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RESUMO

Este trabalho versa sobre o desenvolvimento de um polimero de impresséo
molecular restrito a ligagdo com macromoléculas por meio de revestimento com
albumina (RAMIP-BSA) para a extracdo direta de antidepressivos inibidores da
receptacao de serotonina (ISRS) em plasma humano em sistema cromatogréafico
multidimensional. A sintese do material foi realizada em trés etapas. Primeiramente
os sitios seletivos foram formados empregando sintese por precipitacdo e o0s
seguintes reagentes: fluoxetina, acido metacrilico, etileno glicol dimetacrilato, 2,2 —
azo-isso-butironitrila, e metanol como, molécula modelo (MM), mondémero funcional
(MF), etileno glicol dimetacrilato como agente de ligacado cruzada (ALC), iniciador
radicalar (IR) e solvente, respectivamente. A segunda etapa consitiu na formacéao de
uma camada hidrofilica pelo recobrimento quimico da superficie do material com os
mondmeros hidrofilicos hidroxi etil metacrilato e glicidil metacrilato. Na terceira etapa
o polimero foi revestido com albumina bovina utilizando glutaraldeido como agente
de ligacao cruzada, formando assim uma capsula protéica ao redor das particulas. O
RAMIP-BSA obtido foi capaz de excluir cerca de 99% das proteinas por ele
percoladas, além de apresentar capacidade maxima adsortiva para fluoxetina de
cerca de 69 mg g™, e comprovada seletividade & fluoxetina frente os outros farmacos
ISRS. Uma coluna com o RAMIP-BSA foi empregada como fase extratora em um
sistema de cromatografia liqguida multidimensional para analise direta de ISRS em
plasma humano. Foram construidas curvas de calibracdo para os farmacos
venlafaxina (VEN), citalopram (CIT), fluvoxamina (FLUV), duloxetina (DUL),
fluoxetina (FLUO) e sertralina (SER) utilizando um pool de plasma humano (n=6) de
individuos que ndo utilizam nenhum dos farmacos. Todas as curvas apresentaram r
> 0,99 na faixa linear de 20 a 500 pg L™. A preciséo e exatiddo foram avaliadas com
base no desvio relativo do padrdo e no erro relativo respectivamente. Os limites de
deteccdo e quantificacdo foram de 10 e 20 pg L™. A recuperacéo absoluta foi de
85% a 93%. Todos os resultados estdo de acordo com as normas do FDA

mostraram-se aceitaveis de acordo com as normas do FDA.

Palavras chave: Polimeros. Cromatografia liquida de alta pressédo. Antidepressivos.

Inibidores da recaptacao de serotonina. Fluoxetina.



ABSTRACT

In this work, we developed a new restricted access molecularly imprinted polymer
coated with albumin (RAMIP-BSA) for the direct extraction of antidepressants
receiving serotonin inhibitors (SSRIs) in human plasma in a multidimensional
chromatographic system. The synthesis of the material was performed in three steps.
Firstly, the selective binding sites were formed by using fluoxetine, methacrylic acid,
ethylene glycol dimethacrylate, 2-2'-azoisobutyronitrile, and methanol as template,
functional monomer, cross linking agent, radical initiator and solvent, respectively. In
the second step, the polymer was chemically covered with a hydrophilic layer by
using the monomers hydroxyethyl methacrylate and glycidyl methacrylate. In the third
step, the polymer particles were coated with an albumin capsule by using
glutaraldehyde as cross linker. The obtained RAMIP -BSA was able to exclude about
99% of the proteins percolated through it, with a maximum adsorption capacity of 69
mg g* for the fluoxetine, and good selectivity for the fluoxetine in comparison with
other SSRIs. A RAMIP-BSA column was employed as extraction phase in a
multidimensional liquid chromatography system for the analyses of SSRIs in human
plasma samples. Validation calibration curves were constructed for venlafaxine
(VEN) , citalopram (CIT), fluvoxamine (FLUV) , duloxetine (DUL) , fluoxetine (FLUO)
and sertraline (SER) using pooled human plasma (n=) individuals who do not use
any of drugs. The analytical curves ranged from 20 to 500 mg L™, with correlation
coefficients larger than 0.99 for all the analytes. The precisions and accuracies (intra
and inter-day) were evaluated as relative standard deviation and relative error,
respectively. The limits of detection and quantification were 10 and 20 mg L™ for all
the analytes. All the validation parameters are in accordance with the FDA

recommendation.

Keywords: Polymers. High pressure liquid chromatography. Antidepressants.

Serotonin reuptake inhibitors. Fluoxetine.
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1 INTRODUCAO

A depressdo esta entre as principais causas de suicidio na sociedade
moderna’. Estima-se que cerca de 121 milhdes de pessoas em todas as faixas
etérias, incluindo criancas? e os idosos® * sofrem de depressdo em todo o mundo,
sendo este um problema de saude publica que acomete aproximadamente 850.000
vidas todos os anos’.

Os principais sintomas da depressado sdo: humor deprimido, perda de
interesse ou prazer, sentimentos de culpa, perda de energia, baixa auto estima,
disturbios do sono, baixo apetite e baixa concentracdo. Estes problemas podem se
tornar crénicos ou recorrentes e levam a prejuizos substanciais na capacidade de
um individuo para cuidar de suas responsabilidades diarias®.

Varias classes de farmacos séo utilizados para tratamento deste transtorno
como por exemplo: 1) antidepressivos triciclicos (ADT), 2) antidepressivos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e 3) antidepressivos inibidores da
enzima monoaminaoxidase (IMAO), sendo os ISRS os mais utilizados atualmente,
principalmente pela eficacia, tolerabilidade e seguranca®.

Devido ao tratamento prolongado, ao seu uso generalizado e a variabilidade
individual na resposta ao medicamento, andlises quantitativas dos respectivos
farmacos e de seus metabdlitos presentes nos fluidos biolégicos sdo frequentemente
solicitadas no sentido de melhorar o ajuste da dose por meio da monitorizacao
terapéutica. Contudo, devido ao alto teor de macromoléculas que estas matrizes
apresentam, as metodologias convencionais que envolvem estas avaliacbes séo
normalmente dificeis e trabalhosas.

Neste caso a presenca das proteinas apresenta-se como um complicado
problema analitico devido a sua adsorcao irreversivel na fase estacionaria da
cromatografia, resultando em uma significativa diminuicdo na eficiéncia da coluna
analitica, além de aumento na pressdo interna do sistema a ponto de inutiliza-1a> °.
Sendo assim, a injecdo direta desses fluidos biologicos n&o tratados em sistemas

cromatograficos convencionais seria impossivel, devido a incompatibilidade da
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matriz biolégica com a fase estacionaria. Desta forma, o preparo de amostras €
primordial antes de qualquer andlise cromatografica com vantagens para sistemas
on-line onde a etapa de preparo da amostra é realizada no préprio equipamento.
Este processo resulta em substancial diminuicdo nos erros analiticos e no tempo de
anélise, pois dispensa a etapa manual de tratamento das amostras™ "

Entéo, diversas estratégias tém sido desenvolvidas e solu¢fes inovadoras tém
sido propostas para esta finalidade, com destaque para a elaboracdo de materiais
adsorventes especificos e capazes de purificar amostras complexas como o0s
polimeros de impressdo molecular (do inglés molecularly imprinted polymers - MIPs)
e 0s materiais de acesso restrito (do inglés restricted access materials - RAMS).

Os MIPs sdo capazes de sequestrar seletivamente uma molécula® e
apresentam vantagens como seletividade, estabilidade, baixo custo da preparacéo e
amplo potencial de aplicacéo a diversas moléculas-alvo’. Ja4 os RAMs sdo materiais
capazes de reter diversos analitos de baixo peso molecular tendo como principal
vantagem sua capacidade de eliminar macromoléculas como as proteinas e 0s
polipeptidios®.

Embora os MIP sejam dotados de seletividade, esses materiais s&o
susceptiveis a ligagdo com macromoléculas, inviabilizando seu emprego em
extracao direta de fluidos bioldgicos. Ja os RAM, embora eficientes na eliminacéao de
macromoléculas, ndo apresentam reconhecimento molecular e por isso sédo pobres
em seletividade. Dessa forma, um material que associa as caracteristicas vantajosas
de um MIP e de um RAM foi proposto por Haginaka et al (1999)*. Este material foi
capaz de reter seletivamente uma molécula de interesse, eliminando
guantitativamente as macromoléculas. Denominado polimero de impresséo
molecular restrito a ligacdo com macromoléculas (RAMIP), este polimero possui em
sua configuracdo sitios especificos de reconhecimento molecular e grupos

hidrofilicos externos que bloqueiam a ligagéo de macromoléculas™.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Serdo tratados aqui os principais topicos discutidos neste trabalho de acordo

com levantamentos encontrados na literatura.
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2.1 ANTIDEPRESSIVOS INIBIDORES DA RECAPTACAO DE SEROTONINA
(ISRS)

Os antidepressivos ISRS surgiram como um grande avango terapéutico em
psicofarmacologia, pois foram desenvolvidos para a inibicdo potente e seletiva da
bomba de recaptacdo neuronal da serotonina em sinapses neuronais'!, sendo
utiizados no tratamento da depressdo, ansiedade, e outros distarbios
neuropsiquiatricos’”. Os ISRS exercem agbes importantes sobre o0s
neurotransmissores monoaminicos e seus receptores, em particular a serotonina®,
gue possui efeito inibidor e modulador geral da atividade psiquica, influenciando em
guase todas as funcdes cerebrais atraves da inibicdo ou estimulagcéo do acido gama
aminobutirico (GABA) e da modulacdo da homeostase entre dopamina e
noradrenalina™®. Por isso, sua deficiéncia implica em uma variedade de desordens
no SNC** *°,

As principais propriedades fisico-quimicas e farmacocineticas do ISRS alvo

de estudo neste trabalho séo apresentadas a seguir.
2.1.1 Venlafaxina (VEN)?® 1" 18

a) Propriedades quimicas
- Férmula estrutural:

CH4y

N
HC” N

OH

H4CO” : :

- Nome IUPAC: (RS)-1-[2-dimetilamino-1-(4-metoxifenil)-etil]cicloexan-1-ol
- Férmula molecular: C:-HNO:

- Massa Molar: 277, 402 g/mol

-pKa: 9,4
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b) Propriedades Farmacocineticas
- Dose diaria: 25 4 100 mg/dia
- Via (s) de administracgéo: oral
- Concentrac&o plasmatica: 40 4 150 pg L™
- Biodisponibilidade: 45%
- Ligacéo as proteinas: 27%
- Metabolismo: extenso hepético
- Meia-vida: cerca de 5 horas (VEN), 11 horas (metabdlito ativo)

- Excrecéo: renal

2.1.2 Citalopram (CIT)*® 1920

a) Propriedades quimicas

- Formula estrutural:
F

A
— . N .
W L
o 5, .--"“"*-uh_,.--J
g
J 0
- “H;‘.’-:ﬁ"--/

LY
Wt

1

e

- Nome IUPAC: (RS)-1-[3-(dimethylamino)propyl]-1-(4-fluorophenyl)-1,3-
dihydroisobenzofuran-5-carbonitrile

- Férmula molecular: CzH.:FN-O

- Massa molar: 324,39 g/mol

- pKa: 9,78

- Férmula estrutural do enantiomero (S):



b) Propriedades farmacocinéticas
- Dose Diéria: 10 4 60 mg/dia
- Via (s) de administragdo: via oral
- Concentrag&o plasmatica: 20 4 200 ug L™
- Meia-vida bioldgica: 35 horas
- Biodisponibilidade: 80%
- Ligacéo as proteinas: £ 56%
- Metabolismo: hepatico

- Excrecao: renal
2.1.3 Paroxetina (PAR) 16171821

a) Propriedades quimicas

- Formula estrutural:

"

N
[\\,/k/o‘\ R
NS

s

AN N
e
|
F

- Nome IUPAC: s (-)-trans-4R-(4'-fluorophenyl)-3S-[ (3',4'-
methylenedioxyphenoxy) methyl] piperidine

