4.5.3 Precisao

Os estudos de precisdo intra-dia foram realizados em trés niveis de concentra¢io
(baixo, médio e alto) com cinco replicatas por concentracao. Na avaliacdo da precisdo inter-
dia utilizou-se os mesmos niveis de concentracdo (baixo, médio e alto) em triplicata. Foi
considerado como limite maximo o valor de 15% para o DPR, exceto para o LOQ, o qual se
admite valores menores ou iguais a 20%. Os resultados das Tabelas 14 e 15 demonstram que

o método desenvolvido possui precisao adequada.

Tabela 14 - Dados obtidos da precisdo intra-dia para os firmacos estudados.

Compostos Concentracao (ng mL'l) DPR (%)

20 8,96

Fluvastatina 250 4,06
500 6,92
50 13,57

Simvastatina 300 6,59
500 8,33
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Tabela 15 - Dados obtidos da precisdo inter-dia para os firmacos estudados.

Compostos Concentracio (ngmL"') DPR %)

20 7,23
Fluvastatina 250 2,75
500 8,70

50 10,52
Simvastatina 300 7,19
500 7,44

4.5.4 LOQeLOD

O limite de deteccdo foi estabelecido pela andlise de amostras de plasma fortificadas
com solucdes de concentragdes decrescentes dos farmacos até o menor nivel detectdvel. O
LOD foi estabelecido como a concentracdo em que o pico do analito era trés vezes maior que
o ruido da linha de base. O LOD encontrado foi de 7,5 ng mL™ para fluvastatina e 15 ng mL™
para a simvastatina.

Ja o limite de quantificacao foi determinado utilizando a razdo 10:1 da altura do pico
em relacdo a altura do ruido da linha de base, com coeficiente de variacdo menor que 20%. O
LOQ estabelecido foi de 20 ng mL™ para a fluvastatina e 50 ng mL"' para a simvastatina

(Tabela 16).

Tabela 16 - Dados obtidos de Limites de Quantifica¢do (LOQ) e Detec¢do (LOD) para os farmacos estudados.

Compostos LOQ (ngmL') DPR% LOD (ngmL') DPR%

Fluvastatina 20 8,30 7.5 11,74
Simvastatina 50 11,00 15 14,96
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4.5.5 Recuperacao

As taxas de recuperacdo do método SPME-GC-MS para andlise de estatinas em
plasma foram inferiores a 40% (Tabela 17). No entanto, este fato ndo implica em linearidade
e precisao insatisfatorias.

O uso do padrio interno as amostras compensa as variagdes na eficiéncia do processo

SPME, tais como a composicdo endégena do plasma e as propriedades da fase extratora
(diminuicao da eficiéncia da fibra com o aumento do nimero de extracdes).

A ANVISA recomenda porcentagens de recuperacdo do soluto e do padrao interno

proximos a 100%, porém admitem-se valores menores desde que a recuperagao seja precisa.

Tabela 17 - Dados obtidos da recuperagao relativa para as estatinas estudadas.

Compostos Concentracio (ng mL'l) Recuperacio (%)

20 17,94
Fluvastatina 250 21,53

500 22,12

50 28,79
Simvastatina 300 33,37

500 38,63

A andlise dos resultados mostra que a SPME, quando comparada com outras técnicas
de extragdo, apresenta baixos valores de recuperagao. No entanto, sao valores comuns quando
utiliza-se uma técnica em micro escala, na qual a extracao ndo € exaustiva, isto é, ndo ocorre a
extracdo total dos analitos.

Nesta técnica, a influéncia das proteinas foi minimizada por meio da diluicdo das
amostras de plasma com solu¢do de 4dcido férmico 0,5M pH = 3,0, podendo assim obter boas
taxas de recuperacao. O processo de diluicdo das amostras de plasma diminui a viscosidade da

matriz, favorecendo a difusdo dos farmacos para a fase extratora da fibra de SPME.
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4.5.6 Aplicacao em amostras reais de plasma

A eficédcia do método SPME-GC-MS para uso clinico foi comprometida devido ao alto
valor de LOQ encontrado para a simvastatina (50 ng mL"), uma vez que o intervalo
terapéutico para uma dose didria de 10 a 80 mg/dia do farmaco é de 10,30 a 34,50 ng mL".

Dessa forma, analisou-se amostras de plasma de pacientes que fizeram uso de uma
dosagem maior de simvastatina, a fim de avaliar possiveis niveis téxicos do farmaco.

As amostras de plasma foram adquiridas no Laboratério Médico Dr. Maricondi e na
Casa de Saude de Sao Carlos. Essas amostras foram centrifugadas a 8000 rpm durante 5
minutos, filtradas com membrana hidrofilica de 0,45 pm e tratadas conforme descrito no item
3.5.5.

A Tabela 18 mostra os resultados obtidos nas andlises de amostras de plasma de

pacientes que fizeram uso de simvastatina.

Tabela 18 - Concentragdo plasmatica determinada em amostras de plasma de pacientes em terapia com
simvastatina.

Amostra Concentraciao
plasmatica (ng mL™")
<LOQ

79,80
<LOQ
<LOQ

85,00

N B~ W N =

O perfil dos picos cromatograficos foram similares aos obtidos nas andlises de
amostras de plasma branco enriquecidos com simvastatina, com nenhuma interferéncia

aparente observada no tempo de reten¢ao deste farmaco (Figura 25).
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Figura 25 - Andlise de amostras de plasma de pacientes que administraram dosagens superiores a doses
terapéuticas de simvastatina.

Através da andlise das concentragdes plasmadticas determinadas nas amostras de
plasma de pacientes em terapia com simvastatina observa-se que algumas estdo abaixo do
LOQ (50 ng mL™"), impossibilitando a quantificacio do farmaco no intervalo terapéutico. No
entanto, encontrou-se valores de concentracdes plasmdticas superiores as dosagens
terapéuticas, isto pode ser explicado pelo tratamento de alguns pacientes com uma dosagem
maior de simvastatina. Dessa maneira, este estudo torna possivel a determinagdo de niveis

téxicos causados por uma dosagem excessiva do farmaco.
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5. CONCLUSAO

A SPME juntamente com a derivatizacao in situ possuem algumas varidveis que foram
otimizadas para obtencdo de um processo de extracdo mais eficiente. Essa otimizacdo foi
realizada utilizando planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta que
mostraram ser uma ferramenta eficaz, possibilitando uma otimiza¢do completa, com um
menor nimero de experimentos, € avaliando ndo s6 os efeitos principais como também os
efeitos de interacdo de todas as varidveis na resposta obtida.

O planejamento fatorial empregado neste estudo permitiu otimizar as condi¢des de
extracdo e derivatizacdo das estatinas em plasma utilizando fibra de PDMS-DVB, 10 mL de
solucdo de acido férmico 0,5 mol L! pH = 3,0; 100 uL. de TBA-Br 0,1 mol L'l, 50 uL de
dietil sulfato e 45 minutos de extracdo a 55°C.

O método SPME-GC-MS desenvolvido apresentou linearidade, seletividade e precisao
adequados para a andlise de estatinas em plasma humano. Porém, o LOQ encontrado ndo
possibilitou a anédlise dos analitos em concentragdes correspondentes ao intervalo terapéutico.
Dessa maneira, a eficicia do método foi comprovada através da andlise de amostras de
pacientes em terapia com dosagens superiores a doses terapéuticas de simvastatina. Portanto,
o método em estudo pode ser aplicado para determinacdo de niveis toxicos de estatinas em

amostras de plasma humano.
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