- Férmula molecular: C:sHxFNOs

- Massa Molar: 329,35 g/mol

- pKa: 9,77

b) Propriedades farmacocinéticas
- Dose diaria: 20 a 50 mg/dia
- Via (s) de administracgao: oral

- Concentragéo plasmatica: 10 4 150 pg L™

20
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- Metabolismo: extenso metabolismo hepatico
- Meia-vida bioldgica: 3 a 65 horas

- Ligacéo plasmatica: 93 & 95%

- Excrecéo: renal e biliar

2.1.4 Fluvoxamina (FLUV)'" ??

a) Propriedades quimica:

- Férmula estrutural:
CF3

-
N
O

J

HaN 0

- Nome IUPAC: 5-metoxi-4’-(Trifluorometil) -valerophenone(E)-O-(2-amino-
metil)-maleatooxima

- Fémula molecular: CisH21F3N20;

- Massa molar: 318.32 g/mol

- pKa: 8,7

b) Propriedades Farmacocinéticas
- Dose Diéria: 50 a 300 mg/dia
- Via (s) de administracédo: oral
- Concentracéo plasmatica: 50 & 250 pg L™
- Biodisponibilidade: 84%
- Metabolismo: hepético
- Meia-vida biol6gica: 15,6 horas
- Ligacao plasmatica: 80%

- Excrecao: renal


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Ficheiro:Fluvoxamine_structure.svg&page=1

2.1.5 Duloxetina (DUL)*" 23

a) Propriedades quimicas

- Férmula estrutural:

- Nome IUPAC:(+)-(S)-N-metil-y-(1-naftaleniloxi)-2-tiophenepropanamine
- Férmula molecular: C:sH:sNOS

- Massa molar: 333.88 g/mol

- pKa: 9,34

b) Propriedades farmacocinéticas
- Dose diaria: 30 a 120 mg/dia
- Via (s) de administracédo: oral
- Concentracéo plasmatica: 40 4 130 pg L™
- Biodisponibilidade: 77%
- Metabolismo: hepético
- Meia-vida biol6gica: 12,1 horas
- Ligacao plasmatica: > 90%

- Excrecao: renal

2.1.6 Fluoxetina (FLUO)"’

a) Propriedades quimicas

22


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Duloxetine_Structural_Formulae.png
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- Férmula estrutural:

.
F “ |

F. | g \w

ﬁ N NS

F | J/
H/;\;l\ S NH-"CH?‘

Q

-Nome IUPAC: (£)-N-methil-3-phenil-3- [4(trifluoromethil) phenoxi] propan-1-
amina

- Formula molecular: Ci-HisF:-NO

- Massa Molar: 309 g/mol

b) Propriedades Farmacologicas
- Dose diaria: 20 a 80 mg/dia
- Concentracao plasmatica: 50 4 500 pg L™
- Biodisponibilidade: 72%
- Metabolismo: hepatico
- Meia-vida bioldgica: 1 a 3 dias (FLUO); 4 a 6 dias (metabdlito ativo)
- Ligacao plasmatica: 94.5%

- Excrecao: 80% rins, intestino 15%
2.1.7 Sertralina (SER)'"%*

a) Propriedades quimicas

- Férmula estrutral:
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- Nome IUPAC: (1S-cis)-4-(3,4-dichlorophenil)-1,2,3,4-tetrahidro-N-methil-1-
naphthalenamina

- Formula molecular: C:-H-CI.N

- Massa molar: 306,23 g/mol

- pKa: 9,48

b) Propriedades farmacocinéticas
- Dose diaria: 50 & 150 mg/dia
- Via (s) de administracgéo: oral
- Concetracao plasmatica: 50 & 250 g L™
- Biodisponibilidade: 44%
- Meia-vida biologica: 22 a 36 horas
- Ligacgéo plasmatica: 98 a 99%
- Metabolismo: hepatico

- Excrecao: renal

2.2 POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR (MIPs)

A natureza das interacbes quimicas de reconhecimento molecular sempre
despertou o interesse dos pesquisadores levando-os a buscar estes tipos de
interacdes em materiais gerados artificialmente que possam ser capazes de interagir
e reconhecer seletivamente moléculas em diversas aplicacdes® ?°. Através deste
contexto, surgiu a ideia de produzir uma estrutura rigida tridimensional (um polimero)
ao redor de uma molécula molde que pudesse efetuar seletivamente as interacfes
moleculares e o reconhecimento molecular, ou seja, que pudesse atuar de forma
similar a um anticorpo. Entdo, a partir desta concepcéao, surgiram os MIPs.

Os MIPs sdo materiais sintéticos, impressos molecularmente, rigidos e
tridimensionais, sintetizados a partir de uma molécula alvo, capazes de se religar a
esta molécula ou a classe dessas moléculas, pois possuem locais de

reconhecimentos especificos?’.
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Os principais reagentes empregados na sintese dos MIPs sdo: monémeros
funcionais (MFs), molécula modelo (MM), agente de ligacdo cruzada (ALC) e
iniciador radicalar (IR); sendo a natureza quimica da MM, a razdo molar entre MM e
o MF, o tipo e volume de solvente, as quantidades de ALC e IR, o tempo e a
temperatura de sintese as principais variaveis do sistema®®.

O processo de sintese inicia-se com a formacao do complexo entre o MF e a
MM. Posteriormente, os MF séo interligados quimicamente por meio de um agente
de ligagéo cruzada (ALC), garantindo seletividade, rigidez, porosidade e estabilidade
ao polimero. Geralmente se emprega um MF doador de préton (carater acido),
guando a MM é aceptora de proton (carater basico), ou vice-versa, sendo o acido
metacrilico e a 4-vinilpiridina os monémeros mais empregados, respectivamente®. A
guantidade de MF empregada deve estar em excesso em relagdo a MM, para
assegurar o deslocamento do equilibrio no sentido de formagdo do complexo MM-
ME 27, 30.

A MM é o analito que serad usado como molde na sintese do polimero, e sua
interacdo com o MF € a base do reconhecimento molecular. A MM deve ser estavel
sob as condic¢des de sintese (temperatura ou irradiacdo de UV) e soluvel no solvente
utilizado. A remocdo da MM da matriz polimérica forma lacunas (sitios de
reconhecimento) que irdo exibir afinidade pelo analito® 2% 3.

Os MFs séo espécies quimicas responsaveis por formar os locais de ligacao
impressos no polimero. Sao escolhidos considerando sua capacidade de interagir
com os grupos funcionais da MM. As ligacdes devem ser fortes o suficiente para
permitir a formacdo do sitios de ligacdo, mas fracas o suficiente para facilitar a
eluicdo da MM apos a sintese. Os sitios formados sdo complementares ao analito
alvo em tamanho, forma e funcionalidade®” #°.

O ALC é o responsavel por interligar as cadeias poliméricas formadas por
todos os MF a fim de formar o polimero®. Este interfere no controle da morfologia da
matriz polimérica, estabiliza o sitio de ligacdo impresso, fornece estabilidade
mecanica a matriz do polimero, favorece o aumento do numero de cavidades
efetivas e minimiza o numero de cavidades com configuracdo ndo complementar a
MM,

Para iniciar a polimerizacédo deve-se adicionar o IR, que sofre uma quebra em

sua estrutura (clivagem homolitica), através de um estimulo fisico como radiagdo UV
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ou aquecimento, gerando os radicais responsaveis pelo inicio da rea¢éo. O iniciador
mais usado é 2,2’- azobisisobutironitrila (AIBN)3 3>

A escolha do solvente também é um fator importante, pois ele é responsavel
por dissolver todas as substancias envolvidas na sintese (MM, MF, ALC e IR), mas
ao mesmo tempo, nao pode interferir na formacao do complexo MF-MM o que pode
resultar na formacgéo de sitios de ligagdo pouco seletivos e em pequeno numero. O
solvente determina também a morfologia e quantidade de poros, a area da
superficie, além de contribuir para as interacdes da MM com o MF2® 2%:30. 33

Na Figura 1 podemos observar o esquema genérico da sintese do MIP:

Figura 1 - Esquema genérico da sintese do MIP.

Mondmero
funcional

X . Agente de liga¢éo cruzada

f Iniciador radicalar
+ - : =
complexagéo * ‘ Polimerizagao

‘ Extracao Re-ligacéo
Molécula
modelo ’

Molécula modelo

Fonte: Adaptado do autor.

Existem quatro metodologias diferentes para se projetar um MIP. Sao elas: a)
polimerizacdo em bulk, b) por suspenséao, c) por precipitacéo e d) por enxerto.

Na polimerizacdo em bulk, a MM, o MF, o ALC e o IR sao dissolvidos em um
solvente apropriado e acondicionados em uma ampola de sintese num sistema
homogéneo. Em seguida, o oxigénio é retirado utilizando argénio, nitrogénio ou
mesmo ultrassom. A ampola € submetida a aguecimento ou radiagcdo UV para iniciar
0 processo de sintese, resultando em polimeros de consisténcia rigida e
heterogénea, sendo necessario proceder a moagem e o peneiramento dos mesmos
antes do uso®.

A polimerizacéo por precipitacdo diferencia-se da polimerizacdo em bulk pelo
aumento consideravel de solvente que € empregado na dissolugdo dos reagentes

7

(cerca de cinco vezes a mais). Em seguida a mistura é degaseificada e a
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7

temperatura do sistema € aumentada para o inicio da polimerizacdo. A sintese
ocorre por um periodo de 24 h 4 60 °C. A formacdo do MIP resulta da captura de
oligbmeros presentes na solucdo e a precipitacdo ocorre quando a microesfera
adquire densidade maior que a solucdo?.

A polimerizag&o por suspensao tem como objetivo a obtencdo de materiais
uniformes e esféricos. Os reagentes da sintese sédo dissolvidos em solvente organico
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Logo em seguida uma emulséo é formada e
estabilizada pelo emprego de um tensoativo. Para o inicio da polimerizacdo a
temperatura do sistema é aumentada. Neste periodo as particulas do MIP vao sendo
formadas permanecendo em suspens&o com a fase dispersiva®.

A polimerizacao por enxerto utiliza um suporte polimérico de trimetilolpropano
com poros esféricos de 5 a 10 mm para sintese do MIP. Os reagentes sao
dissolvidos e adicionados nos poros do suporte polimérico. Apos este processo, a
mistura € degaseificada e a sintese é realizada a temperatura de 60 °C por 4 h. Ao
término da sintese se adiciona agua, e em seguida € necessario uma forte agitacéo
para que as microesferas do MIP sejam suspensas?®.

Quanto a natureza da interacdo MM-MF, trés abordagens diferentes sao
relatadas: a) covalentes, b) nao-covalentes e c) semi-covalentes. A sintese
covalente envolve a formacao de ligacdes covalentes reversiveis entre a MM. Apds a
polimerizacdo, a molécula modelo é retirada do polimero por clivagem das ligacdes
correspondentes®® %',

A sintese nado covalente se baseia na formacao de interacdes relativamente
fracas nédo covalentes (ligaces de hidrogénio, interacfes eletrostaticas, etc.) entre a
MM e o MF selecionados antes da polimerizacdo. Esta abordagem é, de longe, a
mais usada para a preparacdo de MIP” %" **. Finalmente a opc&o intermediaria é
denominada de semi-covalentes, na qual se tem a polimerizacdo mediada por

ligacdo covalente e a religacdo mediada por ligagéo ndo covalente®® #'.

2.2 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO (RAMSs)

O termo “materiais de acesso restrito” (RAM) foi introduzido por Desilets et al

(1991)*, mas os primeiros trabalhos de absorventes que permitem a injecéo direta



28

de matrizes biologicas foram realizados em 1985 por Pinkerton, sob o nome de
materiais com superficie interna de fase reversa (ISRP)°.

O desenvolvimento desses materiais permitiu uma dinamiza¢do nas analises
gue envolvem compostos organicos em matrizes complexas, devido a possibilidade
de eliminacdo da etapa de pré-tratamento para eliminacdo de interferentes como
macromoléculas (mais frequentemente proteinas), muitas vezes em maior
guantidade que o analito de interesse. Os RAMs estdo sendo usados principalmente
na extracdo de substancias com baixa massa molecular®®, pois seu emprego em
sistemas on-line tem permitido a injecdo direta de amostras biolégicas (sem
tratamento prévio) no sistema de andlise, tendo como principal mecanismo de
extracdo a exclusdo de macromoléculas por meios fisicos ou quimicos®’.

Dentre as técnicas de injecao direta, as que utilizam fases do tipo RAM tém
se destacado. Estas fases estacionarias combinam os principios da Cromatografia
de Exclusdo e da Cromatografia de Fase Reversa, uma vez que sua superficie
hidrofilica impede a adsor¢cdo de macromoléculas da matriz biolégica na fase
estacionaria e suas propriedades hidrofébicas sdo responsaveis pela retencdo das
micromoléculas.

O mecanismo de eliminacdo de macromoléculas se deve a presenca de poros
dotados de grupos hidrofobicos (no interior do RAM) capazes de capturar moléculas
de baixo peso molecular (barreia fisica)®®. Por outro lado, a superficie externa dos
RAM pode ser revestida com grupos hidrofilicos (barreira quimica), evitando assim a
adsorcao da matriz protéica. Desse modo, no momento da extracdo, os analitos de
interesse (de baixo peso molecular) penetram nos poros e séo retidos pelos grupos
ligantes, enquanto que as macromoléculas sdo enviadas para o descarte sem que
haja retencéo das mesmas na coluna RAM®.

A Figura 2 mostra um RAM (com exclusédo por barreira fisica) denominado de
suporte de alquil-diol silica - ADS (A) e um RAM (com excluséo por barreira quimica)

denominado de superficie coberta por proteina - PCS (B).
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Figura 2 - Esquema de um RAM com mecanismo de excluséo por
barreiras fisicas (A) e quimicas (B).
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Fonte: Adaptado de Soverain, 2004°.

Os RAMs podem ser classificados de acordo com: a) sua superficie quimica,
b) seu mecanismo de exclusédo e c) sua aplicacao analitica. As superficies quimicas
consistém da presenca de grupos hidrofébicos nas superficies internas e grupos
hidrofilicos em seu exterior >°.

As fases de RAMs sdo denominadas unimodais e bimodais quando as
superficies interiores e exteriores tém as mesmas propriedades ou propriedades
distintas, respectivamente. Dentre alguns exemplos de sorventes hidrofobicos
podemos citar: fase de alquil-diol silica (ADS), superficie semipermeéavel (SPS), fase
hidrofébica blindada (SHP), fase de funcdo mista (MFP), superficie interna de fase
reversa (ISRP) e proteina revestida de silica, disponiveis comercialmente ou de facil
preparo em laboratorio, tém sido usadas para andlises de xenobidticos em fluidos
biolégicos® .

O mecanismo de exclusdo desses sorventes é baseado nas barreiras de
difusdo fisicas (com base no tamanho dos poros das particulas) e barreiras de
difusdo quimicas que consiste na ligacdo do sorbente com as proteinas no lado de
fora da particula®.

As fases RAM tém aplicacdo analitica muito versatil, e podem ser utilizadas
tanto no modo simples de analise como no modo multidimensional. No primeiro
caso, a amostra biolégica ndo tratada € injetada diretamente na coluna e, apos
exclusdo das macromoléculas, o0s xenobidticos sdo analisados por eluicdo
gradiente® “°. Na cromatografia multidimensional, a coluna RAM é usada como pré-
coluna e, apos a eluicdo das macromoléculas, os analitos séo transferidos para uma

coluna analitica, utilizando-se uma valvula de comutacdo, onde sdo separados e
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analisados (modo on-line)*®. Os RAM também podem ser empregados em cartuchos
para extracdo no modo off-line.

Uma modalidade eficiente de RAM consiste do revestimento externo da silica
modificada com albumina de soro bovino (BSA) por meio de reacbes de
entrecruzamento®’. Isso impede o acesso das macromoléculas hidrofilicas com o
suporte. A silica octadecil (C18) é muito utilizada como suporte e apresenta
resultados significativos com relagdo a eliminacdo de macromoléculas. O método
utilizado por Cassiano et al, (2006)*" envolveu a injecdo direta de plasma humano
para uma superficie semipermeavel (SPS) de coluna RAM.

Nexte contexto, as fases do tipo RAM-BSA tém se destacado quanto a
capacidade de exclusédo das proteinas de matrizes complexas e de retencdo de uma
série de farmacos acidos, basicos e neutros. A BSA é suficientemente hidrofilica e,
através de interacOes repulsivas, exclui com eficiéncia as proteinas do plasma sem

perda dos analitos de interesse.

2.3 POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR RESTRITOS A LIGACAO COM
MACROMOLECULAS (RAMIPS)

Os MIPs sdo materiais seletivos a MM ou a classe destas moléculas, e
apresentam uma capacidade muito grande de reter macromoléculas, inviabilizando a
injecdo direta de fluidos biolégicos. Ja os RAMs, ndo retém as macromoléculas, e
sdo pobres em seletividade, adsorvendo basicamente qualquer molécula de baixo
peso molecular. Com o objetivo de aliar as caracteristicas vantajosas de ambos o0s
materiais, Haginaka (1999)° propés um material dotado simultaneamente de
caracteristicas dos RAMs e dos MIPs, denominado polimero de impressdo molecular
de acesso restrito (RAMIP). Esse material foi capaz de reter seletivamente o analito
e rejeitar quantitativamente as macromoléculas, facilitando todo o procedimento
analitico devido a diminuicdo do preparo tedioso e critico da amostra.

Os RAMIPs apresentam sitios especificos de reconhecimento molecular e, ao
mesmo tempo, grupos hidrofilicos externos que bloqueiam a ligacdo com proteinas.
A camada hidrofilica na superficie externa do material proporciona um aumento do

reconhecimento molecular em extracdes em meios aquosos'® 4% 43 44454 Empora
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sejam evidentes as vantagens dos RAMIPs no preparo de amostras, esta tecnologia
ainda € pouco empregada devido a sua precocidade, e por isso torna-se um
interessante campo de pesquisa para anélise de fluidos biologicos®’. Trabalhos
encontrados na literatura descrevem algumas interessantes e pioneiras tecnologias
gue empregam estes materiais.

Haginaka e co-autores (1999)° desenvolveram RAMIPs seletivos a (S)-
naproxeno, (S) ibuprofeno e propranolol, baseando em uma modificagdo da
superficie externa do MIP. Os autores sintetizaram o MIP empregando os MF 4-
vinilpiridina ou &cido metacrilico (MAA), e etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) como
ALC. Na segunda etapa, os autores adicionaram uma mistura de glicerol dimacrilato
(GDMA) e glicerol monometacrilato (GMMA) e uma camada hidrofilica foi formada
em torno dos polimeros. O processo desta sintese resultou em RAMIPs com boa
capacidade para eliminar macromoléculas, boa seletividade e sensibilidade quando
foram utilizados para extracdo a partir de amostras biologicas pelo respectivo
RAMIP.

Puoci e co-autores (2009)*® também propuseram um RAMIP que foi
sintetizado utilizando glicidil metacrilato como co-monémero hidrofilico. Os MIPs
foram sintetizados pelo método de precipitacdo utilizando MAA como mondmero
funcional e p-aminofenol e cafeina como moléculas modelo. O co-mondmero
hidrofilicos foi adicionado antes do inicio de sintese, e 0 mesmo foi incorporado na
rede polimérica. Apos a polimerizacdo, os anéis epdxi foram abertos pelo acido
perclérico, resultando numa camada hidrofilica de alta densidade (grupos hidroxila).
Os RAMIPs mostraram um desempenho muito bom em termos de eliminacdo de
proteinas e seletividade para a MM.

Hua et al., (2011)* sintetizaram um RAMIP com superficie modificada através
de uma polimerizacdo que consiste no emprego de particulas esféricas de
poliestireno e hidrato de carbono para a formacdo de uma emulsdo. O fenobarbital
foi utilizado como MM. Logo em seguida, foi acrescentado 4-vinilpiridina como
mondmero funcional, etileno glicol dimetacrilato como agente de ligacédo cruzada e 2-
hidroxietil metacrilato (2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil) - ( 1-4) -2,2,6-tri-O-
acetil-B-D-glucopiran6sido como um agente de modificacdo de superficie
(glicomondmero) que resultou em glicopolimeros Apds a sintese, foi realizada a
alcodlise do glicopolimero, introduzindo metoxido de sédio em metanol e agucar

hidrofilo. O RAMIP desenvolvido apresentou boa seletividade para fenobarbital, em
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comparagdo com o MIP ndao modificado. Isso demonstra que o tratamento de
superficie ndo altera os sitios de reconhecimento do MIP. O RAMIP também foi
incapaz de adsorver macromoléculas.

Como pode ser observado diante destes relatos, o revestimento protetor
realizado com co-mondémeros hidrofilicos era, até entdo, a Unica forma eficaz
utilizada para se obter RAMIPs.

Em 2013, Moraes et al., (2013)*° propuseram um novo conceito de RAMIP,
denominado de polimero de impressdo molecular restrito a ligacdo de
macromoléculas por meio de revestimento com albumina (RAMIP-BSA). Trata-se de
um RAMIP revestido com albumina sérica bovina (BSA), que foi empregado com
sucesso na extracdo direta de compostos fenotiazinicos em plasma humano. Nesse
caso, apos a sintese do polimero, os autores o revestiram com uma camada de BSA
empregando glutaraldeido como agente de ligacdo cruzada. Quando a extracéo de
uma amostra proteica € conduzida nesse material em um pH diferente do ponto
isoelétrico das proteinas (da amostra e do RAMIP-BSA), a repulsdo eletrostatica
impede a aproximacdo das proteinas da amostra no RAMIP-BSA, promovendo
assim a exclusdo dessas proteinas. De acordo com os autores, a capacidade de
eliminacdo das proteinas do material foi de 99,7 %, e a vida util foi 90 injecdes. O
material também apresentou seletividade para farmacos da classe dos

fenotiazinicos. A Figura 3 mostra o esquema de sintese desse material.
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Figura 3 - Esquema de sintese de um RAMIP-BSA
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Fonte: Do autor, 2014.

2.4 CROMATOGRAFIA MULTIDIMENSIONAL

A cromatografia multidimensional consiste em uma técnica que permite a
extracdo em fase solida on-line e a analise direta a um sistema de HPLC. Esta
técnica tem sido amplamente utilizada para a analise de amostras complexas, pois
com este sistema € possivel eliminar a fase de preparo da amostra, devido a sua
capacidade de pré-tratamento e seletividade®.

A configuracdo deste sistema consiste em uma valvula de seis vias para
acoplamento de colunas de extracdo e analiticas, bombas e detectores.
Primeiramente, a amostra é inserida em uma coluna extratora através de um looping
(para que haja um controle no volume da injecdo) com um fluxo de fase movel
otimizados para a retencdo dos analitos de interesse e eliminacdo de interferentes.
Ao mesmo tempo, a coluna analitica € ajustada para eluicdo da fase mével. Em
seguida, a valvula é acionada e a fase movel retira 0os analitos da coluna de extracéo

e os envia para a coluna analitica de separacéo>®. A valvula volta a sua posicao
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inicial, e os analitos sdo separados na coluna analitica e enviados ao detector. Ao
mesmo tempo, a coluna de extracdo € reequilibrada com fase mével para que o
sistema esteja pronto para a injecdo da amostra seguinte®* ®’. E importante ressaltar
gue as duas bombas devem estar ligadas sendo que uma impulsiona a amostra para
a coluna extratora e a outra impulsiona a fase mével em dire¢éo a coluna analitica.
As vantagens desta técnica sdo: menor consumo de solventes, eliminacao
dos interferentes no momento do preparo da amostra, pré-concentracdo e
diminuicdo no tempo da andlise. Na Figura 4 pode-se observar uma configuracao

béasica do sistema multidimensional.

Figura 4 - Representagdo esquematica
do sistema de analise

mEEEEsEEEEEEREN
** LY

Fonte: Adaptado do autor, 2014.

Nota: A: amostra, AA: auto - amostrador,
L: loop de amostragem, C1: coluna
RAMIP-BSA, C2: coluna analitica,
V1 e V2:vélvulas 1 e 2, D: detector,
W: descarte. As linhas tracejadas
Indicam as posicbes alternativas
das valvulas.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

3.1 GERAL

Sintetizar e avaliar o desempenho de um RAMIP-BSA na extracdo de

farmacos antidepressivos ISRS em amostras de plasma humano por injecao direta

em um sistema de cromatografia liquida multidimensional.

3.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho séo:

a)
b)

c)

d)

f)

Sintetizar RAMIP-BSA empregando fluoxetina como MM,;

Caracterizar os materiais obtidos por meio de estudos de adsorcéo,
microscopia eletrénica de varredura, infravermelho e analise térmica;
Avaliar o desempenho do RAMIP-BSA em termos de seletividade e
capacidade de eliminacdo de macromoléculas;

Otimizar os parametros de extracdo e as condicbes cromatograficas
para extracdo e analise de farmacos antidepressivos ISRS em
amostras de plasma humano;

Validar as metodologias de acordo com as recomendacfes do FDA
(Method Validation of U.S Food and Drug Administration)®;

Avaliar a potencialidade do sistema para a quantificacdo dos farmacos

em amostras reais.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Os reagentes e equipamentos em que consiste a parte experimental deste

trabalho estédo detalhados a seguir.

4.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

As sinteses dos polimeros foram realizadas empregando phmetro (Quimis
Q400A, Brasil), balanca analitica (Shimadzu, Téquio, Japéo), chapa aquecedora
com sistema de agitagdo Q313l, (Quimis, Diadema, Brasil), tamises de varias
malhas, baldo de vidro com trés bocas, condensador, rolha de borracha e
termdmetro. Os reagentes empregados foram MAA 99%, EGDMA 98%, AIBN,
HEMA 97% e GDMA (mistura de isbmeros)- todos adquiridos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha).

Para a limpeza dos polimeros utilizou-se um funil de Bichner, um sistema de
vacuo tipo Manifold, bomba a vacuo (Millipore, Bedford, EUA ), banho de ultrassom
(Unique, Indaiatuba, Brasil), centrifuga NT-811 (Nova Técnica, Piracicaba, ,Brasil),
estufa 310/1 (Fanem, Bangalore, india ). Foram utilizados os seguintes solventes
(grau HPLC): metanol, acetonitrila, diclorometano, acido acético e alcool etilico
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil), acetona (Muskegon, EUA).

Acido cloridrico e hidroxido de sodio foram adquiridos da Vetec e o &acido
oxalico da QEEL (S&o Paulo, Brasil).

Para a construcdo das isotermas de adsorcéo utilizou-se agitador de tubos
251 (Fanem, Bangalore, india) e tubos de ensaio. Uma solucdo estoque de cloridrato
de fluoxetina de 10.000 mg L™ e tampdo fosfato pH 6,0, a 0,05 mol L™ foram
empregados para o teste.

Para o recobrimento do RAMIP utilizou-se BSA adquirida da Becton,
Dickinson and Company Sparks (Franklin Lakes, EUA), bem como glutaraldeido

25% e borohidreto de sédio 98%, ambos adquiridos da Vetec.
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Todas as solugdes foram preparadas empregando-se agua ultra-pura,
proveniente de um sistema de purificacdo de agua Milli-Qe (Millipore®, Bedford,
EUA), com resistividade de 18,2 MQcm.

Os padrbes de cloridrato de fluoxetina (96,2%) (FLUO), cloridrato de
venlafaxina (97,5%) (VEN), cloridrato de duloxetina (93%) (DUL), cloridrato de
citalopram (98,2%) (CIT), cloridrato de paroxetina (95%) (PAR), fluvoxamina (97,8%)
(FLUV) e cloridrato de sertralina (98,6%) (SER) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). Uma solucdo estoque para cada padrao foi preparada em
metanol na concentracdo de 200 mg L™ e armazenada em frasco ambar sob-
refrigeracdo de 2 a 8 °C. Estas solu¢cBes foram empregadas para o preparo das
amostras de plasma enriquecidas com os respectivos analitos nas concentracfes de
20, 40, 80, 150, 300 e 500 pg L™, contemplando as faixas terapéuticas de todos os
farmacos em estudo™® 17 19 20. 22,23, 24

Os padrbes de calibracdo foram preparados pipetando-se aliquotas de
solugdes estoque ou intermediarias em um béquer de fundo afunilado. As aliquotas
foram secas sob fluxo de nitrogénio e ressuspensas em um volume adequado de um
pool de plasma humano (n=6) de individuos que n&o utilizavam os respectivos
farmacos em estudo.

O sistema de cromatografia liquida multidimensional foi composto por duas
bombas (Shimadzue 20AD, Téquio, Japao), uma valvula de acionamento manual de
seis vias modelo 7725i (Shimadzu®, Toquio, Japdo), uma valvula de acionamento
eletrénico de seis vias modelo 11R-0016H (Valco Instruments®, Houston, EUA),
uma coluna analitica (C18 250 x 4.6 mm, 5 um Phenomenex®, Torrance, EUA) e um
detector UV modelo SPD-20A (Shimadzu®,Toquio, Japdo). O “software” de controle
foi desenvolvido em nosso laboratério em linguagem Visual Basic®. A fase movel
empregada na separacéo cromatografica foi tamp&o acetato de sédio 0,2 mol L™ pH

4,5, acetonitrila e metanol na proporcéo de 60:37:3 (V/V/V).

4.2 SINTESE DO RAMIP-BSA

A sintese de um RAMIP-BSA foi realizada pelo método de precipitacdo, com

base no trabalho de Moraes et al. (2013)*°. Desta forma os reagentes utilizados na
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primeira etapa foram: 1 mmol de MM (FLUO); 3 mmol de MF (MAA); 25 mg de IR
(AIBN); 7 mmol de ALC (EGDMA) e 50 mL de metanol. Esses reagentes foram
colocados no frasco reacional e borbulhados com nitrogénio por 20 min para a
retirada do oxigénio. A reacgéo foi entdo processada durante 60 min. Iniciando-se a
segunda etapa foram adicionados o0s seguintes reagentes a mistura reacional: 7,5
mmol de HEMA, 0,5 mmol de GDMA e 50 mL de metanol. A sintese foi entéo
processada por 24 h a 60 °C, em um baldo de fundo redondo com trés bocas sobre
uma chapa aquecedora com sistema de agitacdo. Em uma boca do baldo colocou-
se um termdmetro para controle da temperatura da reagdo, na outra boca um
condensador de bolas circulando 4gua para evitar perda de solvente, e na terceira
um septo por onde foi feita a purga com nitrogénio para retirada de oxigénio e
também a adicdo de reagentes durante o processo de sintese.

ApoOs a sintese, o material foi colocado em um funil de Biichner e 300 mL de
metanol foram percolados. O material foi seco a 45 °C por 24 h. No dia seguinte o
polimero foi colocado em um cartucho vazio de SPE, acoplado em um “Manifold” e
lavado para retrada da MM. A lavagem foi executada percolando-se
sequencialmente pelo polimero as seguintes solugdes: a) 50 mL de metanol, b) 100
mL de HCL 0,01 mol L%, ¢) 100 mL de &gua milli-Q e d) 60 mL de metanol. Em
seguida, foram percolados: a) 50 mL de diclorometano, b) 200 mL de metanol e c)
50 mL de agua. Como o polimero ainda apresentava residuos de FLUO, uma
lavagem em ultrassom foi executada em trés ciclos de uma hora. As solucbes
utilizadas em cada ciclo foram: a) 60 mL metanol:acido acético 8:2- v/v; b) 30 mL
metanol e ¢) 60 mL agua milli-Q. A eficiéncia da lavagem foi comprovada, atravées da
analise (por HPLC) da solucédo oriunda da ultima lavagem que ndo apresentou sinal
algum de FLUO.

Em seguida, o polimero foi recoberto com BSA para melhorar a capacidade
do material em eliminar macromoléculas. Foram adicionados 300 mg de RAMIP em
um cartucho vazio de SPE que foi acoplado ao “Manifold”. A reacdo ocorreu
percolando-se inicialmente 20 mL de uma solucdo BSA 1% (m/v) preparada em
tamp&o fosfato 0,05 mol L™ com pH 6,0, a uma vaz&do de 5 mL/ min. Em seguida,
foram adicionados no cartucho 5 mL de glutaraldeido 25% (v/v) sendo 0 mesmo
mantido em repouso por 5 h a temperatura ambiente. O glutaraldeido foi entdo
retirado, sendo finalmente percolados 10 mL de borohidreto de s6dio 1% (m/v) a

uma vazdo de 1 mL mint.
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Apds o revestimento, o polimero de impressdo molecular restrito a ligagédo de
macromoléculas por superficie recoberta com proteina (RAMIP-BSA) foi obtido. O
mesmo foi lavado com agua em abundancia para a retirada de residuos da sintese.
Para garantir a homogeneidade do revestimento, o polimero foi agitado durante esta
etapa pela extremidade superior do cartucho de SPE, com o auxilio de um bastéo de
vidro.

Um polimero ndo impresso restrito a ligacdo de macromoléculas por
superficie recoberta com albumina (RANIP-BSA) também foi sintetizado da mesma

forma, mas com a auséncia da MM.

4.3 EMPACOTAMENTO DA COLUNA

Os polimeros obtidos foram acondicionados em uma coluna de acgo inoxidavel
pelo método “slurry”, utilizando agua como solvente®®. A coluna foi acoplada a um
manifold para o empacotamento. Foi retirado o frit da entrada do fluxo, fazendo com
gue as particulas de polimero atravessassem toda a extensdo da mesma,
depositando-se gradativamente do final para o inicio da coluna (no sentido do fluxo).
A suspensdo empregada foi preparada adicionando 30 mg de RAMIP-BSA ou
RANIP-BSA em 5 mL de agua. As colunas foram entdo avaliadas quanto as suas
capacidades de eliminar macromoléculas. A Figura 5 mostra a pré-coluna recheada

com RAMIP-BSA.
Figura 5 - Coluna recheada com RAMIP-BSA.

RAMIP-BSA

Fonte: Do autor, 2014.
Nota: A coluna tem 1 cm de comprimento e 4mm de diametro
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4.4 CARACTERIZAGCAO DOS POLIMEROS

Os polimeros foram inicialmente caracterizados através da espectroscopia de
absorcao do infravermelho com transformada de Fourier com a finalidade de verificar
0s grupos funcionais presentes nos polimeros. As amostras de RAMIP, RAMIP-BSA
e RANIP-BSA foram analisadas na faixa espectral de 500 a 4000 cm™. A
identificacdo dos grupos é alcancada devido a presenca de ligacdes covalentes que
absorvem vérias frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do
infravermelho no espectro eletromagnético.

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada ap6s metalizacao
com platina. As analises foram executadas em voltagem de 15 keV nas amostras de
RAMIP, RAMIP-BSA e RANIP-BSA.

4.5 ESTUDO DE ELIMINACAO DE MACROMOLECULAS

O estudo foi conduzido injetando-se inicialmente 25 uL de um padrédo aquoso
de BSA de 44 mg mL™* (mesma concentracdo de albumina encontrada no plasma
humano) em um sistema de HPLC sem a presenca de qualquer coluna, usando
agua como fase mével a uma vazdo de 1 mL min™ (Figura 6A). Desta forma toda a
BSA injetada foi direcionada ao detector que operava a 313 nm (comprimento de
onda de absorcdo maxima da BSA). Sendo assim, pode-se considerar que o pico
obtido corresponde a 100% de BSA. Em seguida, uma coluna RAMIP-BSA foi
montada e colocada no percurso analitico (Figura 6B), e 25 UL da mesma solucéo
padrdo aquosa de BSA de 44 mg mL™ foram injetados. O pico obtido foi empregado
para avaliar o percentual de BSA eluido do RAMIP-BSA por meio de comparacao

com o pico correspondente a 100% de eluicdo obtido sem a presenca da coluna.



41

Figura 6 - Esquema utilizado para teste de eliminagdo de BSA nos polimeros sintetizados. O
detector foi ajustado para 313 nm.

Bomba Injetor A ?Ii;?\i’ti(s]r Descarte
Bomba Injetor —{ Coluna RAMIP-BSA —3:}?%? L Descarte
B

Fonte: Adaptado do autor, 2014.

4.6 ESTUDOS DE ADSORCAO

Para a construcdo das isotermas de adsorcdo foram empregadas solucdes
padrdo de FLUO nas concentra¢cfes de 200, 400, 600, 800, 1000, 1300 e 1500 mg
L !, preparadas em tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH 6,0. O teste foi realizado a partir
do método de batelada adicionando-se 0,5 mL das solu¢cdes padrdo em tubos de
ensaio contendo 10 mg de polimero. Os tubos foram agitados durante 60 minutos e
centrifugados por 10 min a 1560 g. O sobrenadante de cada tubo foi coletado,
filltrado e a concentracdo de FLUO foi determinada por HPLC. A capacidade
adsortiva do polimero (Qe) em mg/g em cada concentracao avaliada foi determinada
por meio da concentracdo inicial (Ci) de FLUO adicionada em cada tubo e da

concentracao de equilibrio (Ce) (ambas em mg/L) de acordo com a equacao abaixo.

Qe = 0,05 X (Ci— Ce)

4.7 ESTUDOS DE SELETIVIDADE

Os experimentos de seletividade foram realizados empregando-se padrées de
VEN, CIT, PAR, FLUV, DUL, FLUO e SER na concentracdo de 600 mg L™. Foi

adicionado 0,5 mL de uma solucao padrédo mista contento a fluoxetina e um outro
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ISRS (VEN, CIT, FLUV, DUL ou SER) em tubos de ensaio contendo 10 mg de
RAMIP-BSA Os tubos foram agitados durante 60 minutos e centrifugados por 10 min
a 1560 g. O sobrenadante de cada tubo foi coletado, filtrado e as concentracdes de
fluoxetina e do outro ISRS foram determinadas por HPLC em cada caso. As
capacidades adsortivas (Qe, em mg/g) do polimero para cada molécula foram entédo
determinadas. Para determinar a constante de seletividade, primeiramente é
necessario obter a constante de ligacdo K. As constantes de ligacdo K do RAMIP-
BSA para cada par FLUO / outro ISRS foram determinadas por meio da equac&o®*:

=]
K = Q FLUO
Qenutm ISRS
O mesmo experimento descrito acima foi repetido empregando-se o RANIP-
BSA, e as constantes Kyp € Kyp para cada par FLUO/outro ISRS foram empregadas

para o célculo da constante de seletividade por meio da equacéo abaixo®*:

_ Kue

KN]P

4.8 MONTAGEM E OTIMIZAGCAO DO SISTEMA MULTIDIMENSIONAL

O sistema multidimensional foi utilizado por permitir que o preparo da amostra
seja realizado diretamente no sistema cromatografico. Desta forma o preparo das
amostras de plasma foi feito pela coluna RAMIP-BSA inserida no sistema
cromatografico, logo apos a injecdo das amostras.

As condicbes de andlise cromatografica foram definidas com base na
literatura e mediante algumas adaptacées®. As condicdes foram: fase mével de
separacdo composta por tampéo acetato de sédio 0,2 mol L™ pH 4,5, acetonitrila e
metanol nas propor¢cbes de 60:37:3, v/iv/v com vazdo 1 mL min™; coluna analitica
Phenomenex Luna 5 pum, C18, 250 x 4,6 mm; agua milli-Q como fase movel de
extracdo a uma vazao 1 mL min™, tempo de eluigdo de 25 s e tempo de extragao de
140 s.

O sistema foi montado no formato backflush (Figura 7), empregando duas

bombas (A e B) que dispensam agua e fase movel tampédo acetato de sédio 0,2 mol
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L™ pH 4,5, acetonitrila e metanol nas proporcées de 60:37:3, v/v/v. A bomba A é
conectada a uma valvula de injecdo manual (V1) com uma al¢a L de 200 uL. V1 é
também conectada a outra valvula (V2) (acionada eletronicamente) contendo a
coluna RAMIP-BSA. A bomba B impulsiona a fase mével de separacdo pela valvula
V1 e sequencialmente pela coluna analitica e detector (230 nm). Cada analise foi
dividida em 3 estagios, como mostrado na Figura 7. Primeiramente, a amostra é
coletada em V1 por meio de uma seringa, até o completo preenchimento da alca de
amostragem (L) (Figura 7A). V1 é entdo acionada manualmente (Figura 7B), e 0
volume contido na alca de amostragem flui através da coluna RAMIP-BSA a uma
vazéo de 0,5 mL min™, durante 140 s. Ao mesmo tempo, um sinal elétrico é enviado
ao computador, iniciando a aquisicdo dos sinais. Ap6s 140 s, a valvula V2 é
eletronicamente acionada (Figura 7C), e a fase movel eluiu as moléculas retidas na
coluna RAMIP-BSA a uma vaz&o de 1,0 mL min™ durante 25 s. A valvula V2 é entéo
desativada e o sistema assume novamente a configuragéo da Figura 7A. Enquanto
isso, a corrida cromatografica prossegue durante 20 min, e o0s analitos sao

separados e detectados na coluna analitica e no detector, respectivamente.

Figura 7 - Sistema multidimensional nas posi¢cées de amostragem (A), extracdo (B) e eluicdo (C).

(A) (B) (C)

Fonte: Adaptado do autor, 2014.

4.9 VALIDACAO DO METODO

O método foi validado de acordo com normas do FDA®!. As curvas analiticas
foram preparadas para VEN, CIT, FLUV, DUL, FLUO e SER utilizando um padrao
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misto dos respectivos farmacos nas concentragcfes de 20, 40, 80, 150, 300, 400, e
500 pg L™, em um pool de plasmas humanos brancos (n=6). A PAR foi empregada
como padréo interno (Pl) na concentracéo de 300 pg L. As curvas foram tracadas
através da razdo das areas dos picos do analito pelo padrdo interno, versus cada
concentragdo. As equacles de regresséo linear e os coeficientes de correlacao (r)
foram calculados pelo método dos minimos quadrados.

A precisao foi determinada por meio da andlise da repetitividade, expressa
através da concordancia dos resultados de analises realizadas em um Unico dia
(n=6) e da precisdo intermediaria ou reprodutibilidade que analisa os resultados
obtidos em dias diferentes (n=6:3). A preciséo e exatidao intra-dias e inter dias foram
avaliadas nas concentracbes 20, 150 e 300 pg L™. Os resultados de precisdo e
exatidao foram expressos como desvio padrdo relativo (DPR) e erro relativo (E),
respectivamente, de acordo com as equacdes abaixo, onde sd € o desvio padrao

das leituras, X é a média, CA é a concentracdo analisada e CN é a concentracao

nominal.

CA—CN 100,
CN

DPR=2x100 e E=

O limite de quantificacdo foi determinado como a menor concentracdo que
pode ser analisada com precisdo e exatiddao. O limite de deteccdo foi determinado
como a menor concentracdo que pode ser detectada pelo método, correspondendo
a 3 vezes a relacao sinal/ruido.

A avaliacdo da recuperacdo aparente foi realizada comparando-se a
guantidade de analito extraido de uma amostra de plasma e a quantidade de analito
extraido de uma amostra de agua. Desta forma, foram fortificadas amostras de
plasma e amostras de 4gua com padrdes na concentracdo de 20, 150 e 300 pg L™
(n=3). Ambas foram analisadas e pelo sistema multidimensional. A recuperacéo
aparente pode ser obtida pela razdo entre a resposta da extracdo dos analitos
fortificados em plasma e a resposta da extracdo da mesma concentracdo do analito
fortificada em agua. As areas obtidas das amostras de plasma humano foram

comparadas com as areas de padrfes aquosos nas mesmas concentracoes.
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4.10 AMOSTRAS

As amostras de plasmas sanguineos utilizadas nas andlises foram coletadas
de doadores voluntarios sadios que relataram ndo fazer uso dos respectivos
farmacos e de doadores voluntarios que relataram fazer uso dos respectivos
farmacos. Os voluntarios responderam e assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido (Anexo A), depois de devidamente informados sobre os procedimentos
e objetivos da pesquisa. As amostras foram coletadas em tubos vacutainer
heparinizados (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA) e logo em seguida foram
centrifugadas para a separacdo. As amostras coletadas dos doadores voluntarios
sadios foram fortificadas com os respectivos farmacos para etapa de otimizacao dos
estudos e validagédo analitica e as amostras dos doadores voluntarios que faziam
administracdo dos respectivos farmacos foram fortificadas somente com padréo
interno & PAR e avaliadas quanto & concentracdo terapéutica encontrada no plasma
do paciente. Todas as amostras foram diluidas na propor¢cdo 1:1 com &agua
purificada milli-Q, e filtradas em filtros aquosos 0,45 um da Millipore antes da
injecdo. E importante ressaltar que ndo houve tratamento prévio das amostras antes
da injecdo nas colunas e no sistema cromatografico, uma vez que a etapa de
preparo de amostras foi realizada de forma on-line.

Foram coletados 5 mL de sangue de cada voluntario sadio. A faixa etaria
compreendida entre os voluntarios foi de 20 & 50 anos. Para maior controle das
caracteristicas das amostras, foi aplicado um questionario aos doadores, no qual os
mesmos forneceram informacfes a respeito de seus dados pessoais, do uso de
medicamentos e da presenca de patologias e vicios. Os doadores foram informados
e entrevistados pelo pesquisador. Todos consentiram com a pesquisa, responderam
ao questionario de coleta de dados e assinaram o0 termo de consentimento livre e
esclarecido.

A coleta foi realizada por uma farmacéutica qualificada para coletas de
fluidos. Vale ressaltar que o laboratério onde foi realizadas as coletas confere
condicBes de higiene e de toda a estrutura e equipamentos necessarios para tal
conduta.

Esta pesquisa foi realizada com base nas diretrizes e normas

regulamentadoras envolvendo seres humanos do conselho nacional de satde®. O
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estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Alfenas (n°
CAAE 10577712.4.0000.5142 — Aprovado) (Anexo B).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos ser&o discutidos a seguir.

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

O RAMIP-BSA foi sintetizado de acordo com um trabalho de Moraes et al
(2013)*°. Foram empregadas proporcdes molares de 1:4:10 de molécula modelo,
mondmero funcional e agente de ligacdo cruzada, respectivamente. A sintese foi
executada pelo método de precipitacdo empregando um grande volume de solvente,
com o objetivo de se obter um material mais homogéneo e polidisperso.

Foi investigado o efeito da adicdo de mondémeros hidrofilicos no processo de
sintese dos polimeros, com base em trabalhos encontrados na literatura que relatam
gue tais mondémeros conferem hidrofilicidade a superficie do polimero, minimizando
a ligacdo de macromoléculas. No presente trabalho, os monémeros GDMA e HEMA
foram empregados. Também é importante salientar que, 0 momento da reacao
polimerica em que séo adicionados tais monémeros € extremamente importante, no
sentido de promover uma maior densidade de hidroxilas somente na camada mais
superficial do polimero. Assim, esses monémeros hidrofilicos ndo causam
interferéncia na formacao dos sitios seletivos visto que a grande maioria destes ja
havia sido formada na primeira etapa de sintese (60 min). As estruturas quimicas do
GDMA e/ou HEMA séo apresentadas na Figura 8. Ambos os reagentes sao dotados
de grupamento vinil capaz de integrar a rede polimérica, bem como de terminacdes

hidrofilicas representadas pelos grupamentos hidroxila.
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Figura 8 - Estrutura quimica GDMA mistura de isbmeros(A) e HEMA(B).

/\)‘\ O
OR onde R=H ou

A

YI\O/\/OH

De acordo com Moraes et al., 2013°°, somente o emprego de mondmeros

Fonte: Moraes et al., 2013,

hidrofilicos € insuficiente para tornar o polimero capaz de eliminar completamente as
macromoléculas. Assim, os autores recomendam a cobertura do polimero com uma
camada de BSA, tornando-o biocompativel com os fluidos protéicos e aumentando
assim a capacidade de exclusdo. Esse fato ocorre devido a repulsédo eletrostatica
entre as proteinas da amostra e da capa protéica quando a extracdo ocorre em pH
diferente do ponto isoelétrico das proteinas. Ao mesmo tempo, os analitos de baixo
peso molecular se difundem pelas cadeias de proteina e se ligam aos sitios seletivos
do RAMIP-BSA.

Durante o processo de revestimento, a reacdo entre o glutaraldeido e a
albumina resultou na formacao de iminas, que sdo compostos pouco estaveis. Desta
forma, o glutaraldeido foi percolado & uma vazdo de 5 mL min™. Finalmente, 10 mL
de borohidreto de sédio 1% (m/v) foram passados pelo cartucho a 1 mL min™ com o
objetivo de reduzir as iminas em aminas que sdo compostos mais estaveis.

A Figura 9 representa as reac¢des quimicas que estdo envolvidas na formacao

capa protetoras do revestimento com BSA.
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Figura 9 - reagfes quimicas envolvidas na cobertura do RAMIP com BSA.

Fonte: Adaptado do autor, 2014.

A etapa 1 esta representado a reacdo que ocorre entre o grupamento amina
da BSA e o aldeido do glutaraldeido. A etapa 2 esta representado a reacéo entre o
aldeido livre do complexo BSA-glutaraldeido e o grupo amina de outra molécula de
albumina, permitindo assim a formacéo da rede de BSA em volta do RAMIP. Por fim,
a etapa 3 esta representado a conversao das iminas em aminas com a adicédo do
borohidreto.

Os espectros de infravermelho dos polimeros estdo representados na Figura
10. Pode-se observar que os espectros sdo muito semelhantes, demonstrando que
nao houve diferenca significativa nos polimeros antes e ap0s o revestimento com
BSA. A dificuldade na diferenciacdo dos polimeros foi devido a grande variedade de
ligacOes que se encontram na mesma regido. Um exemplo é a ligacdo O-H que esta

presente em varios reagentes da sintese.
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Figura 10 - Espectros de infravermelho do RANIP-BSA, RAMIP-BSA
e RAMIP.
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Fonte: Do autor, 2014.

Os picos que correspondem as vibragOes de estiramento das ligacbes C-O
(1156 1/cm) e C=0 (1721 1/cm) foram iguais no RANIP-BSA e RAMIP-BSA. Este
fato pode ser explicado devido a presenca dos grupos hidroxila e carbonila
presentes no HEMA e no GDMA.

No entanto, os picos correspondentes as vibracdes de estiramento das
ligacbes C-N (na banda abaixo de 1550 1/cm), C=N (1500 & 1350 1l/cm) e
novamente um C-N (3000 1/cm) estdo mais intensos ho RAMIP-BSA. Isto se deve
provavelmente as aminas presentes na molécula de BSA. No processo de
revestimento do RAMIP com BSA ha formacdo de uma rede de BSA no material que
correspondem as bandas de vibracdes de estiramento das ligagcdes C-N na Figura
10. Os polimeros foram também caracterizados por MEV, como mostrado na Figura
10 abaixo. A imagem A representa o RAMIP e a imagem B representa o RAMIP-BSA
(obtido ap6s o revestimento com BSA), no qual é possivel perceber um aumento no
tamanho das particulas, provavelmente devido a formacdo de uma capsula protéica

(BSA) ao redor das particulas do polimero.
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Figura 11 - Micrografia eletronica de varredura do RAMIP (A) e do RAMIP-BSA (B).
(A) (B)
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Fonte: Do autor, 2014.

5.2 ESTUDOS DE ELIMINACOES DE PROTEINAS

As Figuras 12 e 13 apresentam os resultados obtidos apds a injecao do
padrdao de BSA em um sistema sem coluna e no sistema com as colunas RAMIP-
BSA e RANIP-BSA. Como pode ser visto, a eliminacdo de proteinas foi de 99,5 e
99,2% para o0 RAMIP-BSA e RANIP-BSA, respectivamente. Esses valores séo
extremamente satisfatérios e atestam que esses materiais podem ser utilizados na
extracdo direta de farmacos em fluidos biologicos, porque séo realmente capazes de

excluir proteinas.

Figura 12 - Cromatograma obtido com respectiva area de 0,029684
para padréo de BSA 44 mg mL‘em sistema sem coluna
e area de 0,029544 com coluna RAMIP-BSA.
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Nota: As analises foram feitas em HPLC com detector UV.
Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 13 - Cromatograma obtido com respectiva area de 0,029684 para
padrdo de BSA 44 mg mL ‘em sistema sem coluna e area de
0,029448 em sistema com coluna RAMIP-BSA.
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Nota: As andlises foram feitas em HPLC com detector UV.
Fonte: Do autor, 2014.

5.3 ISOTERMAS DE ADSORCAO

A adsorcdo € um processo de acumulacéo, transferéncia e concentracao
seletiva de um ou mais constituintes contidos numa fase fluida sobre superficies
sélidas. O adsorvente € o material sobre o qual ocorre a adsorcéo, e o adsorbato é a
substancia adsorvida. A formacdo de uma camada adsorvida numa superficie é
governada pela velocidade de difusdo da substancia através da solucdo, em direcéo
a interface e por isso ndo é um processo instantaneo > °® %, Varios fatores podem
influenciar a intensidade e o efeito da adsorcéo, tais como a estrutura molecular,
tamanho da particula do material adsorvente, a solubilidade do soluto, o pH do meio,
o tempo de contato, a temperatura entre outros > °’.

A adsorcédo pode ser avaliada quantitativamente através das isotermas. Para
este procedimento experimental basta colocar em contato a solu¢cdo contendo o
componente a ser adsorvido com diferentes massas de adsorvente até atingir o
equilibrio. Apds a filtracdo pode-se obter a concentracdo de equilibrio em solucao
(Ce em mg L") e a quantidade de material adsorvido (Qe em mg g™). As isotermas
de adsorcdo obtidas sdo curvas extremamente Uteis, que fornecem informacdes

sobre o mecanismo de como o adsorvente efetivamente adsorvera o soluto, além de
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dar a relacédo de equilibrio entre a concentracdo na fase fluida e a concentracdo nas
particulas adsorventes, na qual proporcionam uma estimativa da quantidade maxima
de soluto que o adsorvente adsorvera®® °°. A teoria da isoterma de Langmuir assume
0 modelo mais simples das isotermas de adsorcao. A teoria de Langmuir demonstra
que as forcas que atuam na adsor¢cdo sao similares em natureza aquelas que
envolvem combinacao quimica. Isso se considera implicitamente que: a) o sistema é
ideal; b) que as moléculas sdo adsorvidas e aderem a superficie do adsorvente em
sitios definidos, com adsor¢cdo em monocamada em superficie homogénea; c) que
cada sitio pode acomodar somente uma entidade adsorvida e que a energia da
entidade adsorvida é a mesma em todos os sitios da superficie®”.

A teoria da isoterma de Freundlich corresponde a uma distribuicdo
exponencial de calores de adsorcdo. Representa uma adsorcdo nao ideal em
superficies heterogéneas, bem como uma adsorcdo em multicamada. A equacao de
Freundlich sugere que a energia de adsorcdo decresce logaritmamente, a medida
que a superficie vai se tornando coberta pelo analito*” °7 %% &1,

Primeiramente, foram levados em consideracdo dois parametros importantes
para a realizacéo das isotermas: o pH de adsorcéo e o tempo de agitacdo. O pH de
adsorcao estabelecido foi 7,4 + 0,5 (mesmo pH do plasma sanguineo) . Com relagéo
ao tempo de agitacao, foi estabelecido um tempo de 60 min, com base nos estudos
de Moraes et al, 2013*°, onde foi constatado que o equilibrio de adsorcdo é
estabelecido em tempos superiores a 50 min.

Na Figura 14 € mostrado o perfil de adsor¢cdo da FLUO no RAMIP-BSA e no

RANIP-BSA a medida que a concentracao foi aumentada.
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Figura 14 - Isoterma de adsor¢édo do RAMIP-BSA frente a FLUO (n=3).
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Fonte: Do autor, 2014.

Os dados de adsorcéo foram entdo ajustados aos modelos de Langmuir e
Freundlich, conforme as Figuras 15, 16, 17 e 18. Como pode ser visto, os melhores
ajustes para RAMIP-BSA e RANIP-BSA foram obtidos para o modelo de Langmuir. A
isoterma de Langmuir é a dada por: Ce/Qe = Ce/M + 1/(KM), onde Qe é a
quantidade adsorvida de FLUO (mg g), Ce é a concentracdo de equilibrio (mg L™)
de FLUO, M é a capacidade maxima de adsorcdo de FLUO e K a constante de
ligacdo. Este modelo foi originalmente desenvolvido para representar a adsorcao
guimica sobre os sitios ativos presentes na superficie do adsorvente. De acordo com
esse modelo, os sitios de adsorcdo possuem a mesma energia independente da
superficie coberta, ou seja, sdo energeticamente homogéneos. A adsor¢cdo maxima
ocorre quando a superficie de adsorcdo é coberta com uma monocamada de

adsorbato®’+ 7 60 €1,



Figura 15 - Isoterma de Langmuir na adsor¢éo de FLUO no RAMIP-BSA (n=3).
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Fonte: Do autor, 2014.

Figura 16 - Isoterma de Langmuir na adsor¢cdo de FLUO no RANIP-BSA (n=3).
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Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 17 - Isoterma de Freundlich na adsor¢do de FLUO no RAMIP-BSA (n=3).
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Fonte: Do autor, 2014.

Figura 18 - Isoterma de Freundlich na adsor¢cdo de FLUO no RAMIP-BSA (n=3).
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Fonte: Do autor, 2014.

Sendo assim, pode-se constatar que a capacidade maxima adsortiva obtida

para RAMIP-BSA e RANIP-BSA frente & FLUO foram de 68,5 e 45,1mg g™.

Finalmente, um fator de separacdo (RL) de 0,23 foi obtido utilizando-se o

coeficiente de correlacédo linear (LC) do modelo de Langmuir, de acordo com a

seguinte equacao:

RL=LC/(LC + 1)




57

Quando 0< RL <1, como no presente caso, o fenbmeno de adsorcdo €
termodinamicamente favoravel®* %,

Como pode ser observado, existe uma grande diferenca entre as capacidades
adsortivas do RAMIP-BSA e RANIP-BSA (cerca de 23,4 mg g). Essa diferenca
pode explicar a existéncia de sitios seletivos no material impresso.

Vale ainda ressaltar que a FLUO foi utilizada como MM, porém todos os
testes que envolvem o desenvolvimento deste trabalho (seletividade, otimizagcédo de
métodos cromatograficos e validacao) ndo foram exclusivos da FLUO e sim para
uma mistura de farmacos antidepressivos ISRS ( VEN, CIT, PAR, FLUV, DUL, FLUO

e SER).

5.4 ESTUDOS DE SELETIVIDADE

A seletividade foi avaliada por meio do calculo da constante de ligacdo da
FLUO frente a outro ISRS. Verifica-se que, quanto maior o valor de K, maior sera a
retencdo da fluoxetina em detrimento aos outros ISRS. No entanto, a seletividade do
material ndo pode ser avaliada somente com base na constante K. Para tanto, deve-
se empregar o coeficiente de seletividade (a) que mede a seletividade do polimero
impresso frente ao polimero ndo impresso®.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 1, e como pode ser visto o
RAMIP-BSA apresentou valores de K maiores que 1 para todos os ISRS,
comprovando a maior afinidade desse material pela MM (FLUO) em relacdo as
demais moléculas. Além disso, para todos os ISRS, o fator a foi maior que 1,

indicando a provavel presenca dos sitios seletivos no polimero impresso®,
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Tabela 1 — Seletividade e seus respectivos resultados

Farmacos (n=2) Constante RAMIP-BSA RANIP-BSA

K 2,63 1,47

VEN o 1,78
K 2,52 1,41

CIT o 1,77
K 2,35 1,36

PAR o 1,72
K 1,82 1,04

FLUV a 1,75
K 2,03 1,17

DUL o 1,73
K 2,89 1,47

SER o 1,96

Fonte: Do autor, 2014.

5.4 OTIMIZACAO DO SISTEMA MULTIDIMENSIONAL

Para a otimizacdo do sistema multidimensional foram estudadas variaveis
como composicao, proporcdo, natureza e pH da fase movel, comprimento de onda
dos farmacos em estudo, configuracdes da coluna RAMIP-BSA, volume de injecéo
da amostra, comprimento de onda de maior absorcéo para cada farmaco em estudo,
pH da fase de extracdo, tempo de extracdo e tempo de eluicdo. As otimizacdes
foram feitas empregando-se amostras de plasma branco fortificadas com VEN, CIT,
PAR, FLUV, DUL, FLUO e SER nas concentra¢des de 500 pug L™,

5.5.1 Composicao da fase movel de separacao

Inicialmente a composicdo da fase movel dispensada pela bomba B (Figura 8)
foi avaliada em funcéo da propor¢éo e natureza do solvente. Partiu-se entdo de uma
fase mével encontrada na literatura® composta por tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH
4,5 e metanol na proporcéo de (60:40, v/v) que resultou em uma sobreposicdo dos
picos, dificultando sua integracdo. Secundariamente, foi utilizada a mesma
composicdo de fase mével, mas com modificacdo na sua propor¢do modificada para

50:50,v/v, 55:45, v/v e por ultimo 70:30, v/v. No entanto em todos os casos houve
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sobreposicao de picos resultando em uma inadequada resolucdo cromatografica.
Assim, com base na literatura®, uma fase mével composta de tamp&o acetato de
s6dio 0,02 mol L, pH 4,5: acetonitrila: metanol na proporcéo de (60:37:3, viviv) foi
avaliada, sendo obtidas boas resolu¢des cromatograficas para todos os analitos.
Essa fase mével apresentou também resultados satisfatorios em termos de presséo

interna do sistema, sendo entdo selecionada como condi¢ao de trabalho.

5.5.2 Comprimento de onda

Seis diferentes comprimentos foram estudados: 229, 230, 238, 252 e 294 nm
no sentido de aumentar a sensibilidade. Como apresentado na figura 19, os
melhores resultados foram obtidos para o comprimento de onda de 230nm sendo

este adotado como condi¢éo de trabalho.

Figura 19 - Cromatograma da injecdo de padrdo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV,
(5) DUL, (6) FLUO e (7) SER representando os comprimentos de onda 229, 230, 238,

252 e 294 nm.
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Fonte: Do autor, 2014.

5.5.3 pH da fase de extracao
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A fase de extracdo dispensada pela bomba B (Figura 8) foi 4gua milli-Q e o
seu pH foi investigado com o intuito de melhorar a eficiéncia de eliminagdo de
interferentes. Foram testados os pHs de 2,0 a 10,0, ajustados com solugdes
aquosas de HCI 0,05 mol L™ ou NaOH 0,1 mol L. Os resultados em termos de
intensidade dos sinais analiticos, sdo apresentados na Figura 20. As Figuras 21 a 26
mostram cromatogramas obtidos para diferentes valores do pH de extracéo.

Figura 20 - Influéncia do pH na fase de extragcdo na resposta analitica.
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Fonte: Do autor, 2014.



Figura 21 - Cromatograma da injecdo de padrdo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3)
PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentragao
de 500 ug L empregando fase de extracdo com pH 2,0
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Nota: Os tempos de retencdo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV,
(5) DUL, (6) FLUO e (7) SER foram respectivamente de 6,73;9,19;
11,13; 12,34, 13,28; 16,29 e 18,65 min.

Fonte: Do autor, 2014.

Figura 22 - Cromatograma da injecé@o de padrédo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3)
PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentracao
de 500 pg L™ empregando fase de extracdo com pH 4,0
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Nota: Os tempos de retencdo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV, (5)

DUL, (6) FLUO e (7) SER foram de 6,77; 9,16; 11,07; 12,34; 13,18;

16,01 e 18,70 min, respectivamente.
Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 23: Cromatograma da inje¢cdo de padrdo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3)
PAR (PI), (42 FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentragdo
de 500 pg L empregando fase de extracdo com pH 6,0.
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Nota: Os tempos de retencéo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV, (5)
DUL, (6) FLUO e (7) SER foram de 6,78; 9,17; 11,12; 12,37; 13,22; 16,04
e 18,65 min, respectivamente

Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 24 - Cromatograma da injecdo de padrao misto de (1) VEN, (2) CIT, (3)
PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentracdo
de 500 pg L™ empregando fase de extracdo como pH 7,0.
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Nota: Os tempos de retencdo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV,
(5) DUL, (6) FLUO e (7) SER foram de 6,78; 9,17; 11,12; 12,37; 13,22,
16,04 e 18,65 min, respectivamente.

Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 25 - Cromatograma da inje¢éo de padrdo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3)
PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentracéo
de 500 pg L* empregando fase de extracdo com pH 8,0.
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Nota: Os tempos de retencdo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV,
(5) DUL, (6) FLUO e (7) SER foram de 6,77; 9,16; 11,09; 12,36; 13,20;
16,03 e 18,63 min, respectivamente.

Fonte: Do autor, 2014.

Figura 26 - Cromatograma da injecdo de padrdo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3)
PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentragéo
de 500 pg L™ empregando fase de extracdo com pH 10,0.
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Nota: Os tempos de retencdo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV, (5)
DUL, (6) FLUO e (7) SER foram de 6,78; 9,21; 11,18; 12,39; 13,30; 16,13
e 18,73 min, respectivamente.

Fonte: Do autor, 2014.

Os resultados demonstram que ndo houve variacdo significativa na
sensibilidade nos diferentes valores de pH, a n&o ser para VEN e CIT que

apresentaram diminuicAo e aumento do sinal analitico para o pH de 7,0,
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respectivamente. Por outro lado, as resolu¢des cromatograficas foram menores para
0s pHs 2,0 e 4,0. Dessa forma, optou-se por empregar o pH entre 6,0 e 7,0 como
condicao de trabalho, uma vez que os cromatogramas obtido nessa condigédo foram
satisfatorio em termos de resolugcdo cromatografica, e a sensibilidades foram
suficientes para a andlise de todos os farmacos em estudo. Além disso, nessa faixa
de pH, todas as proteinas (do sorvente e da amostra) encontram-se na forma
ionizada, o que favorece a exclusdo das proteinas da amostras por repulsédo
eletrostatica, impedindo-as de se ligar no RAMIP-BSA. Assim, a alta eficiéncia na
eliminacdo de proteinas é conseguida para a amostra de pH maior do que o ponto
isoeléctrico de BSA (4,7-5,6).

5.5.4 Tempo de extracao

Os tempos de extracdo estudados foram: 25, 50, 80, 100 e 140 s. Os
resultados, em termos de magnitude de sinal analitico, sdo apresentados na Figura
27.

Figura 27 - Influéncia do tempo de extracao na resposta analitica.
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Fonte: Do autor, 2014.

Uma diminuicdo significativa dos sinais analiticos foi observada quando o
tempo de extracdo foi aumentado de 25 para 80 s. Esse resultado pode ser

explicado pela eluicdo de moléculas retidas no polimero de forma néo seletiva (fora
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dos sitios de ligacao). Contudo, para tempos maiores que 80 s, ndo houve variagdo
significativa dos sinais analiticos, comprovando que 0s analitos remanescentes
provavelmente estdo ligados ao RAMIP-BSA nos sitios seletivos (de forma mais
intensa). Dessa forma, no sentido de favorecer extracdes mediadas por interacdes
especificas, optou-se por empregar o tempo de extracao de 140 s. Além disso, vale
ressaltar que um maior tempo de extracdo também favorece a exclusdo das

proteinas da amostra pelo RAMIP-BSA.

5.5.5 Tempo de eluicao

Tempos de 25, 60 e 100 s foram avaliados para a eluicdo dos analitos da
coluna RAMIP-BSA, e os resultados, em termos de magnitude dos sinais analiticos,
sdo apresentados na Figura 24. Como pode ser visto, ndo houve variacao
significativa na resposta analitica para a maioria dos analitos quando o tempo de
eluicdo foi aumentado de 25 para 100 s. Além disso, como observado nos
cromatogramas das Figuras 25 a 27, as melhores resolucfes foram obtidas para o
tempo de extracdo de 25 s, sendo este entdo selecionado como condicdo de
trabalho. Vale também salientar que nenhum efeito de memdria foi constatado para

analises com tempo de eluicdo de 25 s, atestando que houve uma completa eluicédo

dos analitos
Figura 28 - Influéncia do tempo de eluicdo na resposta analitica.
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Nota: Do autor, 2014.
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Figura 29 - Cromatograma da inje¢do de padréo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI),
(4) FLUV, (5)DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentracdo de 500 ug L™
empregando tempo de elui¢éo de 25 s.
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Nota: Os tempos de retencéo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6)
FLUO e (7) SER foram de 6,78; 9,17; 11,12; 12,37; 13,22; 16,04 e 18,65 min,
respectivamente.

Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 30 - Cromatograma da inje¢cdo de padréo misto de (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI),
(42 FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentracdo de 500 pg
L™ empregando tempo de elui¢do de 60 s.
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Nota: Os tempos de retencdo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6)
FLUO e (7) SER foram de 6,73; 9,19; 11,13; 12,34; 13,28; 16,29 e 18,65 min,
respectivamente.

Fonte: De autor, 2014.
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Figura 31 - Cromatograma da injegéo de padr&o misto de (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI),
(4) FLUV, (5) DUL, (6) FLUO e (7) SER na concentracdo de 500 ug L™
empregando tempo de eluig&o de 100 s.
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Nota: Os tempos de retencéo da (1) VEN, (2) CIT, (3) PAR (PI), (4) FLUV, (5) DUL, (6)
FLUO e (7) SER foram de 6,77; 9,16; 11,07; 12,34; 13,18; 16,01 e 18,70 min,
respectivamente.

Fonte: Do autor, 2014.

5.6 VALIDACAO DO METODO

Conforme o FDA™ os parametros avaliados para validacdo do método foram:
linearidade, precisdo e exatidao intra-dias e inter-dias, recuperacéao e seletividade.
Assim, curvas analiticas foram construidas na faixa de 20 a 500 pg L™, sendo esta
uma faixa que contém os intervalos terapéuticos de todos os farmacos em estudo,

conforme Tabela 216 17+ 19 20, 22,23, 24
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Tabela 2 - Faixa terapéutica dos farmacos em estudo

FARMACOS FAIXA TERAPEUTICA (ug L™

VEN 40 a 150
CIT 20 a 200
PAR 10 4 150
FLUV 50 a 250
DUL 40 &4 130
FLUO 50 a 500
SER 50 a 250

Fonte: Do autor, 2014.

As curvas foram construidas utilizando plasma de seis individuos que
confirmaram néo fazer o uso dos farmacos estudados. A PAR foi empregada como
padrdo interno porque a mesma apresentava baixa sensibilidade para o método
proposto, ndo sendo possivel sua analise com a detectabilidade requerida para
monitorizacao terapéutica. A faixa estudada mostrou-se linear e os coeficientes de
correlacdo encontrados foram maiores que 0,99 para todos os farmacos em estudo.
As Figuras 32 a 37 mostram as respectivas curvas calibracéo para VEN, CIT, FLUV,
DUL, FLUO e SER.

Figura 32 - Curva de calibragdo da VEN.
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Fonte: Do autor, 2014.



Figura 33 - Curva de calibragéo do CIT.
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Fonte: Do autor, 2014.

Figura 34 - Curva de calibracdo da FLUV.
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Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 35 - Curva de calibrag8o da DUL.
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Fonte: Do autor, 2014.

Figura 36 - Curva de calibragdo da FLUO.
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Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 37 - Curva de calibracdo da SER.
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Fonte: Do autor, 2014.

Em termos de seletividade, vale ressaltar que nao foi encontrado interferente
algum nos tempos de retencéo dos analitos, quando da injecdo de uma amostra de
plasma branco (Figura 38). As Figuras 39 a 41 mostram cromatogramas de injecao
de pool de plasma branco fortificado com os padrdes de ISRS nas concentragcdes de
20, 150 e 300 pg L™, respectivamente. Estas foram empregadas para a

determinacado da preciséo e exatidao intra e inter-ensaio e recuperacao absoluta.

Figura 38 - Cromatograma representando uma inje¢do de um pool de plasma humano
branco (n=6).

0.3 4

mUA

o
=l

20

Tempo /min

Fonte: Do autor, 2014.



Figura 39 - Cromatograma obtido pela injecao direta de um padrao misto de VEN (1),
CIT (2), FLUV (4), DUL (5), FLUX (6) e SER (7) na concentracéo de 20 ug
L* (LiIQ) e PAR (PI) (3) na concentracdo de 300 pg L™, em pool de
plasma branco.
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Fonte: Do autor, 2014.

Figura 40 - Cromatograma obtido pela injecdo direta de um padrdo misto de VEN (1),
CIT (2), FLUV (4), DUL (5), FLUX (6) e SER (7)na concentracédo de 150 pg
L" e PAR (PI) (3) na concentracdo de 300 ug L™, em pool de plasma branco.
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Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 41 - Cromatograma obtido pela injecdo direta de um padr&o misto de VEN (1),
CIT (2), PAR (PI) (3), FLUV (4), DUL (5), FLUX (6) e SER (7) na concentragéo
de 300 pg L em pool de plasma branco.
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Fonte: Do autor, 2014.

Os testes de precisdo e exatidao intra-dias e inter-dias foram realizados em
trés dias diferentes. A Tabela 3 apresenta os resultados de precisao e exatidao intra-
dias, e a Tabela 4 apresenta os resultados de precisdo e exatidao inter-dias

calculados respectivamente como DPR e E.
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Tabela 3 - Parametros de Validacao intra-dias e seus respectivos resultados

Preciséo Concentracao . Concentracao o
(n=6) Nominal/ ug Lt DPR*/% Analisadga E=1%
20,0 14,47 20,57 2,86
VEN 150,0 7,10 141,24 -5,83
300,0 9,52 295,94 -1,35
20,0 11,06 16,30 -18,46
CIT 150,0 10,67 155,26 3,50
300,0 10,41 295,94 -1,35
20,0 10,68 16,80 -15,96
FLUV 150,0 7,18 143,21 -4,52
300,0 9,42 308,58 2,86
20,0 3,94 20,48 2,41
DUL 150,0 6,39 147,87 -1,41
300,0 5,32 310,21 3,40
20,0 6,15 16,16 -19,18
FLUO 150,0 11,97 141,55 -5,63
300,0 10,09 320,06 6,68
20,0 6,32 18,87 -5,61
SER 150,0 11,97 132,89 -11,4
300,0 5,10 325,98 8,66

*Desvio padréo relativo dado em %, **Erro relativo dado em %.
Fonte: Do autor, 2014.
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Tabela 4 - Parametros de Validacao inter-dias e seus respectivos resultados
Precisao Concentracéo

Concentracao

(n=6) Nominal/ ug L™ DPR*/% Analisada E*/%
20,0 10,03 16,97 -15,1

VEN 150,0 13,19 155,63 3,75
300,0 1,07 297,38 -0,87
20,0 1,59 17,13 -14,32

CIT 150,0 12,92 155,34 3,56
300,0 1,91 297,51 -0,82

20,0 0,30 20,67 3,38

FLUV 150,0 1,27 148,73 -0,84
300,0 1,37 300,58 0,19
20,0 9,64 17,04 -14,79

DUL 150,0 1,32 155,52 3,68
300,0 6,65 297,43 -0,85

20,0 4,32 16,55 17,2

FLUO 150,0 6,31 156,42 4,28
300,0 2,59 297,01 -0,99
20,0 3,79 16,04 -19,76

SER 150.0 3,05 157,37 4,91
300,0 4,034 296,57 -1,14

*Desvio padréo relativo dado em %, **Erro relativo dado em %.
Fonte: Do autor, 2014.

O método mostrou-se preciso e exato de acordo com as recomendacdes do
FDA (DPR < 15% e -15%<E<15%, para o LQ e DPR <20% e -20%<E<20% para 0s
demais pontos), para todos os padrées analisados.

O limite de quantificacdo para todos os analitos foi definido como 20 ug L™
sendo este a menor concentracdo que pode ser determinada com precisdo e
exatiddo. O limite de deteccéo do método para todos os farmacos foi de 10 pg L™.

Os resultados da recuperacao aparente estdo demonstrados na Tabela 5:



Tabela 5 — Recuperacgéo absoluta e seus respectivos resultados

Farmacos (n=3) Conpentragéol Recuperagéo
Nominal/ ug L~ Absoluta/ %

20,0 87,32
VEN 150,0 87,01
300,0 86,61
20,0 93,47
CIT 150,0 88,51
300,0 85,95
20,0 88,98
PAR 150,0 85,72
300,0 91,51
20,0 85,27
FLUV 150,0 86,31
300,0 88,99
20,0 86,14
DUL 150,0 85,07
300,0 87,21
20,0 86,05
FLUO 150,0 83,09
300,0 85,78
20,0 89,23
SER 150,0 87,07
300,0 86,64

Fonte: Do autor, 2014.
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6 APLICACAO DO METODO NAS AMOSTRAS REAIS

ApOs a definicdo da metodologia e andlise o método foi aplicado na analise de
farmacos antidepressivos ISRS (n=2). As amostras analisadas foram adquiridas de
pacientes que relataram fazer uso dos farmacos em estudo. As Figuras 42 a 47
mostram 0s cromatogramas das amostras analisadas empregando o método

desenvolvido.

Figura 42 - Cromatograma referente ao plasma de paciente que fazia
uso de 75 mg por dia de VEN ha 6 meses de tratamento.
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Nota: Concentracé@o plasmética encontrada foi 132,49 ug L™. Tempo de
retencéo da VEN 6,98 min e PAR (PI) 10,41 min.
Fonte: Do autor, 2014.



Figura 43 - Cromatograma referente ao plasma de paciente que fazia uso
de 20 mg por dia de CIT ha 11 meses de tratamento.
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Nota: Concentragéo plasmatica encontrada 62,26 ug L™. Tempo de retencdo
do CIT 8,92 min e PAR (PI) 10,43 min.
Fonte: Do autor, 2014.

Figura 44 - Cromatograma referente ao plasma de paciente que fazia uso
de 100 mg por dia de FLUV ha 4 meses de tratamento.

0,16

0,08

mUA

0,00 4

Tempo / min

Nota: Concentracdo plasmética encontrada 138,45 pg L™. Tempo de
retencdo da FLUV 10,82 min e PAR (PI) 10,14 min.
Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 45 - Cromatograma referente ao plasma de paciente que fazia uso de
60 mg por dia de DUL ha 5 meses de tratamento.
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Nota: Concentragao plasmatica encontrada 116,15 ug L™. Tempo de retencao
da DUL 11,83 min e PAR (PI) 11,83 min.
Fonte: Do autor, 2014.

Figura 46 - Cromatograma referente ao plasma de paciente que fazia uso de
20 mg por dia de FLUO ha dois anos de tratamento.
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Nota: Concentragéo plasmatica encontrada 88,89 ug L™. Tempo de retencéo
da FLUO 16,01 min e PAR (PI) 10,32 min.
Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 47 - Cromatograma referente ao plasma de paciente que fazia uso de
50 mg por dia de SER ha 8 meses de tratamento.
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Nota: Concentragéo plasmatica encontrada 78,12 ug L™. Tempo de retencdo da

SER 17,32 min e PAR (PI) 10,35 min.

Fonte: Do autor, 2014.
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As amostras analisadas apresentaram concentracdo plasmatica dentro da

faixa terapéutica conforme descrito no item 2.1.1 para todos os farmacos em estudo.
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7 CONCLUSAO

Um RAMIP-BSA seletivo a antidepressivos ISRS foi desenvolvido e aplicado na
extracdo direta desses farmacos em amostras de plasma humano. Através de
varios testes pode-se comprovar que o RAMIP-BSA apresenta uma boa capacidade
de pré-concentracdo da molécula modelo, bem como de outras moléculas da mesma
classe, além de uma surpreendente capacidade de eliminar macromoléculas.
Amostras de plasma humano foram injetadas diretamente no sistema sem nenhum
tratamento prévio, ndo resultando em nenhum problema de entupimento e perda de
resolucdo, atestando a capacidade de eliminacdo de macromoléculas. O método foi
validado de acordo com as normas do FDA e todos os testes apresentaram
resultados para linearidade, precisdo e exatidao intra-dias e inter-dias, recuperacéo
da extracao e seletividade dentro das especificacdes.

Pode-se observar que o polimero apresentou longa vida util, possibilitando sua
reutilizacao por varios ciclos. Os polimeros foram caracterizados através de MEV e
IR.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Grupo A)

Dados sobre a pesquisa

Titulo do projeto: “Emprego de polimeros de impressdo molecular restritos a ligagdo com
macromoléculas por meio de revestimento com albumina para a extragéo direta de antidepressivos
inibidores da recaptagéo de serotonina em plasma humano seguido por HPLC".

Pesquisador: Katrine Kyona Muniz Sirgom da Silva

Cargo/funcédo: Mestranda do Programa de Pds Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Unifal-
MG

Avaliacdo do risco da pesauisa: sem riscos previsiveis para os doadores

Meu nome € Katrine Kyona Muniz Sirgom da Silva e atualmente sou aluna de
mestrado do Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Unifal-MG onde
trabalho no desenvolvimento de metodologias analiticas para a quantificacdo de farmacos
antidepressivos inibidores seletivos da receptacao de serotonina em amostras bioldgicas.

Para a continuacdo desse trabalho, necessito que o(a) senhor(a) concorde em
responder a um breve questionario que abrange alguns dados pessoais, bem como seu
histérico quanto a presenca de doencgas e uso de tratamentos medicamentosos. Além disso,
sera necessaria a doacdo de 5 mL de sangue para as analises. Concordando em patrticipar
dessa pesquisa, a amostra de sangue serd retirada por mim, em uma sala apropriada do
Laboratério de andlises de toxicantes e farmacos da Unifal-MG.

E garantido o sigilo absoluto de sua identidade na apresentacdo dos resultados
obtidos durante a pesquisa. Caso haja interesse, eu poderei lhe fornecer o resultado
individual da andlise do seu sangue. Nao havera beneficio financeiro ou de qualquer outro
tipo. O desconforto e risco possivel da participacdo se referem a coleta de sangue a qual
sera feita por pessoa qualificada e seguindo todas as normas de seguranca para tal
conduta. E também garantido que o(a) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a
gualquer momento, sem prejuizos, e que as amostras coletadas ndo serdo utilizadas para
outros fins (elas somente serdo utilizadas de acordo com 0s objetivos deste trabalho).

O(a) senhor(a) receberad uma copia deste documento e eu me colocarei a disposicao
para eventuais esclarecimentos antes, durante e apds a pesquisa.

Declaro que, depois de esclarecido(a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, concordo em participar desse Projeto de Pesquisa.

Alfenas, de de 2012.

Assinatura do(a) Doador(a) Assinatura do Pesquisador

Para maiores informagdes, duvidas e esclarecimentos sobre a pesquisa, falar com
Katrine Kyona Muniz da Silva - telefone: (35) 3299-1342; e-mail:
katrinekyona@hotmail.com; enderego: Laboratério de Andlises de Toxicantes e
Farmacos (D301), Unifal-MG, Alfenas, MG.




ANEXO B
FORMULARIO DE COLETA DE DADOS
TODOS OS GRUPOS:

1) Identificacdo do caso da pesquisa: Grupo/Numero:

pelo pesquisador)
2) ldade: anos
3) E fumante? ( ) sim () ndo

Caso sim, h4 quanto tempo?

Quantos cigarros por dia?

4) Consome bebida alcodlica? () sim ( ) néo

Caso sim, ha quanto tempo?

Qual a frequiéncia?

5) Possui alguma doenca? () sim ( ) néo

Caso sim, qual (is)?

90

(a ser preenchido

6) Faz uso de medicamentos? () sim ( ) nao

Caso sim: Qual (is)?

Qual a dose?

Ha quanto tempo?

Outras observagdes ou comentarios:




