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RESUMO

VALERIO, R. D. Desenvolvimento e Validacido de um Método Analitico para
Determinacdo Quantitativa do Derivado Tiazolidinico (LPSF/AC-23) com Atividade
Antitumoral em Plasma de Ratos. 2011. 114 f. Dissertagdo (Mestrado). Universidade

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O derivado tiazolidinico (LPSF/AC-23) sintetizado pelo Laboratério de Planejamento e
Sintese de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco apresentou importante atividade
antitumoral em camundongos albinos Swiss. Tal resultado despertou o interesse e a
necessidade do desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico para determinacao do
LPSF/AC-23 em fluidos biologicos para possibilitar a posterior determinacdo dos parametros
farmacocinéticos desta molécula candidata a farmaco. Neste contexto, um método
bioanalitico sensivel e seletivo foi desenvolvido e validado utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector ultravioleta (CLAE-UV)
para quantificacdo desta molécula em plasma de ratos. O método envolveu a preparacdo da
amostra utilizando extracdo por precipitacdo protéica com acetonitrila e uma tiazolidinadiona
(LPSF/GQ 113-B) foi utilizada como padrdo interno (PI). A separacdo e quantificagdo do
LPSF/AC-23 e PI foi realizada utilizando uma fase mével composta por uma mistura de
acetonitila/metanol/tampéo fosfato 5 mM (pH 6,0) (55:30:15) eluida de forma isocratica
através de uma coluna analitica Phenomenex® (C18, 5um, 150mm x 4.6mm) a uma
temperatura de 40°C e fluxo de ImL/min. O comprimento de onda para deteccéo foi de 249
nm. A curva de calibragéo foi linear na faixa de 100-10000 ng/mL. A precisao intra e inter-dia
apresentou valores de Desvio Padrdo Relativo preconizados pela ANVISA, e a exatiddo
expressa pelo erro relativo (ER) variou de —3,49 a 7,67%. A recuperacao foi de 92,25% para o
analito e 89,67% para o Pl. Desta forma, o método proposto pode ser aplicado para
determinacdo quantitativa do LPSF/AC-23 em plasma de ratos em estudos farmacoldgicos,

toxicoldgicos, farmacocinéticos e de biodisponibilidade.

Palavras-chave: Tioacridina. Antitumoral. LPSF/AC-23. CLAE-UV. Validagéo.



ABSTRACT

A thiazolidine derivative (LPSF/AC-23) synthesized by the Laboratory of Drug
Synthesis and Planning of the Federal University of Pernambuco showed a significant
antitumor activity in Swiss albino mice. This result aroused the interest and need for the
development and validation of a bioanalytical method for determination of LPSF/AC-23 in
biological fluids to allow the subsequent determination of pharmacokinetic parameters of this
molecule drug candidates. In this context, a sensitive and selective bioanalytical method was
developed and validated using the technique of high performance liquid chromatography
coupled to an ultraviolet detector (HPLC-UV) for quantification of this molecule in plasma of
rats. The method involved sample preparation using extraction by protein precipitation with
acetonitrile and a thiazolidinedione (LPSF / QA 113-B) was used as internal standard (IS).
The separation and quantification of LPSF/AC-23 and IS was performed using a mobile phase
consisting of a mixture of acetonitila / methanol / 5 mM phosphate buffer (pH 6.0) (55:30:15)
so eluted by isocratic an analytical Phenomenex ® column (C18, 5mm, 150mm x 4.6mm) at a
temperature of 40 ° C and flow 1mL/min. The detection wavelength was 249 nm. The
calibration curve was linear in the range of 100-10000 nm / mL. The intra and inter-day
precision expressed by RSD values were recommended by the ANVISA, and accuracy
expressed by relative error (RE) ranged from -3.49 to 7.67%. The recovery was 92.25% for
the analyte and 89.67% for IS. Thus, the proposed method can be applied to quantitative
determination of LPSF/AC-23 in rat plasma in pharmacological studies, toxicological,

pharmacokinetic and bioavailability.

Keywords: Tioacridine. Antitumor. LPSF/AC-23. HPLC-UV. Validation
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I. INTRODUCAO

1.1 Relevancia do tema

O homem ha muito se incomoda em presenciar o sofrimento dos seus semelhantes
e, na tentativa de minimizar esse fato, vem continuamente tentando criar meios para
combater os principais males que o atingem, sejam na &rea fisica, psiquica ou

econdmica.

Neste contexto, ja faz algum tempo que a patologia conhecida como “cancer”
intriga a comunidade cientifica, principalmente os cientistas relacionados a area da
salde. Grandes esforcos (laborais e financeiros) séo feitos anualmente na tentativa de
entender os mecanismos e fatores envolvidos na génese e desenvolvimento desta doenca

no organismo humano.

O céncer se destaca como uma das principais doencas que afligem a populacéo do
mundo nos dias atuais. Para se ter um panorama da situacdo, em 2008 ocorreram 7,6
milhGes de mortes devido a essa enfermidade, niumero que corresponde
aproximadamente a 13% do total de 6bitos registrados no mundo neste ano (OMS,
2011a). A previsdo € que e 0 nimero de novos casos da doenca passe de 11,3 milhdes
para 15,5 milhdes entre 2007 e 2030 e 0 numero de Gbitos causados por cancer no
mundo aumente 45% no mesmo periodo, atingindo a impressionante marca de 11,5
milhdes de mortes (OMS, 2011b).

Se forem analisados os dados dessa enfermidade no nosso pais, percebe-se que o
quadro é bem parecido, com essa doenca sendo responsavel por mais de 14% das causas
de morte registradas (BRASIL, 2011), e a cada ano, com o envelhecimento da
populacdo, os numeros de Obitos causados pelo cancer tem aumentado como se pode

observar na figura 1.1:
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FIGURA 1.1: Mortalidade proporcional ndo ajustada por cancer, Brasil, homens e
mulheres, entre 1980 e 2007
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Como se pode observar na tabela 1.1, milhares de anos potenciais de vida foram
perdidos nas ultimas décadas por conta desta enfermidade (BRASIL, 2011), causando
um grande sofrimento para a nossa populagdo e uma grande perda econdmica para o
pais, ja que uma grande parte da populacdo atingida se encontra na faixa etaria
economicamente ativa, causando assim uma diminuicdo da forca de trabalho (COSTA-
COUTO & NASCIMENTO, 2008). Somando-se a isso ha também um grande gasto
financeiro por parte do governo para o tratamento dos enfermos alocados em hospitais

publicos.
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TABELA 1.1: Numero médio de anos potenciais de vida perdidos por cancer de todas as
neoplasias malignas, por 1000 habitantes, Brasil, entre 1980 e 2007, partindo da premissa de
que o limite superior € de 80 anos

Faixa etaria APVP TAPVP
01-04 anos 1.309.556 3,51
05-09 anos 1.212.497 2,58
10-14 anos 1.038.265 2,19
15-19 anos 1.295.867 2,87
20-29 anos 2.888.460 3,81
30-39 anos 5.279.164 8,77
40-49 anos 9.892.742 22,62
50-59 anos 12.334.560 42,42
60-69 anos 9.450.378 49,47
70-79 anos 2.538.060 25,64

Total 47.239.549 11,39

Fontes: MS/SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informagdo sobre Mortalidade — SIM /
MP/Fundacdo  Instituto  Brasileiro de  Geografia e  Estatistica -~ IBGE
MS/INCA/Conprev/Divisao de informagdo. APVP — Anos Potenciais de Vida Perdidos; TAPVP
— Taxa de Anos Potenciais de Vida Perdidos.

Na tentativa de melhorar o panorama acima descrito, a sintese organica moderna
tem proporcionado um significante aumento no nimero de substancias sintéticas que
vém sendo empregadas como importantes agentes terapéuticos na espécie humana
(VERMA & SARAF, 2008).

Segundo Korfmacher (2005) o processo de descobrimento de novas drogas
sintéticas comeca com a procura, entre uma gama de compostos, daquela que ja
apresenta alguma atividade terapéutica que interessa ao pesquisador. Entdo
modificagOes estruturais sdo feitas na molécula original portadora da atividade biologica
(ex. tiazolidina, imidazolidina, tiazacridinas), dando origem a uma série de derivados
homologos ou analogos, no intuito de aperfeicoar a sua atividade ou minimizar os seus
efeitos adversos. A esse método da-se o nome de modificagdo ou variagdo molecular,
onde o conceito de bioisosterismo é o mais utilizado (KOROLKOVAS, 1977; SILVA et
al., 2004)
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Com a aplicacdo de bioisosterismo se pode analisar a influéncia da modificacéo
de um atomo ou de um grupo de &tomos por seu bioisostero sobre a atividade bioldgica
que o farmaco original apresenta, podendo ser de acdo idéntica ou mesmo antagonica
(BARREIRO & FRAGA, 2001). Uma vasta literatura destaca a ampla e potente
atividade biologica e farmacoldgica do nucleo tiazolidinico no tocante a propriedades
cardiovasculares (SUZUKI et al.,1999), antimicrobiana (BONDE & GAIKWAD, 2004,
BONDOCK et al., 2007), anti-helmintica (BONSE et al., 1999), antimalarica
(GIRAULT et al., 2000) antiinflamatdria (SILVA, 2011; SANTOS, 2009; SANTOS et
al., 2005; SILVA et al., 2003) e, 0 que mais interessa para esse estudo, a atividade
anticancer (CHAMDRAPPA et al., 2008), entre outras. Com relacdo ao nucleo
acridinico, a literatura destaca a seu potente efeito antineoplasico (PIGATTO et al.,
2001; SILVA, 2003; ARIMONDO et al., 2001). Nesse contexto, estudos desenvolvidos
pelo Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (GPIT) relacionados a sintese de
novos farmacos sobre o nucleo imidazolidinico tém gerado promissoras moléculas,
dentre essas o derivado 5-acridin-9-ilmetileno-3-(4-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AC-23) (Figura 1.4), que demonstrou significante atividade antitumoral in vivo

frente ao modelo de tumor sélido sarcoma 180 na dose de 46 mg/kg/dia.

FIGURA 1.2: Esquema do processo de sintese do LPSF/AC-23.

2

|

0

Aaciido acético,
ZnCls

LPSF/AC-23

Fonte: SILVA, T. G. Sintese e Avaliacdo da Atividade Biologica de Novos
Derivados Acridino-tiozolidinicos e Acridino-imidazolidinicos. Tese (doudorado) —
Universidade Federal de Pernambuco. Recife, 2003.
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Frente ao que foi dito, a relevancia deste projeto esta no fato do mesmo envolver o
desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico, etapa crucial na cadeia produtiva
de farmacos, medicamentos e outros insumos estratégicos para a Salde. Sua
aplicabilidade é a base de estudos toxicoldgicos e farmacoldgicos (Pré-clinicos e
clinicos) para uma correta interpretacdo e conclusdes racionais de estudos relativos a
seguranca e eficacia farmacologia de novas moléculas candidatas a farmacos, podendo
inclusive vir a gerar uma patente de um novo farmaco, ajudando assim a diminuir a
desconexdo (alta producdo cientifica vs. baixo nimero de patentes) do Sistema de
Inovacao no setor da saude no Brasil identificada por Chaves e Albuquerque (2006).
Finalmente, o trabalho desenvolvido neste projeto contribuird sobremaneira para maior
consolidacdo dos Grupos de Pesquisa a ele associados, bem como nos projetara

competitivamente, regional e nacionalmente, na area farmoquimica e biotecnoldgica.
1.2 Justificativa do tema

Considerando o potencial terapéutico desta molécula, o desenvolvimento de um
método bioanalitico simples, seletivo, reprodutivel e com sensibilidade adequada para
determinacdo quantitativa do mesmo e/ou seus metabdlitos nos fluidos bioldgicos,
(plasma, soro, urina) é item indispensavel na condugdo de estudos envolvendo seus
aspectos farmacéuticos e farmacoldgicos (pré-clinico e clinico). Métodos envolvendo
cromatografia liquida em fase reversa sdo considerados como métodos de escolha para
analise de farmacos por varias razGes tais como sua ampla aplicabilidade e
compatibilidade com solucgdes aquosas e organicas, bem como com diferentes sistemas
de deteccdo (ultravioleta, fluorimétricos, eletroquimicos, espectrométrico,
espectrometro de massa) (MAIA et al., 2007 e 2008). Neste estudo, é proposto
desenvolver e validar um método analitico envolvendo Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a um detector de Ultravioleta (LC-UV), que autorize uma
determinacédo direta do LPSF/AC-23 em fluidos biologicos. Uma vez assegurados 0s
critérios de fidedignidade relativos aos parametros analiticos (sensibilidade, preciséo,
exatiddo, linearidade), bem como as condigdes 6timas para sua aplicagcdo o método aqui
proposto podera, entdo, ser considerado apropriado para determinagdo do perfil
farmacocinético do LPSF/AC-23. Este projeto é parte de um projeto de pesquisa maior
intitulado:  “DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS
ANALITICOS PARA ESTUDOS FARMACOCINETICOS DE COMPOSTOS
BIOATIVOS”.
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1. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Molécula

A molécula foco deste estudo, como pode ser observado na Figura 2.2, € uma
tiazacridina. A atividade terapéutica dessa classe de compostos vem da sua habilidade
de ligar-se ao DNA, intercalando-se entre os pares de bases e bloqueando as enzimas
topoisomerase | e Il (importantes na divisdo celular) (PIGATTO et al.,, 2011;
ARIMONDO et al., 2001; JAYEWARDENE et al., 1997; LERMAN, 1963 e 1961).
Esses mecanismos interferem na estrutura e na integridade funcional do genoma para
alterar ou impedir o processo vital da progressdo celular, promovendo a morte da célula
cancerigena. A Figura 2.1 mostra a perspectiva no espaco do LPSF-AC/23, onde se
pode visualizar claramente os enrijecimentos estruturais da molécula (principalmente
nos aneéis aromaticos policiclicos planar) que se acredita serem fundamentais para que a
molécula tenha a capacidade de se intercalar ao DNA e exercer sua atividade
antitumoral (DIZIEGIELEWSKI et al., 2002). J& a Figura 2.2 é uma imagem obtida por
cristalografia de raio x que mostra um derivado acridinico “encaixado” entre os pares de
bases do DNA, ilustrando o mecanismo de acdo das acridinas.

FIGURA 2.1: Desenho em trés dimensdes gerado pelo programa Jmol (A) e
formula estrutural (B) da molécula LPSF-AC/23. Em destaque os anéis policiclicos

planares.

A x d B

Fonte: Acervo do proprio autor
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FIGURA 2.2: Encaixe de uma acridina (N-(2-(dimetilamino)etil)acridina-4-
carboxamida) entre 0S pares de bases do DNA.

Figura em Jmol no formato de cartoon.

Fonte:. Extraida do site www.pdb.org (cédigo PDB: 367d)

Ainda com relacdo ao grande potencial antitumoral dessa classe de moléculas,
tem-se o importante estudo o desenvolvido por Silva (2003), que demonstrou a
significante atividade antitumoral das tiazacridinadionas frente aos tumores malignos
sarcoma 180. O trabalho mostrou que nos animais tratados com essa classe de
moléculas a massa tumoral quando extirpada apresentou alteracBes macroscopicas
importantes quando comparados ao grupo controle. Os tumores apresentaram aspecto
esbranquicado e pobre vascularizagdo, com carater pouco invasivo e bem limitado,
desenvolvendo-se para a camada superficial (intradérmica) com aderéncia na epiderme.
Além disso, os drgdos dos animais ndo apresentaram metastases. Ja a massa tumoral do

grupo controle apresentou carater invasivo, expansivo e rica vascularizagéo.

A figura 2.3 mostra a reducdo da massa tumoral sob a acdo de alguns dos

compostos pertencentes a essa classe quimica (tiazacridinas):


http://www.pdb.org/
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FIGURA 2.3: Reducdo da massa tumoral (sarcoma 180) sob acdo dos compostos
5-(acridina-9- ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (A), 5-(acridina-9-
ilmetileno)-3-(4-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (B) e 5-(acridina-9- ilmetileno)-3-
(4-fenil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (C).

; SARCOMA 180 ‘
. SARCOMA 180
CONTROLE " TRATADOAC-34

Fonte: SILVA, T. G. Sintese e Avaliacdo da Atividade Biologica de Novos
Derivados Acridino-tiozolidinicos e Acridino-imidazolidinicos. Tese (doutorado)
— Universidade Federal de Pernambuco. Recife. 2003.
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Por se tratar de uma molécula nova, é importante saber o valor de alguns
decritores (como o LogP que expressa a solubilidade da molécula e 0 pKa que seréo de
extrema importancia na orientacdo em relacdo a parametros que terdo de ser definidos
durante o decorrer deste estudo. Para gerar esses descritores, serd usado um banco de
dados reconhecido na comunidade cientifica, e o mais indicado (pois existem outros
como, por exemplo, 0 VCCLab) quando se quer estimar o valor de LopP e pKa de uma
molécula: o0 “Chemicalize” da ChemAxon. Usando um software de modelagem
molecular, inserimos dados como a formula e estrutura molecular do LPSF-AC/23 e

entdo pede-se para ele calcular os decritores da molécula.

2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada ao
Detector UV (CLAE-UV)

Este estudo estd baseado em uma técnica analitica largamente utilizada para a
quantificacdo de moléculas bioativas nos fluidos biol6dgicos: a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Para um melhor entendimento do que serd desenvolvido,

um breve resumo dessa técnica sera feito a seguir.

A Cromatografia Liquida é um método fisico-quimico de separacdo que se
fundamenta na migragdo diferencial dos componentes de uma mistura devido a
diferentes interacOes entre duas fases imisciveis: fase mével (liquido) e fase estacionaria
(fixa, colocada em uma coluna) (SOARES, 2006; LANCAS, 2009). Segundo Meyer
(2004), essa migragéo diferencial ocorre como repetidas etapas de sorgdo e dessor¢ao
durante 0 movimento dos analitos ao longo da fase estacionaria e devido as diferencas
nos coeficientes de distribuicdo individual de cada analito da amostra, ocorre a
separagdo dos componentes (figura 2.4). A cromatografia pode ser utilizada para a
identificacdo de compostos, por comparacdo com padrdes previamente existentes, para a
purificacdo de compostos, separando-se as substancias indesejaveis e para a separacao

dos componentes de uma mistura.



29

FIGURA 2.4: Representacdo de uma separacdo cromatogréfica. Os tridngulos e
circulos representam, respectivamente, 0 composto com maior e menor afinidade pela
FE.
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Fonte: Adaptado de MEYER, 2004.

Depois de separados, estes compostos precisam ser entdo detectados para que
possam ser analisados qualitativamente ou quantitativamente. O sistema cromatografico
pode ter varios tipos de detectores, sendo os mais utilizados os detectores por indice de
Refracdo, Fluorescéncia, Espectrometria de Massas e Ultravioleta (UV). Este ultimo,
por ser relativamente seletivo, apresentar custo razoavel e ser préatico, ainda € o detector
mais utilizado na analise de compostos presentes em matrizes bioldgicas complexas
(KAZAKEVICH & LOBUTO, 2007; SOARES, 2006).

Na deteccdo por UV (que é o detector que sera usado neste estudo) o
comprimento de onda deve ser selecionado de maneira que o analito e o padrdo interno
(PI) (caso seja utilizado) tenham uma absorbancia maxima, permitindo assim uma
maior seletividade e sensibilidade do método. Para a selecdo do comprimento de onda
em que ocorre a absor¢do maxima é preciso submeter a amostra a uma varredura de
frequiéncias de onda que passem do ultravioleta até o visivel, e o espectro, na forma de

grafico, indicard o melhor comprimento de onda para se trabalhar (SILVA, 2011).

Atualmente a CLAE ¢é a técnica de separacdo mais utilizada nos laboratorios,
devido a praticidade nas determinag¢fes quantitativas e a grande parcela de produtos
sujeitos a analise. A versatilidade quanto a adequacdo do equipamento para a troca de
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fases estacionarias, fases moveis, variacdes de fluxo, temperatura, pH, entre outras
condigdes, permite que o método tenha ampla aplicabilidade em diversos ramos da
ciéncia como: andlise de alimentos, fitoterapia, toxicologia, bioanalise, proteoma,
genoma, etc (SILVA, 2011).

2.3 Confirmacéo da pureza do Pico Cromatografico do LPSF/AC-
23 e Padréao Interno por LC-MS

Antes de serem iniciadas as corridas cromatograficas para a definicdo das
condigBes cromatogréaficas ideais, € necessaria a confirmagdo da identidade do pico
cromatografico do LPSF/AC-23 e do PIl, ou seja, se 0s picos que estdo sendo
observados no cromatograma gerado pelo aparelho de CLAE tratam-se realmente dos
compostos de interesse. Para isso, uma das técnicas mais comuns utilizadas, pela
fidedignidade dos dados gerados, é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada
a Espectrometria de Massas (LC-MS) (KORFMACHER, 2005; SOARES 2006).

A espectrometria de massas ioniza um composto puro que tenha sido previamente
isolado por cromatografia liquida, gasosa ou outro método qualquer. Esse processo de
ionizacdo pode ser brando ou ndo. Se a ionizacdo for branda, o ion gerado e analisado
pelo detector tem a mesma massa do composto original acrescido ou diminuido da
massa de um proton (este ion é chamado de ion molecular). Se a ionizacdo for mais
forte, a molécula presente na amostra se fragmenta gerando ions com massas menores
do que a molécula original ai entdo o aparelho coleta e separa os fragmentos dotados de
carga elétrica de acordo com a sua relagdo massa/carga (m/z), fornecendo ao analista um

espectro da abundéncia relativa de cada fragmento (SOARES, 2006).

O que torna esta técnica singular em se tratando da confirmacdo da identidade de
compostos presentes em amostras, é o fato de que sempre que as mesmas condi¢des de
fragmentacéo sdo empregadas, o perfil de abundancia relativa obtido permanece sempre
igual para um mesmo composto Outro fato importante é que dois compostos diferentes
apresentam padroes de fragmentagdo diferentes mesmo quando as condi¢Ges de
fragmentacdo usadas sdo as mesmas (SOARES 2006). Assim sendo, se 0 peso

molecular do composto de interesse € conhecido, para confirmar a identidade de uma
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amostra basta observar se durante a analise ions que possam caracterizar 0 composto

sdo formados.

2.4 Pré- Validacéo: CondicGes Cromatograficas Ideais e Melhor

Meétodo de Extracao

2.4.1 Fase Estacionaria

A fase estacionaria (FE), na forma de coluna cromatografica, pode ser considerada
0 componente principal do sistema de CLAE, pois é nela que ocorre a separacdo dos
componentes da amostra, e € justamente pela escolha dela que se inicia o planejamento
de um estudo cromatogréafico (LANCAS, 2009).

As FEs de silica modificada sdo chamadas de fases ligadas. Neste tipo de
material, os grupos silandis expostos tém o hidrogénio ou o grupo hidroxila inteiro
substituido por uma cadeia carbdnica. As colunas de fase ligada séo responsaveis pelo
grande avanc¢o conseguido em separagdes de compostos e tém predominado em CLAE,
levando a cromatografia e silica a se tornarem praticamente sinénimos (LANCAS,
2009).

As fases ligadas, cuja cadeia organica € unicamente um hidrocarboneto saturado
com dois a trinta carbonos ou um grupamento fenil, sdo classificadas como fase reversa
por serem apolares (também chamadas de lipofilicas). Quanto mais longa € a cadeia
carbonica do substituinte, maior sua capacidade de reter compostos apolares ou com
partes da molécula essencialmente lipofilicas e as fases moveis para esse tipo de FE
geralmente sdo constituidas de agua e solvente misciveis como acetonitrila e metanol
(SOARES, 2006).

O uso das FE que possuem uma base de silica restringe 0 seu uso a potenciais
hidrogeniénicos (pH) a valores entre 2,0 e 8,0, pois, acima de pH 8,0 a silica sofre
dissolucdo gradual, destruindo assim a estrutura do empacotamento. Para usos em pHs
mais elevados, é necessario usar como FE uma resina de poliestireno-divilnilbenzeno
com auto grau de ligagdes cruzadas para garantir sua rigidez e possibilitar seu uso em
CLAE (SOARES, 2006).
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A grande maioria dos trabalhos envolvendo o desenvolvimento e validacdo de
métodos para a quantificacdo de tiazacridinas, tiazolidinadionas e tiazolidinas utilizam
como fase estacionaria (FE) colunas de octadecilsilano (Cig) (UCHOA et al., 2010;
SUN et al., 2009; UCHOA et al, 2008, HE et al., 2007; SRIPALAKIT et al., 2006; SUN
et al., 2006, KOLTE et al., 2003; RADHAKRISHNA et al., 2002; TAKENAGA et al.,
1995) ou fenil (HRUSKA & FRYE, 2004). Mas € importante mencionar o estudo feito
por Coufal e colaboradores (2002) para o quantificagcéo e determinacdo da pureza de 10
tioacridinas sintetizadas na Faculdade de Farmacia de Marselha. Neste trabalho foi
verificado que tioacridinas que continham em sua estrutura grupamentos amino (NHy)
ndo foram eluidas (mesmo alterando-se a composi¢do da FM e utilizando-se tampé&o
acetato 0,2 M) em corridas cromatograficas que duraram 60 minutos. O autor afirma
que a alta atividade dos grupamentos silandis da FE induz sua afinidade por compostos
basicos, que podem ser retidos fortemente, ou mesmo de maneira irreversivel pela
coluna do tipo C;g. Entéo, se o objeto do estudo for uma acridina com um grupamento
amino, se faz necessario o0 uso de outra coluna que ndo a Cis. E esse fato pode ser
observado no trabalho desenvolvido por Jayewardene e colaboradores (1997) na
determinacdo de um novo agente anticancer (a nitro-9-metoxiacridina) em plasma
humano. No trabalho o autor usou uma coluna de cianopropil, muito provavelmente por
encontrar problemas na elui¢do na nitroacridina quando se utilizou a coluna de escolha

Cs, corroborando o que foi observado por Coufal.

2.4.2 Fase Movel

Um dos grandes desafios no desenvolvimento de um método cromatografico para
a analise de uma nova substancia é a determinacdo das condi¢des cromatograficas
ideais. Dentre essas condi¢Oes, a escolha de uma fase movel (FM) adequada é um dos
pontos cruciais no desenvolvimento da técnica. A FM tem que ser compativel com a
coluna e ter certa afinidade pela molécula em estudo, de modo que ela possa “arrastar” a
mesma para fora da coluna de uma maneira seletiva e com um tempo de retencao
relativamente curto, para viabilizar o maior nimero de analise em um curto espacgo de
tempo. Ela ainda deve preencher alguns requisitos basicos para a sua utilizagdo como:
ser de alto grau de pureza ou de facil purificacdo, ser capaz de solubilizar a amostra,

apresentar baixa viscosidade, ser compativel com o detector utilizado e ter polaridade
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adequada ou ajustada de acordo com a FE utilizada no ensaio (MEYER, 2004;
AQUINO-NETO, 2003).

Por se tratar de uma nova molécula, foram utilizadas, em um primeiro momento,
fases moveis baseadas em métodos ja desenvolvidos e validados para analise por LC-
UV, LC-MS ou LC-Fluorescéncia de compostos com estrutura quimica semelhante ao

LPSF/AC-23 (tiazacridinas, tiazolidinas e tiazolidinadionas).

Seguindo este raciocinio, tem-se o trabalho realizado por Uchoa e colaboradores
(2008) que desenvolveram e validaram um método para a quantificacdo de uma
tiazolidinona com agdo antiinflamatoria em plasma de ratos. Neste estudo os autores
utilizaram uma FM constituida de metanol e agua (90:10 v/v) conseguindo um bom
tempo de retencdo (o tempo total da corrida foi de 7,5 minutos) e picos com uma boa
resolucdo. O mesmo autor em 2010, continuando os estudos com essa molécula,
desenvolveu e validou um método por LC-MS lancando mao de uma FM constituida de
acetonitrila (ACN) e solucdo aquosa contendo 10 mM de hidréxido de aménio (90:10

v/v), conseguindo também bons resultados.

Ning Sun e colaboradores (2006 e 2009) desenvolveram e validaram um método
utilizando a Cromatografia Liquida com Deteccdo por Fluorescéncia e Cromatografia
Liquida Ultra Réapida (UFLC) para a determinacdo de uma nova tiazolidinadiona
(MCC-555) com estrutura quimica parecida com o LPSF/AC-23 em plasma de cachorro
e rato. Nestes dois estudos os autores utilizaram uma FM constituida de tampao fosfato
(10mM, ph 4,5) e ACN (35:65, v/v) e eles conseguiram obter picos cromatograficos
com uma boa resolugdo em ambos trabalhos com tempos de retengédo para os analitos de
10,6 e 12 minutos respectivamente.

QOutro estudo, ainda levando-se em conta a definicdo da melhor FM, foi o
realizado por He e colaboradores (2007), onde foi desenvolvido e validado um método
seletivo e sensivel utilizando LC-MS para a quantificagdo da rosiglitozona em plasma
humano. Neste trabalho a FM utilizada pelos autores foi constituida de tampéo acetato
(20mM, ph 6,5) e ACN (47:53, v/v), com isso obtendo picos com uma boa resolucéo e

um tempo de analise total de 8 minutos utilizando uma coluna de 150 mm.

Ainda pesquisando-se estudos com tiazolidinadionas, na determinacao

quantitativa da pioglitazona (um analogo estrutural da rosiglitazona) por LC-UV,
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Sripalakit (2006) utilizou como FM uma mistura constituida de metanol/ACN/tampé&o
Fosfato (10mM, pH 2,6) (40:12:48, v/v/v), e os autores também obtiveram picos
cromatograficos bem resolvidos e separados com um tempo total de analise de 10

minutos utilizando uma coluna de 250 mm.

Kolte e colaboradores (2003) desenvolveram e validaram um método para
determinacdo da rosiglitasona em plasma humano utilizando como FM metanol e
tampé&o fosfato 10 mM (pH 2.6) (30:70 v/v). O autor conseguiu uma boa separagéo e
resolugdo dos picos cromatograficos e o tempo total de analise foi de 18 minutos. Ja
Hruska & Frye (2004) também estudando um método para se determinar a rosiglitasona
em plasma humano, utilizaram como FM tampdo acetato 10 mM (pH 5,0) e ACN
(60:40 v/v) obtendo picos também bem resolvidos e com uma boa resolucdo. O tempo
total da andlise foi de 15 minutos.

O estudo desenvolvido por Takenaga e colaboradores (1995) em um novo agente
anticancer com estrutura policiclica semelhante ao LPSF/AC-23, foi utilizada uma FM
constituida de ACN/metanol/agua (19:15:66 v/v/v).

Lintelmann et al. (2010), estudando um método para a determinacdo dos azarenos
(estruturas policiclicas com um &atomo de nitrogénio no meio) nas particulas da
atmosfera realizou uma corrida cromatografica com uma eluigdo por gradiente na qual a
quantidade de metanol presente na FM variou de 5% até 100%. O outro componente da

FM era uma solucdo de acido férmico 0,1% em agua (pH 2,3).

Radhakrishna et al. (2002) determinou quantitativamente a rosiglitazona em
formulacdes farmacéuticas utilizando um método por cromatografia liquida (LC) em
que a FM foi constituida de tampdo fosfato 25 mM (pH 6,2) e ACN (50:50 v/v). Os

picos tiveram uma boa resolucgéo e o tempo total da corrida levou 14 minutos.

Quando se analisa os estudos envolvendo o desenvolvimento e validacdo de
métodos utilizando LC para a quantificacdo de derivados acridinicos ou tiazacridinicos,
0 gue se encontra sdo poucos artigos, ja que essa classe de moléculas passou
recentemente a ser vista com mais interesse no que diz respeito as suas propriedades
anti-neoplésicas (SCHOFIELD et al., 1999). Porém, um trabalho que merece destaque
foi o realizado por Coufal e colaboradores em 2002. Neste ensaio ele quantificou e

determinou a pureza de dez novas acridinas sintetizadas na Faculdade de Farméacia de
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Marselha utilizando LC. Ele também investigou a influéncia da acetonitrila (ACN) (em
concentracdo que variavam de 60 — 100%) na composi¢do de FMs constituidas de ACN
e agua. O que se observou foi que acridinas sem grupamentos amino (NH,), foram
eluidas usando todas as FMs, contudo, longos tempos de analise (mais de 50 minutos)
foram observados com eluentes com um baixo conteudo de ACN. Também foi
verificado que, quando se substituia a agua por um tampdo acetato (pH 3,5), pouca
mudanca do perfil de retencédo das acridinas era observado, mas notava-se uma melhora
na simetria dos picos e na eficiéncia de separacdo dos mesmos para acridinas sem

grupamento amino.

Jayewardene et al. (1997) na determinacdo de um novo agente anti-cancer (uma
pirazoloacridina) em plasma humano utilizou como FM uma mistura de tamp&o acetato
125 mM (pH 4,75) e ACN (76:24 v/v) conseguindo picos bem definidos e um tempo

total de corrida de 13,7 minutos.

Frente ao que foi explanado sobre FE e FM é importante ter em mente que é a
selecdo criteriosa destes dois importantes componentes do sistema cromatografico que
ird determinar a eficiéncia da separacdo dos componentes que fazem parte da amostra e,
esta escolha sera crucial para obtencdo de resultados satisfatorios e o planejamento dos
ajustes necessarios (BEDOR, 2007).

2.4.3 Fluxo

O fluxo é uma variavel que também deve ser bem ajustada durante estudos de
validagdo. Se ele for muito baixo, podera fazer com que os analitos de interesse
demorem muito para serem eluidos, podendo levar a uma inviabilidade do método,
principalmente para analises em batelada ou, no termo em inglés “high-throughput”
(em que existe uma grande quantidade de amostras). Por outro lado, se o fluxo for muito
elevado, isso poderd fazer com que os analitos sejam eluidos juntamente com o0s
componentes plasmaticos ou fazer com que dois compostos que saiam da coluna em

tempos distintos, sejam eluidos juntos.

Em todos os trabalhos pesquisados envolvendo as tiazacridinas, tiazolidinas e
tiozolidinadionas que usavam a técnica que serd usada neste estudo (cromatografia

liguida com detector por absorcdo de radiagdo (seja por UV ou por fluorescéncia))
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utilizaram fluxos nos valores de 0,9 mL/min (JAYEWARDENE et al., 1997) de
ImL/min (SUN et al., 2009; UCHOA et al., 2008; SUN et al., 2006; HRUSKA &
FRYE, 2004; RADHAKRISHNA et al., 2002; TAKENAGA et al., 1995), 1,2 mL/min
(SRIPALAKIT et al., 2006; KOLTE et al., 2003).

2.4.4 Temperatura

A temperatura do ensaio deve ser ajustada de maneira que permita uma boa
separacdo dos compostos de interesse e ndo cause a degradacdo dos analitos presentes
na amostra. Os trabalhos pesquisados que especificaram a temperatura na qual foram
feitos os experimentos, mostram que a maioria dos autores utilizou valores que variaram
de temperatura ambiente até 40°C, a saber: temperatura ambiente (O’MAILLE et al.,
2008; HE et al., 2007; SRIPALAKIT et al. 2006; RADHAKRISHNA et al., 2002), a
30 °C (KOLTE et al., 2003;), a 35°C (SUN at al., 2006 e 2009) a 40°C (TAKENAGA et
al., 1995).

2.4.5 Potencial Hidrogenibnico (pH)

O pH da FM é uma varidvel de extrema importancia no delineamento de um
estudo de validagdo em matrizes complexas. Ele pode influenciar sobremaneira o tempo
em que uma substancia fica retida na FE, aumentando-o ou diminuindo-o. Isso acontece
porque compostos com carater basico sdo completamente ionizados em FMs com
baixos valores de pH, e sua ionizac¢do € acompanhada por uma diminui¢do no tempo de
retencdo (TR) da analise cromatografica. Um aumento continuo do pH leva a supressao
da ionizacdo dessa base fraca e, consequentemente, a uma retencdo mais forte do analito
a FE devido ao aumento da hidrofobia do mesmo. De maneira contraria, um acido fraco
guando em valores de pH altos, esta totalmente ionizado, tendo assim uma menor
afinidade pela FE apolar (SYCORA et al., 2002). Isso ndo significa que todos os
analitos sdo sensiveis a mudanca de pH. Existem substancias que serdo fortemente
influenciadas, e existem substancias que praticamente ndo terdo seus TR alterados
mesmo variando os valores de pH da FM. Portanto, é necessario que o analista verifique

experimentalmente essa influéncia e dai a importancia de se conhecer o valor de pKa
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da molécula que se esta estudando, pois uma maneira de se verificar essa influéncia é
alterando os valores de pH da FM em faixas perto do pKa do analito. Se a molécula for
fortemente influenciada, alteragdes significativas irdo ocorrer no seu TR. Por outro lado,
se a molécula for pouco influenciada por alteragdes de pH, serdo observadas somente
pequenas alteracdes no TR da mesma (SYCORA et al., 2002).

Nesta reviséo da literatura, alguns estudos ndo revelam as condic6es de pH da FM
em que as anlises foram realizadas, mas os trabalhos que expdem esses dados mostram
que todos os testes foram feitos em meios acidos, com o valor de pH variando entre 2,3
e 6,5 (LINTELMANN et al. 2010; SUN et al. 2006 e 2009; HE et al., 2007;
SRIPALAKIT et al., 2006; HRUSKA & FRYE, 2004; KOLTE et al., 2003; COUFAL
et al., 2002; RADHAKRISHNA et al., 2002; JAYEWARDENE et al., 1997). Esse fato
é devido a caracteristica de base fraca das acridinas, tiazacridinas, tiazolidinas e
tiazolidinadionas. Como os trabalhos pesquisados utilizaram uma coluna C;gou fenil em
pH &cido, provavelmente os analitos estariam em seu estado ionizado e ndo molecular,
tendo, portanto, uma menor afinidade pela FE apolar e eluindo em tempos menores
(SYCORA et al., 2002).

2.4.6 Método de Extracao

Depois de definidas as condi¢Ges cromatogréaficas ideais, o proximo desafio na

etapa de validacdo de um método cromatogréafico é a etapa de preparacdo das amostras.

A etapa de preparacdo das amostras € um dos pontos criticos no processo de
validacdo de métodos bioanaliticos. Trata-se de uma operacdo complexa que, se ndo
feita de maneira adequada, é responsavel por uma grande variabilidade dos dados de um
processo de anélise, induzindo, portanto, a erros, pois pode ocorrer a contaminagdo da
amostra ou mesmo perda do analito (HERNANDES-BORGES et al., 2007; ERNY
& CIFUENTES, 2006; GILAR et al., 2001). Como as amostras podem ter origens
diversas (solo, sangue, comprimidos, urina, plasma, etc) elas precisam passar por um
processo de purificagdo ou “cleaning up” antes de serem introduzidas no cromatografo
(para ndo danificar a coluna) e, dependendo da complexidade da amostra, esse processo
pode ser constituido de varias etapas, consumindo assim uma boa parcela do tempo total

(até 80%) que serd gasto na analise da amostra e também onerando 0 processo
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(JARDIM, 2010; LANCAS, 2009). Por isso, a escolha de uma técnica de extracao
adequada é um fator primordial para obtencdo de resultados confidveis e exatos.

A escolha do método de extracdo depende de véarios fatores como: natureza da
amostra, tipo de matriz, das caracteristicas do analito e técnica analitica que sera
empregada na determinacdo, devendo ser feita uma analise caso a caso
(HERNANDES-BORGES et al.,, 2007). Sempre lembrando que, idealmente, o
método deve ser 0 mais simples possivel (pois quanto maior o nimero de etapas, maior
a possibilidade de se introduzir erros), rapido e de baixo custo (para possibilitar uma
anélise em batelada ou “high-troughput™), seletivo (ser adequado ao analito em
detrimento a possiveis interferentes) e sensivel (adequado ao limite de deteccdo do
aparelho, podendo inclusive ser incluida uma etapa de concentracdo do analito para se
obter uma concentracao detectavel pelo instrumento e diminuindo também a quantidade

de reagentes e solventes utilizados).

Matrizes biologicas sdo amostras consideradas de alta complexidade, pois
possuem em sua composicdo uma grande quantidade de compostos enddgenos que
podem interferir ou interagir com o analito de interesse também presente na amostra
(BEDOR 2007). Por isso 0s objetivos da etapa de preparacdo ou pré-tratamento das
amostras para analise de componentes nos fluidos biolégicos sdo: (i) remocdo dos
contaminantes macromoleculares (principalmente as proteinas), (ii) remocao de outros
componentes interferentes da amostra, (iii) concentrar o analito de interesse (se
possivel) e (iv) combinar o solvente da amostra com o usado na composicdo da fase
moével (GILAR et al., 2001; QUEIROZ & LANCAS, 2005).

Em estudos preé-clinicos e clinicos a matriz biolégica mais utilizada é o plasma e
por isso precisa-se, na etapa de pré-validacdo, desenvolver um método de extragdo que
cumpra os requisitos descritos no paragrafo anterior. Existem trés métodos principais de
extracdo usados em preparacdo de amostras complexas: Extracdo por Precipitacéo
Protéica , Extracdo em Fase Solida (EFS) e Extragéo Liquido-Liquido (ELL). Por
se tratar do desenvolvimento de um novo método, o ideal seria testar os trés processos
para que se saiba qual deles tem um maior rendimento de extragdo e uma menor
interferéncia como pico cromatografico do analito. Mas por causa do custo

relativamente alto da EFS, neste estudo sO sera realizada a extracdo por precipitacao
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protéica e ELL. Uma breve explanacdo de cada um desses metodos sera feita nos

proximos paragrafos.

A Extracdo por Precipitacdo Protéica ainda é o método mais simples e rapido para
remover a maioria das proteinas plasméticas, tendo a vantagem de ser um procedimento
que funciona para a maioria dos compostos (XU, et al 2005, ERNY et al 2006).
Diferentes agentes podem ser usados para causar a precipitacdo protéica (solventes
organicos, acidos, sais e ions metalicos) tendo cada um deles o seu mecanismo de ago

especifico para causar a precipitacao.

Solventes organicos diminuem a constante dielétrica da proteina plasmética em
solucdo, 0 que aumenta a atracdo entre moléculas carregadas e facilita a interagcdo
eletrostatica entre as proteinas. O solvente organico também desloca as moléculas de
agua que estavam ordenadas ao redor dos sitios hidrofobicos na superficie da proteina.
As interacOes hidrofdbicas entre as proteinas sdo entdo minimizadas como resultado do
solvente organico agora em volta da proteina, enquanto as interacfes eletrostaticas se

tornam predominantes, levando a agregacdo protéica (POLSON et al., 2003).

Os agentes precipitantes acidos formam sais insolGveis ao reagirem com o
grupamento amino de carga positiva dos aminoacidos das proteinas, levando a
precipitacdo das mesmas. Ja 0s sais causam a precipitacdo protéica, porque 0s seus ions
atraem as moléculas de 4gua da solucdo, levando-as para longe das regides hidrofobicas
da superficie das proteinas, o que resulta numa agregacdo das moléculas de proteinas
via interacdo hidrofdbica proteina-proteina. Os ions metalicos causam a precipitacao
protéica, porque elas ficam competindo com os prétons em solucdo pelos sitios de
ligacdo dos aminoacidos. A ligacdo mais forte dos ions metalicos desloca os protons dos
sitios de ligac&o, resultando numa diminuigdo do pH da solugdo. Essa combinagdo entre
a mudanca do ponto isoelétrico da proteina de diminuicdo do pH geralmente culmina

com a precipitacdo das proteinas (POLSON et al., 2003).

A quantidade de agente precipitante que pode ser utilizado varia bastante,
podendo usar proporcdes que variam desde 1:1 até 1:6 de plasma/agente precipitante
protéico (POLSON, et al. 2003; XU, et al. 2005). Destes agentes precipitantes os que

sdo mais utilizados para matrizes plasmaticas sdo a ACN e o metanol.
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Nesta revisdo, 0s seguintes autores utilizaram a precipitacdo protéica para o
“clean up” do plasma: Uchoa et al.(2010), Uchoa et al., (2008), He et al. (2007), Sun et
al. (2006), Xu et al. (2005), Hruska & Frye (2004) e Jayewardene et al. (1997).

A EFS é uma técnica de separacdo liquido-solido baseada nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo, também conhecida como
cromatografia classica. Do ponto de vista pratico a EFS, em sua forma mais simples e
conhecida, comporta-se como uma cromatografia liquida na qual se emprega uma
pequena coluna aberta, usualmente denominada cartucho de extracdo, que contém a fase
solida ou FE (LANCAS, 2004a). Um cartucho tipico é formado por um tubo de
polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg do sorvente, com 40-60 um de tamanho
de particula, fixado no tubo através de dois filtros. Atualmente um nimero grande de
sorventes estdo disponiveis comercialmente e, em geral, os materiais de recheio séo
similares aos usados em LC: carvao ativado, alumina, silica gel, silicato de magnésio,
polimeros, etc (QUEIROZ et al., 2001).

Recentemente, extracGes altamente seletivas sdo baseadas em colunas recheadas
com suporte contendo um anticorpo especifico (imunoafinidade). Um exemplo disto é a
determinacdo de insulina em amostras de plasma onde a extracdo seletiva € realizada em
um cartucho recheado com o seu anticorpo anti-insulina. Outro material, denominado
fase de acesso restrito, tem seu mecanismo de separacdo baseado em uma combinacgéo
de exclusdo e particdo. As moléculas grandes, tais como proteinas, ndo conseguem
penetrar nos poros e eluem rapidamente, enquanto as moléculas pequenas entram nos
poros e sao retidas, para posterior eluicdo e andlise. Este tipo de material tem sido usado
para a analise direta, sem remogdo prévia de proteinas, de amostras de plasma e soro
(QUEIROZ et al., 2001).

De maneira simplificada, o processo acontece da seguinte maneira: (i) ativagcdo do
sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis; (ii) prepara-se o cartucho para receber
a amostra através do condicionamento do mesmo com um solvente adequado; (iii) a
solucéo contendo o analito é pressionada levemente com uma seringa ou gas (processo
automatizado) de forma a penetrar no cartucho; (iv) lava-se o cartucho com um solvente
que ira reter o analito e eluir as impurezas ou vice-versa, fazendo com que a substancia
de interesse seja isolada dos demais componentes da amostra; (v) o analito retido no

cartucho € eluido utilizando-se outro solvente, fazendo com que 0 mesmo ja seja
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coletado em uma concentragdo ja apropriada para a analise. A figura 2.5 ilustra bem as

etapas do processo:

FIGURA 2.5 Principais etapas empregadas em EFS visando o isolamento de um
composto (ou classe de compostos).

1)
o) (o)
(e)

5@ o}
Y ; 00
Condicionamento Adicéo da amostra Lavagem Eluicéo

o Contaminante ~ © Compostos de interesse

Fonte: LANCAS, F. M. Extracdo em Fase Solida (SPE). Séo Carlos, 2004.

A EFS tem tido cada vez mais aceitacdo entre os analistas devido a algumas
vantagens em relacdo a técnica da extragdo por precipitacdo protéica e ELL, sendo as
principais: relativa rapidez, facilidade de automacdo (permitindo extrair dezenas de
amostras simultaneamente), alta recuperacdo do analito, boa reprodutibilidade, ndo ha a
formacdo de emulsdes e alta capacidade de concentracdo do analito (HERNANDES-
BORGES et al., 2007; LANCAS, 2004a; GILAR et al., 2001). Além disso, a EFS
também é muito utilizada quando se trata de uma analise mais complicada como, por
exemplo, a separacdo de compostos quirais, onde a técnica da precipitacdo protéica ndo
é adequada, pois as proteinas sollveis ndo extraidas podem atrapalhar a analise (ERNY
et al 2006). A principal desvantagem desse método, e as vezes é o fator limitante na
escolha, é o seu custo relativamente alto. Nos artigos pesquisados 0s autores que
utilizaram esse método de extracdo foram Sripalakit et al. (2006) e Takenaga et al.
(1995).

A ELL também é um método largamente empregado na preparacdo de amostras.
Nesta técnica ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aquosa) e a sua eficiéncia de extracdo vai depender da afinidade do analito pelo solvente
de extracdo (QUEIROZ et al., 2001). Por se poder escolher o solvente de extracdo que
melhor se encaixa com o analito (através da analise de parametros como o coeficiente

de particdo e polaridade) ele oferece uma melhor seletividade em comparacdo ao
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método de precipitacdo protéica (GILAR et al., 2001) e dependendo desta escolha, é
uma técnica que consegue extracdes mais limpas (ERNY et al. 2006). Outra vantagem
da ELL é que as proteinas presentes na amostra sdo desnaturadas, eliminando assim a
contaminacdo da coluna cromatografica (QUEIROZ et al., 2001). Por outro lado, a ELL
é de dificil automacéo e geralmente é mais demorada e mais trabalhosa. 1sso se deve ao
fato desta técnica envolver algumas etapas a mais como, por exemplo, a evaporagdo das
amostras sob nitrogénio e posterior ressuspensdo das mesmas (para concentracdo do
analito) em um solvente adequado. Este fato pode inviabilizar o projeto quando, por
exemplo, se deseja uma analise em batelada (“High-throughput ) além dela ndo poder
ser usada na andlise de compostos volateis ou semi-volateis. Outra desvantagem da ELL
é que as amostras com alta afinidade pela &gua podem ser parcialmente extraidas pelo
solvente organico, resultando em perda do analito e, se ndo for utilizado solventes com
alto grau de pureza, as impurezas neles contidas serdo concentradas juntamente com a
amostra. Na ELL também pode ocorrer a formacdo de emulsdes quando se mistura a
fase aquosa com o solvente orgénico, resultando em um grande consumo de tempo para
resolver o problema. Alem disso, em tempos que se buscam cada vez mais métodos que
ndo agridam o meio ambiente, a ELL consome volumes relativamente grandes de
solvente (e alguns deles sdo tdxicos), gerando assim problemas de descarte para o
analista (QUEIROZ et al., 2001).

Vaérios tipos de solvente organicos tém sido empregados na extracdo de drogas
acidas ou bésicas presentes em amostras de fluidos bioldgicos, sendo os principais: éter
dietilico, acetato de etila, hexano, tolueno, diclorometano, acetato de butila e misturas
desses solventes (QUEIROZ et al., 2001).

Os trabalhos pesquisados que utilizaram a ELL foram: Sun et al (2009), O’Maille
et al., (2008) e Kolte et al., (2003).
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2.5 Validacao do Meétodo: Definigdo da Seletividade, Linearidade,
Precisdo, Exatidao, Limite de Deteccdo, Limite de Quantificacdo e

Recuperacao

Para garantir a veracidade dos resultados gerados, os ensaios cromatogréaficos
devem ser validados. A etapa de validacdo de um método analitico visa garantir, por
meio de estudos experimentais, que 0 método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto ele deve apresentar os
parametros de seletividade, linearidade, limite de detecgéo e quantificacdo, recuperacao,
precisdo e exatiddo adequados a analise (BRASIL, 2003). Em outras palavras, validacao
¢ a evidéncia documentada de que um processo ou sistema realiza a funcdo que Ihe foi
proposta (ANSEL, 2007).

A validagdo visa diminuir ou controlar os fatores que causam inexatiddes dos
dados gerados, minimizando a influéncia de variaveis que sdo permissivas as
discrepancias no método. Entre essas variaveis, as mais comuns sao: (i) variabilidade de
amostra; (ii) eventual contaminacdo da amostra; (iii) reagentes inadequados; (iv)
pipetagem incorreta; (iv) variagbes de temperatura; (v) variacbes e descuidos na
manutencdo do equipamento; (vi) calibracdo ineficiente do equipamento; (vii)
despreparo do analista e (viii) perdas durante a analise (LANCAS, 2004b).

Cada pais tem um 6rgdo regulador que dita as exigéncias a que o método deve
passar para ser considerado validado. Nos Estados Unidos o 6rgdo € o Food and Drug
Administration (FDA), os paises europeus seguem o European Medicines Agencys
(EMEA) e no Brasil o 6rgdo que estabelece essas exigéncias € a Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da sua Resolucdo n° 899, de 29 de maio de
2003. Os paragrafos a seguir tratam de uma maneira mais detalhada os parametros

contidos nesta legislagéo, e que servirdo de norteamento no decorrer deste estudo.

2.5.1 Seletividade

Seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto na presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradacdo e componentes da matriz (BRASIL, 2003). Ela deve ser avaliada para
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demonstrar que os analitos de interesse no estudo conseguem ser determinados e que
sua quantificacdo ndo é afetada pela matriz bioldgica (efeito matriz), metabdlitos
conhecidos e produtos de degradacdo (SILVA, 2011).

O termo seletividade tem sido empregado como sinénimo de especificidade, a
despeito da objecdo de alguns autores. De fato, o termo especifico refere-se a um
método que produz uma resposta a um unico analito, enquanto o termo seletivo refere-se
a um método que fornece resposta a um grupo de entidades quimicas que podem ou néao
ser distinguiveis umas das outras. Se a resposta do composto de interesse é distinguivel
das outras respostas, o0 método é determinado seletivo. Na préatica, poucos métodos
respondem a apenas um analito, fazendo com que o termo seletividade seja mais
adequado (LANCAS, 2004b).

Em geral, uma forma simples de se verificar a seletividade de um método
cromatografico € observar a presenca de picos na regido do tempo de retencdo do(s)
analito(s) de interesse injetando-se um branco (matriz biolégica sem a presenca do
analito) obtido com a mesma matriz (sangue, plasma, soro, urina, etc) a ser analisada.
Deve-se empregar varias amostras, e a auséncia de picos proximos ao TR do(s)
analito(s) de interesse deve ser observado. Entretanto, para matrizes complexas (como
residuos de pesticidas em alimentos, farmacos no plasma, etc), somente este critério ndo
podera ser suficiente para atestar a seletividade do método. Deve-se ainda, demonstrar
que o pico observado no TR do(s) analito(s) de interesse possui apenas 0 componente,
ou seja, é realmente a substancia procurada. Isso é importante em decorréncia da
possibilidade de co-eluicdo do composto com outros interferentes, principalmente em

andlises contendo muitos compostos (LANCAS, 2004b).

H& duas maneiras mais comuns de verificar co-eluicdo em cromatografia. A
primeira consiste em analisar a amostra em duas colunas contendo caracteristicas
diferentes, como, por exemplo, uma coluna apolar e outra polar. Atualmente, ha outras
formas mais seguras de verificar a pureza do pico cromatografico. A mais segura é o
uso de um espectrdmetro de massas como detector em cromatografia. Obtendo-se o
espectro de massas do pico é possivel detectar, na maioria dos casos, a pureza do pico
(LANCAS, 2004b).
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2.5.2 Linearidade

Linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que 0s
resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito da amostra,
dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Na pratica, a linearidade é determinada por intermédio de graficos de calibragéo,
seguidos de um tratamento estatistico. No caso de graficos de calibracdo, muitas vezes
denominados “curvas de calibra¢do” deve-se construir um grafico relacionando a
resposta do equipamento em funcdo de varias concentragcdes do analito em estudo. A
varidvel independente (eixo horizontal ou X) relaciona-se as varias concentracfes
preparadas da substancia de interesse, e a dependente (eixo vertical ou Y), ao sinal
analitico obtido (&rea do pico) para cada concentracdo do analito. Uma variacdo desse
procedimento consiste em adicionar um padrdo interno a cada solugdo do analito, de

forma a corrigir desvios durante o procedimento analitico (LANCAS, 2004b).

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo,
cinco concentracdes diferentes. Se houver relacdo linear apds exame visual do gréafico,
os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para
determinacdo do coeficiente de correlacdo, interseccdo com o eixo Y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regressdo linear e desvio padrdo
relativo (BRASIL, 2003).

Neste estudo, sera adotada a metodologia da determinacdo por Padrdo Interno.

Uma breve revisao sobre este método sera feita a sequir:
2.5.2.1 Método do Padréo Interno

Padrdo Interno (PI) € uma substancia que é adicionada a amostra (no caso o
plasma) que contém o analito. O PI ndo deve interferir na analise e para isso ele deve:
(i) nunca ser encontrado naturalmente na amostra; (ii) estar disponivel em elevado grau
de pureza; (iii) ser adicionado a amostra em concentracGes similares ao composto a ser
analisado e (iv) ser bem resolvido dos demais picos cromatograficos que aparecam na
analise (LANCAS, 2004b).
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Outro pressuposto para 0 uso de um PI, é que as caracteristicas do analito e do Pl
sejam muito similares, pois isso ajudara a determinar se 0 método € seletivo, ou seja: se

consegue separar duas substancias muito parecidas quimicamente (KARNES, 1991).

Também ¢é desejavel, quando se trabalha com um detector de radiacdo UV que o
Pl absorva bem na regido do espectro de absor¢do méxima do analito. Isso permitira que
tanto o analito como o Pl possam ser monitorados no mesmo comprimento de onda
(JAYEWARDENE et al., 1997).

Os Pls servem também como marcadores quantitativos, para monitorar a
estabilidade do detector e corrigir erros no processo de diluicdo e pipetagem, j& que sao
adicionados a amostra que contém o analito sempre nas mesmas concentracdes (se
forem observadas respostas diferentes, quer dizer que pode ter havido algum erro de

diluicdo na etapa de preparacdo das amostras) (KARNES, 1991).

Pode-se utilizar como PI farmacos ja consagrados no mercado (SUN et al., 2009;
HE et al., 2007; SUN et al., 2007; SRIPALAKIT et al., 2006; KOLTE et al., 2003
metabdlitos ou moléculas originadas de substituicdes de grupamentos do analito
(O’MAILLE et al., 2008; TAKENAGA et al, 1995) ou at¢ mesmo produtos

intermediarios das etapas de sintese do proprio analito (SUN et al., 2006).

Os passos a serem seguidos nesta metodologia sdo 0s seguintes: deve-se preparar
varias solucgdes do Pl e do componente de interesse e, a partir delas, construir uma curva
de calibracdo similar aquela para o padrdo externo (onde o grafico é gerado com as
areas dos picos obtidos em funcdo das massas/concentracfes dos padrbes que a
geraram), com a diferenga que agora a area da amostra (A,) ¢é dividida pela area do Pl
(Ai) e lancada no grafico contra a massa/concentragdo da amostra (mg) dividida pela
massa/concentragdo do Pl (mg;). A seguir, mistura-se uma quantidade conhecida da
amostra com uma quantidade conhecida do PI. Cromatografando-se a mistura, obtém-se
Aa e Ay e calcula-se a razdo A./A;. Obtendo-se esse valor, a interpolacéo do gréafico de
calibragéo permite encontrar a razdo de massa/concentragdo ma/mp;. Multiplicando-se
esse valor (ms/mp;) pela massa/concentragdo do PI conhecida, obtém-se o valor da
massa/concentracdo do componente em questdo, como se pode observar na equacgédo 1 e

figura 2.6 abaixo:

Ma = (Ma/Mpi) X My 1)
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FIGURA 2.6: Determinacdo da massa/concentracdo de um componente
desconhecido pelo método do padréo interno.

4

—————————————————— Desconhecido

v

Fonte: LANCAS, F. M. Validacdo de Métodos Cromatograficos de Anélise.
Editora Rima. Séo Carlos, 2004.

A quantificacdo de uma substancia utilizando o método do padréo interno, apesar
de se mais trabalhoso (pois envolve etapas extras como determinacdo da recuperacao,
precisdo e exatiddo também para o Pl), torna o estudo muito mais confiavel e,
atualmente, este tem sido o0 método mais aceito e utilizado pela comunidade cientifica

quando se fala em estudos de quantificacao.

2.5.3 Precisao

A precisao ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003).

Ela deve ser verificada utilizando-se, no minimo, 3 concentragdes (baixa, média e
alta) contemplando a faixa de variacdo do procedimento, realizando-se, no minimo, 5
determinacbes por concentracdo (andlise em quintuplicata). A precisdo deve ser
determinada para corridas realizadas em um mesmo dia (intra-dia) e para corridas

realizadas em dias diferentes (inter-dias). E expressa como Desvio Padrdo Relativo



48

(DPR) ou Coeficiente de Variacdo (CV%) (equacdo 2), ndo se admitindo valores
superiores a 15%, exceto para o LIQ, para qual se admite valores menores ou iguais a
20% (BRASIL, 2003).

DPR = DP/CMD x 100 )

Onde, DP ¢ o desvio padrdo e CMD é a concentracdo media determinada.

2.5.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relacdo ao valor considerado verdadeiro (BRASIL, 2003).

Ela deve ser determinada utilizando-se, no minimo, 3 concentragdes (baixa, média
e alta) contemplando a faixa de variacdo do procedimento, realizando-se, no minimo, 5
determinagcbes por concentracdo (analise em quintuplicata). A exatiddo deve ser
determinada para corridas realizadas em um mesmo dia (intra-dia) e para corridas
realizadas em dias diferentes (inter-dias). E expressa pela relacdo entre a concentragio
média determinada experimentalmente e a concentracdo teodrica correspondente
(equacdo 3). O desvio ndo deve exceder valores superiores a 15%, exceto para o LIQ,

para qual se admite valores menores ou iguais a 20% (BRASIL, 2003).

Exatiddo = Concentracdo média experimental / Concentracéo teoria x 100 3)

2.5.5 Limite de Deteccéo e Limite Inferior de Quantificacéo

O Limite de Deteccdo (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as

condigOes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

O LD é estabelecido por meio da analise de solucdes de concentrag¢des conhecidas
e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel. No caso de metodos
instrumentais (CLAE, cromatografia gasosa, absor¢do atbmica), a estimativa do limite
de deteccdo pode ser feita com base na relacdo de 2 a 3 vezes o ruido da linha de base
(BRASIL, 2003).
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O Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicGes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

O LIQ pode ser estabelecido por meio da andlise da matriz biolégica contendo
concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificavel com precisao e
exatiddo aceitaveis ou utilizar a razéo de 5:1 entre o sinal e o ruido da linha de base
(BRASIL, 2003)

Atualmente, a maioria dos softwares desenvolvidos para a analise cromatografica
calcula automaticamente o LD e o LIQ através da relacdo sinal ruido que o analista

informa ao programa, facilitando em muito a analise.

2.5.6 Recuperacao

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de recuperacdao do analito e do
Pl proximos a 100% sdo desejaveis, porém, admite-se valores menores, desde que a
recuperacdo seja precisa e exata (BRASIL, 2003).

Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentracGes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de
linearidade do método, com os resultados obtidos com solu¢cdes padrdo ndo extraidas,
que representam 100% de recuperacdo. O calculo da recuperacdo deve ser feito em
funcdo da relacdo de area do padrdo extraido e ndo extraido, tanto para o analito quanto
para o Pl separadamente (BRASIL, 2003).

Na maioria dos procedimentos analiticos de validacdo, recuperacGes maiores ou
iguais a 70% séo aceitas, a menos que a faixa desejada seja especificada com outros
valores (LANCAS, 2004b).
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2.6 Estudos de Estabilidade do Analito em Matrizes Biologicas

A estabilidade de um analito refere-se ao tempo durante o qual as solugdes-padrao
e da amostra contendo o analito podem ser utilizadas sem que haja decomposigédo

apreciavel dentro das condicGes experimentais fixadas (LANCAS, 2004b).

Essas determinacGes sdo importantes, uma vez que o analito pode sofrer
transformacdes quimicas durante o procedimento analitico. As amostras serdo
consideradas estaveis quando ndo se observar desvio superior a 15% do valor obtido das
amostras recém-preparadas, com excecao do LIQ, para o qual se aceita desvio de até
20% (BRASIL, 2003).

A estabilidade do analito em liquidos bioldgicos depende de suas propriedades
quimicas, da matriz bioldgica e do material de acondicionamento utilizado. A
estabilidade determinada para um tipo de matriz e de material de acondicionamento
especifico ndo pode ser extrapolada para outros (LANCAS, 2009; BRASIL, 2003). As
condigdes de realizagdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais condigdes
de manuseio e analise das amostras, devendo ser realizado os seguintes ensaios: (i)
estabilidade de curta duracdo; (ii) estabilidade de longa duracdo; (iii) estabilidade apds

ciclos de congelamento e descongelamento e (iv) estabilidade das solugdes-padrao.
2.6.1 Estabilidade de Curta Duracéao

Para verificacdo desta estabilidade utilizam-se, no minimo, trés amostras das
concentracdes baixa e alta determinadas na validacdo do método analitico. Cada uma
delas deverda permanecer a temperatura ambiente de quatro a vinte quatro horas
(baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas a temperatura
ambiente) e analisadas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da

analise das amostras recém-preparadas (BRASIL, 2003).
2.6.2 Estabilidade de Longa Duracéao

O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa duragéo deve
exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a
analise da ultima. Geralmente os estudos de estabilidade de longa duracdo duram de
dois a trinta dias. Para verificagdo desta estabilidade utilizam-se, no minimo, trés

amostras das concentracdes baixa e alta determinadas na validagdo do metodo analitico.
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A temperatura utilizada no ensaio deve reproduzir a recomendada para armazenamento
das amostras, normalmente igual a -20°C. Os resultados devem ser comparados com
aqueles obtidos da analise das amostras preparadas no primeiro dia do teste (BRASIL,
2003).

2.6.3 Estabilidade Durante Ciclos de Congelamento e

Descongelamento

Deve-se testar a estabilidade do analito ap6s trés ciclos de congelamento e
descongelamento, utilizando-se, no minimo, trés amostras das concentracdes baixa e
alta determinadas na validacdo do método analitico, nas seguintes condicdes: as
amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para 0 armazenamento e
mantidas por vinte e quatro horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as amostras devem ser
novamente congeladas a temperatura indicada para o armazenamento, por doze a vinte
quatro horas e assim sucessivamente até completar os trés ciclos, quantificando-se o
analito nas amostras ap6s o terceiro ciclo. Os resultados devem ser comparados com

aqueles obtidos da analise das amostras recém-preparadas (BRASIL, 2003).
2.6.4 Estabilidade das Solucbes-padrao

Deve ser analisada a estabilidade das solucdes-padrdo do analito e do Pl (se
houver), mantidas a temperatura ambiente por, no minino, seis horas ap6s a preparacao.
Em caso de tais solugdes serem armazenadas sob refrigeracdo ou congelamento, a
estabilidade também deve ser avaliada, contemplando a temperatura e o periodo de
armazenamento das mesmas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos

utilizando-se solucdes recentemente preparadas do analito e do PI (BRASIL, 2003).
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1. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Desenvolver e validar um método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
para determinacdo quantitativa do derivado LPSF/AC-23 com atividade antitumoral em

plasma de ratos Wistar.
3.2 Especificos

e Determinar as condi¢Ges cromatograficas ideais para o ensaio analitico (tipo de
coluna, fluxo, influéncia da matriz biologica, método de extracdo do LPSF/AC-23) -
Etapa de Pré-validacdo do método.

e Determinar seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e recuperacdo do
método proposto - Etapa de Validagdo do método.

e Determinar estabilidade do LPSF/AC-23 no plasma, bem como no solvente
utilizado na preparagédo da solucéo de trabalho a ser empregada.
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IV - MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de Realiza¢do do Estudo

O desenvolvimento e validagdo do método bianalitico serd realizado no
Laboratdrio de Farmacologia de Produtos Bioativos do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFPE.

4.2 O Derivado Tioacridinico, Padrdo Interno e Reagentes

Quimicos

O LPSF/AC-23 e o PI foram fornecidos pelo Laboratério de Planejamento e
Sintese de Farmacos/GPIT/UFPE). Todos os demais reagentes quimicos utilizados no

estudo foram grau HPLC ou P.A sendo eles:

e Acetonitrila: Fabricante Carlo Erba (Milao — Itéalia)

e Acido Tricloroacético: Fabricante Synth (Diadema-Brasil)

e Agua Ultrapura obtida por aparelho MilliQ no Laboratério de Biofisica Celular
do Departamento de Biofisica.

e Fosfato de Sddio Bibasico: Fabricante Vetec (Rio de Janeiro — Brasil)

e Hidroxido de Sédio P.A.:Fabricante Vetec (Rio de Janeiro — Brasil)

e Metanol: Fabricante Carlo Erba (Mildo — Italia)

e Solugéo de Acido Férmico 85%:Fabricante Vetec (Rio de Janeiro — Brasil)

4.3 Obtencéo da Matriz Biologica

Para o desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico foram utilizadas
amostras de plasma de ratos Wistar de idade entre 60 e 90 dias e com 0 peso variando
entre 200 — 300 g, obtidos do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da UFPE.

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica em Experimentacio Animal
(CEEA), sendo toda metodologia aprovada por este 6rgdo, o que pode ser confirmado
através do processo n° 23076.024804/2009-62 (Anexo 1).
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A coleta do sangue para a obtencdo de plasma foi realizada através de puncao
intracardiaca utilizando seringa de vidro de 20 ml e agulha 12x40mm ambas da marca

“Becton, Dickinson Ind. Cirurgicas LTDA” com 0s animais previamente anestesiados.

A anestesia dos animais foi administrada por via intraperitoneal com o0s
anestésicos cetamina (na forma de cloridrato) 100mg/ml fabricado por “Sespo Industria
e Comércio LTDA” e xilazina (na forma de cloridrato) 20 mg/mL fabricado por
“Rhobifarma Industria Farmacéutica LTDA”, nas doses de 75mg/kg 15mg/kg

respectivamente.

Apos isso, 0 animal foi deixado em repouso até apresentar sinais de letargia. A
verificagdo do estagio anestésico foi feita colocando-se o animal em decubito dorsal e,
este ndo apresentando resisténcia a posicao, testaram-se os reflexos dos seus membros
superiores e inferiores por compressao com pin¢ca. Com animal ndo apresentando sinais
reflexos foi realizada entdo a puncéo na regido ventricular, coletando-se assim o sangue,
que é transferido para um tubo contendo o anticoagulante (EDTA) e imediatamente
submetido a centrifugacdo (7000 rpm) para separacdo dos componentes sanguineos e

obtencdo do plasma. O plasma obtido foi congelado a -20°C para posterior utilizagéo.

4.4 Equipamentos

4.4.1 Sistema Cromatografico

As amostras foram analisadas utilizando um sistema de CLAE (Shimadzu, Jap&o)
consistindo de uma bomba (modelo LC-10AD), sistema de injecdo manual, detector por
ultravioleta fixo (modelo SPD-10), operado pelo software LCSolutions, rodando em

Windows Vista, para aquisic¢ao de dados.
4.4.2 Aparelho para Obtencéo de Agua Ultra-Pura

Foi utilizado um aparelho Milli-Q fornecido pela Millipore Corporation para obtengéo

da agua ultra-pura.
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4.4.3 Balanca de Precisio

Para a pesagem de todos os materiais desse estudo foi utilizada uma balanga
analitica do fabricante SARTORIUS modelo BP 121 S, de peso méximo 120g e minima

divisdo 0,1mg.
4.4.4 Espectrémetro de Massas

Para confirmacdo da identidade tanto do LPSF/AC-23 como do PI foi utilizado
um Espectrometro de Massas Shuimadzu Modelo LCMS — IT — TOF, com ionizagdo
por Electrospray (ESI) operando no modo positivo e negativo.

4.4.5 Aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN HY

Para confirmacdo da identidade e pureza da amostra do LPSF/AC-23 e do PI foi
utilizado um RMN H! Varian Unity-Plus de 300MHz, com o magneto fabricado pela
Oxford.

4.5 Geracéao dos Descritores do LPSF/AC-23

Por se tratar de uma molécula nova, para prosseguir com o delineamento do
estudo aqui proposto, € necessario determinar o valor de alguns decritores
(caracteristicas quimicas como LogP e pKa) que serdo de extrema importancia para o
orientacdo em relacdo a parametros que terdo de ser definidos durante o decorrer deste
estudo.

Para gerar esses descritores, foi usado um banco de dados reconhecido na
comunidade cientifica, e o mais indicado (pois existem outros como, por exemplo, 0
VCCLab) quando de quer estimar o valor de LopP e pKa de uma molécula: o
“Chemicalize” da ChemAxon. Usando um software de modelagem molecular,
inserimos dados como a férmula e estrutura molecular do LPSF-AC/23 e entdo pede-se

para ele calcular os decritores da molécula.
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4.6 Testes de Solubilidade

Para se verificar a solubilidade do LPSF/AC-23 foi preparado solucbes nas
concentracdes de 1mg/mL e 0,5mg/mL do farmaco nos seguintes solventes/solucgdes:
metanol, etanol, acetona, acetato de etila, acetonitrila, dimetilsulfoxido (DMSO),
metanol e agua (50:50 v/v), etanol e agua (50:50 v/v), acetona e agua (50:50 v/v),
acetato de etila e agua (50:50 v/v) e acetonitrila e agua (50:50 v/v). Os parametros de

solubilidade seguiram o que preconiza a Farmacopeéia Brasileira.

4.7 Confirmacéo da Identidade e Pureza da amostra do LPSF/AC-
23 e Padrao Interno por RMN H*

Faz-se necessario, antes de comecar a etapa de pré-validacdo, confirmar se a as
amostras do analito e do PI, cedidas pelo Laboratério de Pesquisa e Sintese de
Farmacos, encontram-se realmente em um alto grau de pureza (livre de contaminantes),
para isso ambas as amostras foram submetidas a testes de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN H%).

Pesou-se 100 mg da amostra do LPSF/AC-23. Essa massa foi dissolvida em
DMSO deuterado e entdo submetida & analise por RMN H. A mesma metodologia foi

seguida para o teste do PI.

4.8 Confirmacao da pureza do Pico Cromatografico do LPSF/AC-
23 e Padréo Interno por LC-MS

Preparou-se solucdes do analito e do Pl em ACN nas concentracbes de 7000
ng/mL e 3000 ng/mL, respectivamente, e as mesmas foram submetidas a analise em um
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a um Espectrometro de Massas do
tipo “lon Trap Time of Flight” da Shimadzu (LC-MS-IT-TOF).
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4.9 Determinacdo do Comprimento de Onda com Maxima

Absorgao no Espectro Ultravioleta

A mesma amostra do LPSF/AC-23 e do PI foram submetidas a uma varredura no
espectro da radiacdo ultravioleta-visivel realizada pelo LC-MS-IT-TOF (que possui um
detector por arranjo de diodos (DAD) para determinacdo do comprimento de onda de

maior absor¢do no espectro ultravioleta para o LPSF/AC-23 e PI .

4.10 Determinacao das Condi¢bes Cromatograficas Ideais

4.10.1 Fase Estacionaria

Por se tratar de um composto apolar, os estudos preconizam o uso de uma coluna
de fase reversa. Por isso a Fase Estacionaria (FE) utilizada foi uma coluna Phenomenex
tipo Luna C18 (5um, 150mm x 4,6mm).

4.10.2 Fase Movel

A seguinte metodologia foi utilizada: em um eppendorf pesou-se 1 mg do
LPSF/AC-23 e completou-se o volume para 1 mL com metanol. Em seguida transferiu-
se essa solucdo para um baldo volumétrico de 10 mL, e completou-se o volume

obtendo-se uma solugédo de concentragdo 100pg/mL.

Transferiu-se 50 pL desta solugdo para outro eppendorf e completou-se o volume
para 1 mL com metanol, obtendo-se assim uma solugdo de concentracdo 5000 ng/mL.

A mesma metodologia descrita acima foi seguida na preparacdo da solugéo do Pl
de concentragdo 5000 ng/mL. Esta solucdo s6 foi utilizada quando os parametros

cromatograficos ja estavam melhores definidos (corridas de 10 minutos).

A solucdo de concentragcdo 5000 ng/mL de LPSF/AC 23 foi entdo injetada no
cromatografico utilizando diferentes FM, mantendo-se constantes outros parametros

como temperatura (40°C), pH (6,0) e Fluxo (ImL/min).



58

As FM testadas foram:

e Metanol/Tampdo Fosfato (5mM) (50:50 v/v)

e Acetonitrila/Tampéo Fosfato (5mM) (50:50 v/v )

e Acetonitrila/Tampéo Fosfato (5mM) (70:30 v/v)

e Metanol/Tampdo Fosfato (5mM) (85:15 v/v)

e Metanol/Acetonitrila/Tampé&o Fosfato (5mM) (30:40:30 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampé&o Fosfato (5mM) (40:40:20 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato (5mM) (20:70:10 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato (5mM) (30:60:10 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato (5mM) (40:50:10 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampé&o Fosfato (5mM) (50:40:10 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampé&o Fosfato (5mM) (60:30:10 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/Tampé&o Fosfato (5mM) (70:20:10 v/v/v)
e Metanol/Acetonitrila/ Tampé&o Fosfato (5mM) (30:55:15 v/v/v)

4.10.3 Temperatura

Para se determinar a influéncia da temperatura no método que estd sendo
validado, foram realizadas duas series de corridas: uma utilizando como FM
Metanol/ACN/Tampéo Fosfato 5mM (70:20:10 v/v/v) e outra utilizando como FM
ACN/Metanol/Tampdo Fosfato 5mM (55:30:15 v/v/v). Em ambas as séries

cromatograficas manteve-se constante os valores de pH (6,0) e fluxo (ImL/min).

A temperatura do método foi alterada utilizando-se o software LCsolutions e 0s
valores analisados foram: 30°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70°C. Para cada valor de

temperatura foram realizadas trés corridas.

Nos testes de temperatura, todas as corridas foram feitas ja se utilizando o Padrao

Interno que seria usado no estudo.
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4.10.4 Potencial Hidrogeni6nico (pH)

Para se determinar a influéncia do pH no método que esta sendo validado, foram
realizadas duas series de corridas: uma utilizando como FM Metanol/ACN/Tampao
Fosfato 5mM (70:20:10 v/v/v) e outra utilizando como FM ACN/Metanol/Tampao
Fosfato 5mM (55:30:15 v/v/v). Em ambas séries cromatograficas a temperatura foi

mantida no valor de 40°C e o fluxo em ImL/min.

Para alterar os valores de pH da FM foram utilizadas duas solugdes aquosas: uma
acida (solucdo de acido formico a 1%) e uma bésica (solucdo de hidroxido de sodio a
1%). Escolheu-se a concentracdo de 1%, pois foi a que apresentou a melhor relacao
entre a capacidade de alteracdo do pH e quantidade da solucéo adicionada (de modo a se

usar somente poucas gotas das solucdes).

Os valores de pH analisados foram: 5.0, 6.0, 7.0 e 8.0. Para cada valor foram

realizadas trés corridas.

Nos testes de pH, todas as corridas foram feitas ja se utilizando o Padrdo Interno
que seria usado no estudo.

4.10.5 Fluxo

Esta varidavel cromatografica foi mantida constante durante todo o estudo, pois o
valor de 1 mL/min ja é um valor alto para as analises por LC-UV e qualquer alteracéo
que viesse a diminuir esse valor iria acarretar em um aumento no tempo de retengéo do

analito o que nao ¢ desejavel.

4.11 Determinacdo do Melhor Método de Extracéo

Os procedimentos de extracdo das amostras descritos a seguir serdo aplicados néo
somente nesta etapa de pré-validacdo, mas também para os padrbes das curvas de

calibracdo e amostras de controle de qualidade.
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4,11.1 Extragdo por Precipitacdo Usando Acetonitrila como

Agente Precipitante

e Preparo da Solucdo Mé&e do Analito: Uma massa correspondente a 1 mg do
LPSF/AC-23 foi cuidadosamente pesada e transferida para um baldo volumétrico de 10
mL. Completamos o volume com acetonitrila para obtencdo de uma solugdo de
concentragdo 100 p/mL.

e Preparo da Solucdo Mae do Padréo Interno (PI): Uma massa correspondente
a 1mg do LPSF/GQ-113B foi cuidadosamente pesada e transferida para um baldo
volumeétrico de 10 mL. Completamos o volume com acetonitrila para obtencdo de uma
solucdo de concentracdo 100 pg/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 1 (ST AC1): Transferiu-se 300 pL da
Solucdo Mae do AC-23 para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume
com agua ultrapura para obtengdo de uma solucdo de concentragdo 3000ng/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 2 (ST AC2): Transferiu-se 500 pL da
Solugcdo Mae do AC-23 para um eppendorf de 2mL e completou-se o volume com agua
ultrapura até 1 mL para obtencdo de uma solucdo de concentracdo 50.000 ng/ml.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 3 (ST AC3): Transferiu-se 800 pL da
Solucdo Mae para um eppendorf de 2 mL e completou-se o volume com é&gua ultrapura
até 1 mL para obtencdo de uma solucdo de concentracdo 80.000 ng/ml.

e Preparo da Solugdo de Trabalho do Padréo Interno 1 (ST PI 1): Transferiu-
se 200 pL da Solucdo Mae do PI para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com acetonitrila para obtencéo de uma solugéo de concentragdo 2.000 ng/mL.

e Preparo da Solugédo de Trabalho do Padré&o Interno 2 (ST PI 2): Transferiu-
se 300 pL da Solucdo Mae do PI para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com acetonitrila para obtencéo de uma solucgéo de concentragdo 3.000 ng/mL.

e Contaminacdo do Plasma: Em trés eppendorfs distintos, foram transferidos
560 pL de um plasma branco para cada um deles. Depois, no primeiro eppendorf
transferiu-se 70pL da ST AC1; no segundo 70 pL da ST AC2 e no terceiro 70 pL da ST
AC3, para obtencédo de plasmas contaminados nas concentragdes de 300 ng/mL, 5000
ng/mL e 8000 ng/mL respectivamente. Os trés eppendorfs foram entdo, com auxilio de

um vortex, agitados por 30 segundos.
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e Preparacéo das Solugdes Padrdo: Separaram-se trés eppendorfs distintos. No
primeiro foi adicionado 100 pL da ST AC1, no segundo 100 pL da ST AC2 e no
terceiro 100 pL da ST AC3. Completou-se o volume para 1 mL com acetonitrila nos
trés eppendorfs de modo a se obter solucgdes padrdes de concentragbes 300 ng/mL, 5000
ng/mL e 8000 ng/mL respectivamente.

e Etapa de Extracdo das Amostras: Transferiu-se 100 pL dos plasmas
contaminados (300 ng/mL 5000 ng/mL e 8000 ng/mL) para trés eppendorfs distintos. A
essas solucbes plasmaticas foi adicionado 300 pL de uma solucdo de acetonitrila
contendo 2 pg/mL do PI (ST PI 1). Entdo as solugdes foram, com auxilio de um vortex,
agitados por 30 segundos e, ap6s isso, centrifugou-se as mesmas por 10 minutos a 4500
rpm. O sobrenadante de cada concentracdo plasmatica foi entdo transferido para
eppendorfs distintos para serem depois injetados no cromatdgrafo. Essa etapa foi feita
em quintuplicata.

e Etapa de Contaminacdo dos Plasmas Branco Apds a Extracgdo: Transferiu-se
100 pL de um plasma branco para quinze eppendorfs distintos. A esses plasmas foi
adicionado 200 pL de uma solucéo de acetonitrila contendo 3 pg/mL do PI (ST PI 2).
Os tubos foram entdo, com auxilio de um vortex, agitados por 30 segundos €, ap0s isso,
os mesmos foram centrifugados por 10 minutos a 4500 rpm. O sobrenadante foi entdo
transferido para eppendorfs distintos divididos em trés grupos de cinco. No primeiro
grupo transferiu-se 100 pL da solucdo padrdo de concentracdo 300 ng/ml para cada
eppendorf, no segundo grupo, 100 uL da solucdo padrdo de concentracdo 5000 ng/ml
para cada eppendorf e no terceiro grupo, 100 pL da solucdo padrdo de concentracao
8000 ng/mL para cada eppendorf. Todos os eppendorfs foram entdo vortexados e depois

foram injetados no cromatografo.

4.11.2 Extracdo por Precipitacdo Usando Metanol Como Agente

Precipitante

Foram feitos 0s mesmos passos descritos no item 4.11.1, com excegdo do agente
precipitante e do solvente usado na preparacdo dos padrOes, onde a acetonitrila foi
substituida pelo metanol. A etapa de extracdo das amostras e dos padrdes foi feita em

quintuplicata.



62

4.11.3 Extracdo por Precipitacio Usando Acido Tricloroacético

Como Agente Precipitante

Foram feitos 0s mesmos passos descritos no item 4.11.1, com excecdo do agente
precipitante e do solvente usado na preparacdo dos padrfes, onde a acetonitrila foi
substituida por uma solucao aquosa de acido tricloroacético a 10%. A etapa de extracdo

das amostras e dos padrdes foi feita em quintuplicata.

4.11.4 Extracéo Liquido-Liquido (ELL)

As etapas de preparagao das “Solucdes Mé&e”, das “Solu¢des Trabalho” e

“Solugodes Padroes” do AC e do PI seguiram os mesmos passos descritos no item 4.11.1.

e Etapa de Extracdo das Amostras: Transferiu-se 100 pL dos plasmas
contaminados (300 ng/mL 5000 ng/mL e 8000 ng/mL) para trés eppendorfs distintos. A
essas solucBes plasmaticas foi adicionado 500 pL de uma solugdo de acetato de etila
contendo 1,2 pg/mL do PI. As solugbes foram entdo, com o auxilio de um vortex,
agitadas por 5 minutos e, ap6s isso, centrifugou-se as mesmas por 10 minutos a 4500
rpm. A camada organica superior de cada concentragao (300 ng/mL 5000 ng/mL e 8000
ng/mL) foi cuidadosamente removida para eppendorfs distintos. Os tubos com a camada
organica foram entdo levados para sofrerem evaporacdo sob nitrogénio até total secura.
Apds isso, as amostras foram ressuspendidas com 100 pL de acetonitrila, vortexadas
por 30 segundos e finalmente injetadas no cromatdgrafo. Essa etapa foi feita em
quintuplicata.

e Etapa de Contaminacgdo dos Plasmas Brancos Apoés a Extracao: Transferiu-
se 100uL de um plasma branco para quinze eppendorfs distintos. A esses plasmas foi
adicionado 500 pL de acetato de etila contendo 1,2 pg/mL do PI. As solugdes foram
entdo, com o auxilio de um vortex, agitadas por 5 minutos e deixadas em repouso por
20 minutos. Apds isso, centrifugou-se as mesmas por 10 minutos a 4500 rpm. A camada
organica superior de cada tubo foi cuidadosamente removida para eppendorfs distintos.
Os tubos com a camada orgéanica foram entdo levados para sofrerem evaporacdo sob
nitrogénio até total secura. Os quinze tubos foram entdo divididos em trés grupos de

cinco. No primeiro grupo transferiu-se 100 pL da solucdo padrdo de concentragdo 300
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ng/mL para cada eppendorf, no segundo grupo, 100 pL da solucdo padrdo de
concentracdo 5000 ng/mL para cada eppendorf e no terceiro grupo, 100uL da solugéo
padrdo de concentragdo 8000 ng/mL para cada eppendorf. Todos os eppendorfs foram
entdo, com o auxilio de um vortex, agitados por 30 segundos e depois foram injetados

no cromatadgrafo.

4.12 Verificacdo da Seletividade do Método

Para verificar se 0 método € seletivo, uma amostra de plasma ndo contaminada foi
separada e extraida pelo método de precipitacdo proteica por ACN. O sobrenadante foi,
entdo, separado e injetado no LC-UV utilizando-se duas FMs a titulo de comparacao, a
saber: ACN/Metanol/Tampéo Fosfato 5 mM (20:70:10 v/v/v) e (55:30:15 v/v/v). Nesta
etapa se observa a presenca de algum interferente na janela de eluicdo do analito e/ou do
PI.

4,13 Determinacdo do Limite de Deteccdo e Limite de

Quantificacao Inferior
O LD e o LIQ foram determinados, com o auxilio do software, através de
diluicdes sucessivas de solucdes plasmaticas com o analito e Pl até atingirem a relacédo

sinal/ruido determinado pela legislagdo, a saber: para o LD (3:1) e para o LIQ (5:1).

4.14 Construcédo da Curva de Calibragdo para Determinacéo da
Linearidade do Método

Os procedimentos aqui descritos serdo adotados para a construgdo de todas as
curvas de calibracdo deste estudo.
e Preparo da Solu¢cdo Mée do Analito: Uma massa correspondente a 1 mg do
LPSF/AC-23 foi cuidadosamente pesada em um baldo volumétrico de 10 mL.
Completou-se o volume para 10 mL com acetonitrila para obtencdo de uma solucéo de

concentracdo 100 pg/mL.
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e Preparo da Solugdo Mé&e do Padréo Interno (PI): Uma massa correspondente
a 1 mg do LPSF/GQ-113B foi cuidadosamente pesada em um baldo volumétrico de 10
mL. Completou-se o volume para 10 mL com acetonitrila para obtengdo de uma solucao
de concentragdo 100 pg/mL.

e Preparo da Solugéo de Trabalho 1 (ST AC1): Transferiu-se 100 pL da
Solucdo Mae do LPSF/AC-23 para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com agua ultra-pura para obtencdo de uma solucdo de concentracdo 1000
ng/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 2 (ST AC2): Transferiu-se 250 pL da
Solucdo Mée do LPSF/AC-23 para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com agua ultra-pura para obtencdo de uma solucdo de concentracdo 2500
ng/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 3 (ST AC3): Transferiu-se 750 pL da
Solucdo Mae do LPSF/AC-23 para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com agua ultra-pura para obtencdo de uma solucdo de concentracdo 7500
ng/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 4 (ST AC4): Transferiu-se 150 pL da
Solucdo Mae do LPSF/AC-23 para um eppendorf de 2 mL e completou-se o volume
com &gua ultra-pura até 1 mL para obtencdo de uma solucdo de concentracdo 15.000
ng/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 5 (ST AC5): Transferiu-se 300 pL da
Solucdo Mae do LPSF/AC-23 para um eppendorf de 2 mL e completou-se o volume
com agua ultra-pura até 1 mL para obtencdo de uma solugdo de concentracdo 30.000
ng/mL.

e Preparo da Solucdo de Trabalho 6 (ST ACG6): Transferiu-se 600 pL da
Solucdo Mae do LPSF/AC-23 para um eppendorf de 2 mL e completou-se o volume
com &gua ultra-pura até 1mL para obtencdo de uma solugdo de concentracdo 60.000
ng/mL.

e Preparo da Solugdo de Trabalho do Padréo Interno 1 (ST PI 1): Transferiu-
se 200 pL da Solugdo Mae do PI para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com &gua acetonitrila para obtencdo de uma solugéo de concentragdo 2ug/mL.

e Contaminacdo do Plasma: Em sete eppenderfs distintos, foram transferidos

270 pL de um plasma branco para cada um deles. Depois, no primeiro eppendorf
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transferiu-se 30 pL da ST AC1; no segundo 30 pL da ST AC2; no terceiro 30 pL da ST
AC3; no quarto 30 pL da ST AC4; no quinto 30 pL da ST AC5; no sexto 30 pL da ST
AC6 e no setimo 30pL da Solucdo Mé&e do LPSF/AC23 para a obtencdo de plasmas
contaminados nas concentracfes de 100 ng/mL, 250 ng/mL, 750 ng/mL, 1500 ng/mL,
3000 ng/mL, 6000 ng/mL e 10000 ng/mL., respectivamente. Os sete eppendorfs foram
entdo, com o auxilio de um vortex, agitados por 30 segundos.

Em seguida transferiu-se 100 pL dos plasmas contaminados (100 ng/mL, 250
ng/mL, 750 ng/mL, 1500 ng/mL, 3000 ng/mL, 6000 ng/mL e 10000 ng/mL) para sete
eppendorfs distintos. A essas solucdes plasmaticas foi adicionado 300uL de uma
solugéo de acetonitrila contendo 2 pug/mL do Pl (ST PI 1). Entdo as solugdes foram,
com o auxilio de um vortex, agitadas por 30 segundos e, apos isso, centrifugou-se as
mesmas por 10 minutos a 4500 rpm. O sobrenadante de cada concentracdo plasmatica
foi entdo transferido para eppendorfs distintos para serem depois injetados no
cromatdgrafo. Essa etapa foi feita em duplicata.

Foram construidas trés curvas de calibragdo no mesmo dia (intra-dia), dando-se
um intervalo de uma hora entre a construcdo de uma curva e outra, e trés curvas de
calibracdo em dias distintos (inter-dias).

Para ser considerado linear o método devera atingir os parametros minimos
descritos no “Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos” (BRASIL,
2003) que sao:

e O menor ponto da curva ou Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) deve ter

desvio < a 20% (vinte por cento) em relagcdo a concentragdo nominal;

e Desvio <a 15% (quinze por cento) em relagdo a concentragdo nominal para os

outros pontos da curva de calibragéo;

e No minimo quatro de seis concentracdes da curva de calibragdo devem cumprir

com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentragdo da curva de
calibracéo;

e O coeficiente de correlagéo linear deve ser igual ou superior a 0,98.
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4.15 Determinacédo da Precisdo e Exatiddo do Método

4.15.1 Precisao e Exatidao Intra-dia

Foram preparadas trés solugcdes plasmaticas distintas de concentracdo 300 ng/mL
(CQB), 5000ng/mL (CQM) e 8000ng/mL (CQA) respectivamente. Este processo seguiu
0s mesmos passos descritos na etapa “Contaminagao do Plasma™ do item 4.11.1.

Em seguida Transferiu-se 100uL dos plasmas contaminados (300 ng/mL 5000
ng/mL e 8000 ng/mL) para trés eppendorfs distintos. A essas solucbes plasmaticas foi
adicionado 300pL de uma solugdo de acetonitrila contendo 2 pg/mL do PI (ST PI 1).
Entdo as solugbes foram, com o auxilio de um vortex, agitadas por 30 segundos e, apds
isso, centrifugou-se as mesmas por 10 minutos a 4500 rpm. O sobrenadante de cada
concentracdo plasmatica foi entdo transferido para eppendorfs distintos para serem
depois injetados no cromatografo. Essa etapa foi feita em octuplicata (n=8).

Foram realizadas trés corridas no mesmo dia, com um intervalo de uma hora entre
cada corrida.

Para ser considerado preciso 0 método devera atingir os parametros minimos
descritos no “Guia para Validagdao de Métodos Analiticos e Bioanaliticos” (BRASIL ,
2003) que sao:

e As concentracOes testadas (CQB, CQM e CQA) deverdo ter valores de desvio

padrdo relativo (DPR) < a 15% (quinze por cento).

4.15.2 Precisao e Exatidao Inter-dias

Foi seguida a mesma metodologia descrita no item 4.15.1, mas as corridas foram

realizadas em dias distintos.

4.16 Determinacdo da Recuperacdo do Método

Este teste foi realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentracBes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de
linearidade do método, com os resultados obtidos com solugdes padrdo ndo extraidas,

que representam 100% de recuperacdo. O calculo da recuperacdo foi feito em funcéo da
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relacdo de area da amostra extraida e o padrdo ndo extraido, tanto para o analito quanto

para o Pl separadamente. A seguir, a metodologia detalhada deste processo:

e Preparacao dos Padrdes (plasmas branco contaminados apds a extracao):
Transferiu-se 100 pL de um plasma branco para quinze eppendorfs distintos. A esses
plasmas foram adicionados 200 pL de uma solucéo de acetonitrila contendo 3 pg/mL do
Pl (ST PI 2). Os tubos foram entdo, com o auxilio de um vortex, agitados por 30
segundos e, apos isso, 0s mesmos foram centrifugados por 10 minutos a 4500 rpm. O
sobrenadante foi entdo transferido para eppendorfs distintos divididos em trés grupos de
cinco. No primeiro grupo transferiu-se 100 pL da solucdo padréo de concentragdo 300
ng/mL para cada eppendorf, no segundo grupo, 100 pL da solucdo padrdo de
concentracdo 5000 ng/mL para cada eppendorf e no terceiro grupo, 100 pL da solugédo
padrdo de concentracdo 8000 ng/mL para cada eppendorf. Todos os eppendorfs foram
entdo, com o auxilio de um vortex, agitados e depois foram injetados no cromatdgrafo.

Os resultados obtidos nesta etapa correspondem a 100% de recuperagéo.

e Preparacdo das Amostras: Foram preparadas trés solucdes plasmaticas
distintas de concentracdo 300 ng/mL (CQB), 5000ng/mL (CQM) e 8000ng/mL (CQA)
respectivamente. Este processo seguiu 0S mesmos passos descritos na etapa
“Contaminacao do Plasma” do item 4.11.1.

Em seguida Transferiu-se 100uL dos plasmas contaminados (300 ng/mL 5000
ng/mL e 8000 ng/mL) para trés eppendorfs distintos. A essas solugdes plasmaticas foi
adicionado 300 pL de uma solucdo de acetonitrila contendo 2 pg/mL do PI (ST PI 1).
Entdo as solugcdes foram, com o auxilio de um vortex, agitadas por 30 segundos e, apds
isso, centrifugou-se as mesmas por 10 minutos a 4500 rpm. O sobrenadante de cada
concentracdo plasmatica foi entdo transferido para eppendorfs distintos para serem
depois injetados no cromatografo. Esta etapa foi feita em quintuplicata e os resultados

obtidos correspondem a recuperacdo do metodo.
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4.17 Determinacéo da Estabilidade do Analito na Matriz Bioldgica

4.17.1 Estabilidade Apo6s Ciclos de Congelamento e

Descongelamento

e Preparacdo das Amostras: Foram preparadas trés solucdes plasmaticas
distintas de concentracdo 300 ng/mL (CQB), 5000 ng/mL e 8000ng/mL (CQA)
respectivamente. Este processo seguiu 0S mesmos passos descritos na etapa
“Contaminacao do Plasma” do item 4.11.1.

Essas amostras foram entdo congeladas a — 20°C e mantidas no congelador por 24
horas. Em seguida, as mesmas foram submetidas ao descongelamento a temperatura
ambiente. Quando completamente descongeladas, as amostras foram novamente
congeladas a — 20°C e novamente armazenadas no congelador por 24 horas. Repetiu-se
0 processo mais uma vez, até contemplar trés ciclos de congelamento e
descongelamento e em seguida as amostras foram quantificadas.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos da analise de amostras
recém-preparadas. Este teste foi feito em quintuplicata.

4.17.2 Estabilidade de Curta Duracéo

e Preparacdo das Amostras: Foram preparadas trés solucdes plasmaticas
distintas de concentracdo 300 ng/mL (CQB), 5000ng/mL (CQM) e 8000ng/mL (CQA)
respectivamente. Este processo seguiu 0S mesmos passos descritos na etapa
“Contaminacao do Plasma” do item 4.11.1.

As amostras permaneceram em temperatura ambiente por 6 horas e em seguida
foram quantificadas.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos da andlise de amostras

recém-preparadas. Este teste foi feito em quintuplicata.

4.17.3 Estabilidade de Longa Duragéo

e Preparacdo das Amostras: Foram preparadas trés solucBes plasmaticas
distintas de concentracdo 300 ng/mL (CQB), 5000ng/mL (CQM) e 8000ng/mL (CQA)
respectivamente. Este processo seguiu 0S mesmos passos descritos na etapa

“Contaminacao do Plasma” do item 4.11.1.
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As amostras permaneceram congeladas a —20°C por 30 dias. Depois deste periodo
foram descongeladas e em seguida quantificadas.
Os resultados foram comparados com aqueles obtidos da analise de amostras

preparadas no primeiro dia. Este teste foi feito em quintuplicata.

4.17.4 Estabilidade das Solug6es-Padréo

Foram preparadas trés solucdes-padrdo de concentracdo 300 ng/mL (CQB),
5000ng/mL (CQM) e 8000ng/mL (CQA) em acetonitrila. Este processo seguiu 0s
mesmos passos descritos na etapa “Preparagdo das Solug¢des Padrao” do item 4.11.1.

As solucBes-padrdo foram entdo imediatamente quantificadas e em seguida foram
deixadas a temperatura ambiente por 6 horas. Apés esse periodo elas foram novamente
quantificadas. Este teste foi feito em quintuplicata.

Em todos os testes de estabilidade as amostras serdo consideradas estaveis se o
desvio observado for menor ou igual a 15% do valor obtido das amostras recém-
preparadas.

Em todos os testes de estabilidade o Pl estava presente nas amostras a uma

concentragdo de 6000ng/mL.
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V- RESULTADOS

5.1 Descritores do LPSF/AC-23

Os resultados obtidos pelo software de modelagem molecular do Chemicalize para

0s descritores que interessam neste estudo foram:

e LogP:5.51
e pKa: 6.05

O software ainda gerou uma curva de pH que prediz o comportamento das formas

molecular e ionizada da molécula em diferentes pHs (figura 5.1).

FIGURA 5.1: Resultado gerado pelo Chemicalize indicando o valor de pKa e as
micro-espécies idnicas formadas e o seu equilibrio na curva de pH.

Yo

Fonte: www.Chemicalize.org, 2011.
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Esses resultados demonstram que a molécula do LPSF/AC-23 possui uma elevada
lipofilicidade, pois apresenta um alto valor de LogP. Baseado nisto, uma predicéo
tedrica da composicdo da FM ja pode ser feita, sabendo-se, entdo, que ela devera ser
composta predominantemente por solventes organicos, dada a baixa afinidade do analito
por sistemas aquosos. O valor de pKa sera util para a definicdo da faixa de estudo de pH

da fase movel.

5.2 Testes de Solubilidade

Os resultados sdo mostrados na tabela abaixo:

TABELA 5.1: Avaliagio da solubilidade do LPSF/AC-23 em diferentes
solventes/solugdes

Solvente/Solugéo Concentragéo Resultado
Acetato de Etila Img/mL Solavel
Acetona Img/mL Solavel
Acetonitrila 0,1mg/mL Soluvel
Acetonitrila 0,5mg/mL Solavel
Acetonitrila 1mg/mL Solavel
Dimetilsulfoxido 1mg/mL Solavel
Etanol 1mg/mL N&o é soluvel em temperatura

ambiente. E solGvel com leve
aguecimento.

Metanol 0,1mg/mL Soluvel
Metanol 0,5mg/mL Parcialmente solGvel
Metanol 1mg/mL N&o é soltuvel em temperatura

ambiente. E solGvel com leve
aguecimento.

Solugéo Metanol/Agua (50:50 Img/mL Insolavel
v/v)

Solucéo Etanol/Agua (50:50 Img/mL Insolvel
v/v)

Solugéo Acetona/Agua (50:50 Img/mL Insolvel
v/V)

Solug&o Acetato de Etila/Agua Img/mL Insolavel
(50:50 v/v)

Solug&o Acetonitrilal/Agua Img/mL Insolavel
(50:50 v/v)

Fonte: Acervo do proprio autor.
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Os testes de solubilidade confirmaram o resultado obtido pelo software
Chemicalize no que diz respeito a alta lipofilicidade do composto e, consequentemente a

baixa afinidade do mesmo por sistemas aquosos.

5.3 Confirmacéao da Identidade e Pureza da amostra do LPSF/AC-
23 e Padrao Interno por RMN H*

Os resultados dos testes de confirmacéo da identidade da amostra e do PI, feitos
por RMN H! na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental sdo

mostrados nas figuras 5.2 e 5.3:

FIGURA 5.2: Espectro de RMH! da amostra contendo o composto 5-acridina-9-
ilmetileno-3-(4-fluoro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona concedida pelo de Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos.

H.0

:Ivan Pitta
Amostra LPSF/AC-23

Solicitacao N. 10928_13

03.11.10 UFPE

Pulse Sequence: s2pul H
Solvent: DMSO
Ambient temperature

File: 10928_13.1h N é

UNITYplus-300 "UFPEu300" X /" Sy ': H - F
NS

Relax.. delay 1.359 sec

Pulse 45.0 degrees G

Acq. time 3.641 sec

Width 4499.4 Hz D

32 repetitions
OBSERVE H1, 299.9484839 MHz
DATA: PROCESSING
FT size 32768
Total time 2 min, 40 sec

! DMSO

bl e M Rz e s TR G el e S

0.87 2.08 2.08 2.00

Fonte: Acervo do préprio autor.



73

FIGURA 5.3: Espectro de RMH' da amostra contendo o composto 3-(2-Bromo-
benzil)-5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (P1) concedida pelo de
Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos.

H0

Ivan Pitta -
Amostra LPSF-GQ113B 0 G Br

Solicitacao N. J0607_2 H 3 0
07.07.11 UFPE

-
Pulse Sequence: s2pul H L - H
Solvent: DMSO N"-'u i
Ambient temperature

File: J0607_2.1h
UNITYplus-300 "UFPEu300"

Er

Relax. delay 1.359 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 3.641 sec

Width 4499.4 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 299.9484837 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min, 20 sec

' DMSO

9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 ppm

Fonte: Acervo do préprio autor.

Os espectros de RMN H' feitos comprovaram que as amostras Se tratavam
realmente do LPSF/AC-23 e do LPSF/GQ-113B (PI). Ainda, pelo resultado, pode-se
afirmar que as amostras estdo em um alto grau de pureza, pois quase ndo sdo notados
sinais extras na linha de base de ambos os espectros, podendo, desta maneira, 0s estudos

de validacéo ser prosseguidos.
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5.4 Confirmacéo da Pureza do Pico Cromatografico do LPSF/AC-
23 e Padréo Interno por LC-MS

Neste estudo foi utilizada a técnica de ionizacdo branda, portanto, durante a
corrida foi-se observado se o ion molecular seria formado. Os pesos moleculares do
LPSF/AC-23 e do Padrdo Interno sdo respectivamente: 414,063 e 480,540. Os

resultados obtidos sdo mostrados nas figuras 5.4 e 5.5:

FIGURA 5.4: Espectro de Massa (A) e Cromatograma (B) da amostra do
composto5-acridina-9-ilmetileno-3-(4-fluoro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona na
concentracdo de 7000ng/mL obtido por ESI, modo negativo, a 40°C, pelo LCMS —IT-
TOF Shimadzu.
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Fonte: acervo do préprio autor.
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FIGURA 5.5: Espectro de Massa do Pl na concentragdo de 300 ng/mL com aduto
de uma molécula de acetolitrila, obtido por ESI, modo negativo, a 40°C, pelo LCMS —
IT-TOF Shimadzu.
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Fonte: SILVA, R. M., Dissertacdo de Mestrado: Determinagdo Quantitativa de um
Derivado Tiazolidinico (3-(2-bromo-benzil)-5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona): Desenvolvimento e Validacdo de um Método Analitico.

Pelo resultado mostrado na figura 5.4, observa-se exatamente o peso molecular do
LPSF/AC-23 somado de um préton, confirmando, assim, que o pico observado no

cromatograma corresponde realmente ao analito.

Na figura 5.5 observa-se um valor de 522,5909. A soma da massa molecular do
LPSF/GQ-113B (480,5409) mais a massa molecular de uma molécula de acetonitrila
(41,05) é igual a 521,5909. Como o espectro de massas foi obtido no modo negativo,
entdo o ion molecular tem a massa do analito adicionado de um préton, sendo
exatamente isto o que se observa no histograma, confirmando assim a pureza do pico

cromatografico também para o PI.

Com esses resultados, pode-se entéo realizar as mudangas na composicéo da FM e
analisar assim a influéncia dessas altera¢cbes no tempo de retencdo tanto do analito

quanto do PI.
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5.5 Determinacdo do Comprimento de Onda com Maxima

Absorcgéo no Espectro Ultravioleta

Os resultados da determinacdo do comprimento de onda de maior absorcdo no
espectro ultravioleta para o LPSF/AC-23 e para o Pl sdo mostrados nas figuras 5.6 e
S5.7:

FIGURA 5.6: Cromatogramas da Varredura por Detector de Arranjo de Diodos da
amostra contendo o composto 5-acridina-9-ilmetileno-3-(4-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona.
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Fonte: Acervo do préprio autor

FIGURA 5.7: Cromatogramas da Varredura por Detector de Arranjo de Diodos da
amostra contendo o composto 3-(2-bromo-benzil)-5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona.
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Fonte: SILVA, R. M., Dissertacdo de Mestrado: Determinagdo Quantitativa de
um Derivado  Tiazolidinico (3-(2-bromo-benzil)-5-(5-bromo-2-metoxi-
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benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona) : Desenvolvimento e Validagdo de um Método
Analitico.

O resultado mostrado na figura 5.6 revela que o comprimento de onda na regiao
do ultravioleta em que o LPSF/AC-23 tem a sua absor¢cdo maxima € 249 nm. Ja quando
se analisa a figura 5.7 observa-se que o Pl tem sua absor¢do méxima na regido entre 229
— 279 nm, ndo havendo uma diferenca significativa entre um comprimento e outro nesta

regido.

Esses resultados sdo importantes porque mostram que 0s dois componentes
podem ser monitorados no comprimento de onda de absor¢do maxima do analito (249

nm), condicao essencial para que se possa utilizar o LPSF/GQ-113B como PI.

5.6 Determinacao das Condicdes Cromatograficas ldeais

5.6.1 Fase Movel
e Fase Movel Constituida de Metanol e Tampao Fosfato 5mM  (50:50 v/v)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 néo foi eluido neste

intervalo de tempo, como se pode observar na figura 5.8:

FIGURA 5.8: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Tampéo Fosfato 5 mM (50:50 v/v)

mv
200-SPD-10A:254nm

100

00 50 100 150 20 50 300 350 400 40 500 5.0 min

Fonte: Acervo do préprio autor.
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e Fase Movel Constituida de Acetonitrila e Tampao Fosfato 5mM (50:50

viv)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 39,55

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.9:

FIGURA 5.9: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (50:50 v/v).
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Fonte: Acervo do préprio autor.

e Fase Movel Constituida de Acetonitrila e Tampdo Fosfato (5mM) (70:30
vIv)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 7,15
minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.10:

FIGURA 5.10: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Acetonitrila/Tampao Fosfato 5 mM (70:30 v/v).
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Fonte: acervo do préprio autor.
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e Fase Modvel Constituida de Metanol e Tampao Fosfato 5mM (85:15 v/v)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 5,13

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.11:

FIGURA 5.11: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Tampé&o Fosfato 5 mM (85:15 v/v).
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Fonte: Acervo do proprio autor.

e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/Tampao Fosfato 5mM
(30:40:30 v/viv)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 12,79
minutos, e a resolucdo do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.12:

FIGURA 5.12: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/ Tampdo Fosfato 5 mM (30:40:30 v/v/v).

.
= R

Fonte: Acervo do proprio autor.
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e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/Tampdo Fosfato 5mM
(40:40:20 v/Iviv)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 5,72

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.13:

FIGURA 5.13: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM

Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (40:40:20 VIVIV).
41
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Fonte: Acervo do préprio autor.

e Fase Mobvel Constituida de Metanol/Acetonitrila/Tampdo Fosfato 5mM
(20:70:10 v/viv)

Foi realizada uma corrida de 60 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,02

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.14:

FIGURA 5.14: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/ Tampdao Fosfato 5 mM (20:70:10 v/v/v).
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Fonte: Acervo do préprio autor.
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e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/ Tampao Fosfato 5mM
(30:60:10 v/viv)

Foi realizada uma corrida de 20 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,09

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.15:

FIGURA 5.15: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/ Tampé&o Fosfato 5 mM (30:60:10 v/v/v).
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Fonte: Acervo do préprio autor.

e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/ Tampao Fosfato 5mM
(40:50:10 v/viv)

Foi realizada uma corrida de 20 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,11

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.16:

FIGURA 5.16: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/ Tampdo Fosfato 5 mM (40:50:10 v/v/v).
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Fonte: Acervo do préprio autor.
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e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/ Tampédo Fosfato (5mM)
(50:40:10 v/v)

Foi realizada uma corrida de 20 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,17

minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.17:

FIGURA 5.17: Corrida realizada utilizando como FM Metanol/Acetonitrila/
Tampéo Fosfato 5 mM (50:40:10 v/viv).
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Fonte: Acervo do proprio autor.

e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/ Tampao Fosfato 5mM
(60:30:10 v/viv)

Foi realizada uma corrida de 20 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,22
minutos, e a resolucao do pico ficou boa, como se pode observar na figura 5.18:

FIGURA 5.18: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (60:30:10 v/v/v).
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Fonte: Acervo do préprio autor.
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e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/Tampdo Fosfato 5mM
(70:20:10 v/Iviv)

Foi realizada uma corrida de 10 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,39
minutos, e o Pl em 4,69 minutos. As resolucdes dos picos ficaram boas, como se pode

observar na figura abaixo:

FIGURA 5.19: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (70:20:10 v/viv).
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Fonte: Acervo do préprio autor.

e Fase Movel Constituida de Metanol/Acetonitrila/Tampao Fosfato 5mM
(30:55:15 v/viv)
Foi realizada uma corrida de 10 minutos. O LPSF/AC-23 foi eluido em 3,80

minutos, e o Pl em 6,15 minutos. As resolucdes dos picos ficaram boas, como se pode
observar na figura abaixo:

FIGURA 5.20: Cromatograma da corrida realizada utilizando como FM Metanol/
Acetonitrila /Tampé&o Fosfato 5mM (30:55:15 v/v/v).
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Fonte: Acervo do proprio autor.



84

Com os resultados obtidos nesta sessdo do trabalho, duas FM foram pré-
selecionadas para a continuacdo dos destes de delineamento das condigoes
cromatograficas ideais (definicdo do pH e Temperatura), a saber:

I. Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (70:20:10)
ii. Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (55:30:15)

5.6.2 Temperatura

Nesta sessdo, foram realizadas duas series de corridas: uma utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/Tampéo Fosfato 5 mM (70:20:10 v/v) e outra utilizando como
FM Acetonitrila/Metanol/Tampdo Fosfato 5 mM (55:30:15 v/v/v). Ambas as séries
cromatograficas foram feitas ja com a presenca do Pl e tiveram uma duracdo de 10
minutos. O pH da FM foi mantido em 6,0 e o fluxo em 1mL/min. Os resultados sao

mostrados na tabela 5.2:

TABELA 5.2: Variagdo do Tempo de Retencéo (TR) do LPSF/AC-23 e do Pl em funcéo da
temperatura

FM Acetonitrila/Metanol/Tampdo (70:20:10) | FM Acetonitrila/Metanol/Tampao (55:30:15)
Temperatura TR (min) TR (min) Temperatura TR (min) TR (min)

(°C) LPSF/AC-23 PI (°C) LPSF/AC-23 Pl

30 3,50 5,09 30 4,27 7,29

40 3,39 4,69 40 3,87 6,28

50 3,15 4,26 50 3,59 5,52

60 3,01 3,91 60 3,29 4,82

70 2,84 3,61 70 3,05 4,25

Fonte: Acervo do préprio autor.

Analisando-se 0s resultados obtidos na tabela 5.2, percebe-se que tanto o
LPSF/AC-23 quanto o Pl tem seus tempos de retengcdo influenciados de maneira
significativa pela mudanga no valor de temperatura do experimento e, como era de se
esperar, os tempos de retencdo sdo diminuidos a medida que se aumenta o valor da

temperatura, devido ao aumento da fluidez da FM.
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Assim sendo, a temperatura escolhida como ideal para o0 método que se estd
desenvolvendo foi 40°C, por apresentar um tempo de retencdo relativamente baixo e
ndo ser uma temperatura que venha a forcar o funcionamento do aparelho (mais

especificamente o forno) nem danificar a coluna cromatogréfica.

5.6.3 Potencial Hidrogenionico (pH)

Nesta sessdo, foram realizadas duas series de corridas: uma utilizando como FM
Metanol/Acetonitrila/Tampédo Fosfato (5mM) (70:20:10 v/v) e outra utilizando como
FM Acetonitrila/Metanol/Tampédo Fosfato 5mM (55:30:15 v/v/v). Ambas as séries
cromatograficas foram feitas ja com a presenca do Pl e tiveram duracdo de 10 minutos.
A temperatura foi mantida no valor de 40°C e o fluxo em 1mL/min. Os resultados séo
mostrados na tabela 5.3:

TABELA 5.3: Variacdo do Tempo de Retengédo (TR) do LPSF/AC-23 e do Pl em func¢éo do
pH

FM Acetonitrila/Metanol/Tampdo (70:20:10) | FM Acetonitrila/Metanol/Tampao (55:30:15)
pH TR (min) TR (min) pH TR (min) TR (min)
LPSF/AC-23 Pl LPSF/AC-23 Pl
5.0 3,34 4,69 5.0 3,82 6,19
6.0 3,43 4,88 6.0 3,87 6,23
7.0 3,46 4,88 7.0 3,89 6,36
8.0 3,46 4,94 8.0 3,91 6,42

Fonte: Acervo do préprio autor.

Analisando-se 0s resultados obtidos na tabela 5.3, percebe-se que tanto o
LPSF/AC-23 quanto o Pl ndo tem seus tempos de retencdo influenciados pela mudanca
de pH, j& que apenas pequenas alteragdes nos mesmos sdo observadas quando se muda
esse parametro. Deste modo, foi escolhido o valor de pH igual a 6,0 para o restante do

estudo.
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5.7 Determinacao do Melhor Método de Extragéo

5.7.1 Extracdo por Precipitacdo Usando Acetonitrila como Agente
precipitante

O resultado da extracdo das amostras CQB, CQM e CQA comparada com a
extracdo do plasma branco contaminado apés a extracao foi: 86,83% para o LPSF/AC-
23 e 86.56% para o PIl. O cromatograma da extracdo é mostrado na figura 5.20:

FIGURA 5.21: Cromatograma da extracdo pelo método da precipitacdo protéica
por acetonitrila. A linha preta indica o plasma branco contaminado depois da extracéo, e
a linha rosa a amostra CQM (5000ng/mL) extraida:
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37500

Fonte: Acervo do préprio autor.
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5.7.2 Extracao por Precipitacdo Usando Metanol como Agente
precipitante

O resultado da extracdo das amostras CQB, CQM e CQA comparada com a
extracdo do plasma branco contaminado apés a extracao foi: 74,80% para o LPSF/AC-
23 e 81.68% para o PIl. O cromatograma da extracdo é mostrado na figura 5.21:

FIGURA 5.22: Cromatograma da extracdo pelo método da precipitacdo protéica
por metanol. A linha preta indica o plasma branco contaminado depois da extracao, e a
linha rosa a amostra CQM (5000ng/mL) extraida.
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Fonte: Acervo do préprio autor.
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5.7.3 Extracdo por Precipitagdo Usando um Acido Forte (Acido
Tricloroacético) como Agente precipitante

Tanto o plasma branco contaminado depois da extracdo como a amostra CQM néo
conseguiram ser extraidas quando se utiliza como agente precipitante o 4acido
tricloroacético (ATA), como pode ser observado na figura 5.22:

FIGURA 5.23: Cromatograma da extracdo pelo método da precipitacdo protéica
por &cido tricloroacético. A linha preta indica o plasma branco contaminado depois da
extracdo, e a linha rosa a amostra CQM (5000ng/mL) extraida.
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Fonte: Acervo do préprio autor.
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5.7.4 Extracdo Liquido-Liquido

O resultado da extracdo das amostras CQB, CQM e CQA comparada com a
extracdo do plasma branco contaminado apés a extracao foi: 83,56% para o LPSF/AC-
23 e 79,07% para o PI. O cromatograma da extracdo é mostrado na figura 5.23:

FIGURA 5.24: Cromatograma da extracdo pelo método da extracdo liquido-
liquido utilizando acetato de etila como solvente orgénico. A linha preta indica o plasma

branco contaminado depois da extracdo, e a linha rosa a amostra CQM (5000ng/mL)
extraida.
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Fonte: Acervo do préprio autor.

Diante dos resultados acima mostrados, o melhor método de extragdo foi a
Extragdo por Precipitagdo Protéica utilizando a ACN como agente precipitante, por ser
0 método que apresentou maior taxa de recuperacdo. Este foi, entdo, o metodo de

extracéo escolhido para o decorrer deste estudo.
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5.8 Verificacédo da Seletividade do Método

Os resultados sdo mostrados nas figuras 5.25, 5.26 e 5.27 abaixo:

FIGURA 5.25: Cromatograma do plasma ndo contaminado extraido utilizando
como FM Acetonitrila/Metanol/Tampédo fosfato 5 mM (20:70:10), com fluxo de
ImL/min, temperatura de 40°C e pH 6,0. A seta vermelha indica a janela de tempo de
eluicdo do LPSF/AC-23 (3,39 minutos) e a azul a do PI (4,69 minutos).
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Fonte: Acervo do proprio autor.

Com a FM constituida por Acetonitrila/Metanol/Tampéo fosfato 5 mM
(20:70:10), percebe-se que os componentes plasmaticos eluem na janela de tempo entre
1 e 3,5 minutos e ndo conseguiu-se uma estabilizacdo adequada da linha de base. Como
0 LPSF/AC-23, para essas condi¢fes cromatograficas, tem um tempo de eluigéo de 3,39
minutos, 0s componentes plasmaticos poderiam interferir no resultado do método,

causando uma perda de seletividade. Por essa razéo, esta FM né&o foi escolhida.
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FIGURA 5.26: Cromatograma do plasma ndo contaminado extraido utilizando
FM Acetonitrila/Metanol/Tampéo fosfato 5 mM (55:30:15), com fluxo de 1mL/min,
temperatura de 40°C e pH 6,0. A seta vermelha indica a janela de tempo de eluigéo do
LPSF/AC-23 (3,87 minutos) e a azul a do PI (6,18 minutos).
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Fonte: Acervo do préprio autor

Com esta FM percebe-se que todos os componentes plasmaticos eluem na janela
de tempo entre 1 e 3,0 minutos, ndo interferindo assim com a janela de tempo de eluigéo
do LPSF/AC-23. Além disso, conseguiu-se uma estabilizacdo adequada da linha de
base. Por estas razdes, esta FM, juntamente com o0s outros parametros de pH,
temperatura e fluxo, foi escolhida como a ideal para o decorrer deste estudo .

Desta maneira, 0 tempo de retencdo do LPSF/AC-23 ficou definido em 3,80 *
0,02 minutos e o tempo de retenc¢do do Pl em 6,15 + 0,05 minutos. A figura 5.26 ilustra
um cromatograma obtido depois do delineamento de todos o0s parametros

cromatogréaficos e método de extracéo:
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FIGURA 5.27: Cromatograma da amostra CQM (5000 ng/mL) obtido depois da
definicdo de todos os parametros cromatograficos e do méetodo de extracéo:
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Fonte: Acervo do proprio autor

5.9 Determinacdo do Limite de Deteccdo e Limite de

Quantificacao Inferior

Seguindo os parametros determinados pela ANVISA, o LD foi de 40 ng/mL e o
LIQ foi de 100 ng/mL.



5.10 Verificacdo da Linearidade no Método
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Os resultados dos testes de linearidade sdo mostrados nas tabelas 5.4 e 5.5 e na
figura 5.28 abaixo:

TABELA 5.4 : Precisdo e Exatiddo da Curva Padrao

. Intra-dia Inter-dias
Concentracdo
Nominal do
LPSF/AC-23 Concentracdo D.P.R. ER  Concentracdo D.P.R ER
(ng/mL) recuperada (mediax (%) (%)  recuperada (media £ (%) (%)
D.P.) (ng/mL) (n=6) D.P.) (ng/mL) (n=6)
100 99.17 £2.97 2.99 -0.83 97.91+3.13 3.19 -2.09
250 249.19 + 14.86 5.96 -0,32 25113 +2.05 0.81 0.45
750 746,49 £ 11.08 1.48 -0.47  760.10 + 23.58 3.10 1.34
1500 1456.69 + 38.11 2.61 -2,88  1461.74 + 34.84 2.38 -2.55
3000 3008.69 + 126.59 4.20 0,28  3039.29+ 192.64 6.33 1.30
6000 6091.48 + 201.60 3,30 152 5966.63 + 156.38 2.62 -0,55
10000 9750.31 + 311.42 3,19 -2.49  10052.28 £ 279.60 2,78 0,52
¥ RE (%) -5.19 -1.58

Fonte: Acervo do préprio autor.
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FIGURA 5.28: Curva padrédo obtida pela injecdo de solugdes extraidas de plasma
contaminado nas concentragdes de 100, 250, 750, 1500, 3000, 6000 E 10000 ng/mL.
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Fonte: Acervo do préprio autor.

TABELA 5.5: Equacdo da reta, coeficiente de correlacdo e coeficiente de

determinacéo da curva de calibracdo representada na figura 5.28.

Equacéo da reta r r

Y =8.509761X -0.2282796 0.9991388 0.9982784

Fonte: Acervo do préprio autor.

O coeficiente de correlagéo linear variou de 0,9937 a 0,9991 e o coeficiente de
determinacéo de 0,9874 a 0,9982, demonstrando assim que o método possui uma boa
relacdo de linearidade.
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5.11 Recuperacao do Metodo

A recuperacdo média para as concentragdes individuais e a recuperacdo media
geral do LPSF/AC-23 e do Pl s&o mostradas na tabela 5.6:

TABELA 5.6: Recuperagédo do LPSF/AC-23 e do Padréo Interno

Concentrago LPSF/AC-23 Padrdo Interno
plasmatica  ~Recineracio Média Recuperacao Média
(ng/mL) % (n=5) % (n=15)

CQB 300 9863 0 -
CQM 5000 9231 ae-
CQA 8000 881 -
Pl 6000 e 89,67
Média Geral 92,25 89,67

Fonte: Acervo do préprio autor.

Os resultados mostram que a tanto o analito como o Pl sdo extraidos de maneira
muito satisfatdria da matriz organica (recuperacdo em torno de 90% para ambos)
guando se usa 0 método da Precipitacdo protéica com ACN como agente precipitante,
confirmando os resultados obtidos nos testes para definicdo do melhor método de

extragéo.



5.12 Precisado e Exatiddo do Método

Os resultados dos testes de Precisdo e Exatiddo estdo expressos na tabela 5.7:

TABELA 5.7: Precisdo e Exatiddo na Quantificagcdo do LPSF/AC-23

Concentracéo
Nominal
LPSF/AC-23
(ng/mL)
100
300

5000

8000

Intra-dia (n=8)
Concentragéo
recuperada (media £
D.P.) (ng/mL)
100.51 + 14.96
291.97 + 6.68

4894.01 + 223.27

8613.94 + 278.57

D.P.R
(%)
14.88
2,28
4.56

3,23

Fonte: Acervo do préprio autor.

ER
(%)
0.51
-2,67
-2.11

7.67

Inter-dias (n=8)
Concentragéo
recuperada (media £
D.P.) (ng/mL)
100.98 + 16.70
289.51 + 16.37

4850.33 + 153.45

8466.96 + 414.40

D.PR
(%)
16.53
5.65
3.16

4.89

96

ER
(%)
0.98
-3.49
-2.99

5.83

Os resultados mostram que o método desenvolvido é preciso e exato, pois 0s

valores de desvio padrdo relativo (DPR) e Erro Relativo (ER) ficaram abaixo de 20%

para o Limite inferior de quantificacdo (100 ng/mL) e 15% para as concentracfes
Controle de Qualidade Baixa (300 ng/mL), Média (5000 ng/mL) e Alta (8000 ng/mL),
obedecendo assim os parametros preconizados pela ANVISA.
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5.13 Determinacéo da Estabilidade do Analito na Matriz Bioldgica

e nas Solugdes-Padrao

Os resultados para os testes de estabilidade sdo mostrados na tabela 5.8:

TABELA 5.8: Estabilidade do LPSF/AC-23 no plasma de ratos Wistar e nas Solucoes-
Padrdo sob diferentes condi¢des de estocagem

Concentracdo Nominal

Testes de Estabilidade (n=5) COB (300 ng/mL) COA (8000 ng/mL)

Congelamento e Descongelamento

Concentracéo inicial (recém-preparada) 289.34 + 2.48 9011.09 £ 251.77
Concentracéo final (ap6s 3° ciclo) 278.78 +11.18 8830.27 + 185.90
Variagédo (%) -3.64 -2,00
Curta Duracéo

Concentracdo inicial (recém-preparada) 273.80 £ 6.09 8624.19 + 85.88
Concentracéo final (ap6s 6 horas) 270.00 + 10.57 8549.83 £ 109.76
Variagéao (%) -1.38 -0.86
Longa Duragéo

Concentragéo inicial (1° dia) 290.16 £ 6.93 9008.30 + 95.80
Concentracao final (30° dia) 283.20 + 6.49 8373.07 £ 187.81
Variagédo (%) -2.39 -7.05
Solucgbes-Padrdo em Acetonitrila (apos

6 horas)

Variagao (%) -9,31 -8,38

Os resultados mostram que o LPSF/AC-23 é estavel no plasma de ratos Wistar
sobre diversas condicdes de armazenagem e temperatura, pois a porcentagem de
variacao apresentou um valor bem pequeno.

O analito também ¢é estavel na solucdo padrdo de ACN por um periodo de 6 horas,

pois a variagdo entre a quantidade inicial e final ficou abaixo de 15%.
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VI — DISCUSSAO E CONCLUSOES

6.1 Fase de Pre-Validacdo do Método: Definicdo das Condigdes
Cromatograéficas Ideais, Melhor Método de Extracao e Estabilidade do

Analito

A “Definicdo das Condi¢des Cromatograficas Ideais” juntamente com a
“Preparacdo da Amostra” sdo com certeza as etapas mais demoradas e trabalhosas
quando se fala em validacdo de métodos bioanaliticos (HERNANDES-BORGES et
al., 2007; ERNY & CIFUENTES, 2006; GILAR, 2001). Séo etapas que, se ndo
muito bem delimitadas e estudadas, induzem a uma grande variabilidade dos dados
(erros), inviabilizando por vezes a continuidade do estudo. Assim sendo, 0s parametros
estudados para o delineamento das condi¢bes cromatogréaficas ideais serdo discutidos

nos proximos paragrafos.

Segundo o estudo realizado por Misl’anova & Hutta em 2001, varios tipos de FM
foram testadas e, se observou experimentalmente que todas as FM foram capazes de
eluir 95% das proteinas plasmaticas ndo extraidas em até trés minutos. Baseando-se
nisto, alterou-se a composicdo das FMs e os parametros experimentais de fluxo,
temperatura e pH até se obter um tempo de retencdo para o analito e Pl que fosse 0 mais
reduzido possivel, mas que ndo tivesse interferéncia com os componentes enddgenos da

matriz biologica.

Os solventes utilizados para composi¢do das FMs foram a ACN e o metanol em
propor¢oes diferentes com um tampao fosfato. Esses solventes séo os de escolha quando
se fala em analise de farmacos em sistemas cromatograficos (LANCAS, 2009; BEDOR,
2007; MEYER, 2004). Neste contexto, o primeiro ponto a ser observado pelos
resultados obtidos na sessdo 5.6.1 deste trabalho, € que o TR do LPSF/AC-23 ¢
diretamente proporcional a quantidade de dgua presente na FM, a ponto de que, se for
utilizada uma FM em que a metade de sua composicdo seja tampéo fosfato, o mesmo
pode demorar mais de sessenta minutos para ser eluido (Figura 5.8). Isso evidencia que
0 composto realmente tem grande afinidade por fases organicas (apolar) e pouca

afinidade por sistemas aquosos, corroborando os resultados encontrados nos testes de
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solubilidade e obtencdo dos descritores da molécula (LogP = 5.51) (CHEMAXON,
2011).

Outro ponto relevante é que, se for comparado a influéncia dos solventes
organicos Metanol e ACN na forca de eluicdo da FM, observa-se que o Gltimo influi de
maneira mais acentuada este parametro, aumentando-a, pois quando se observa os dados
obtidos entre as FMs constituidas de Metanol/Tampdo fosfato (50:50 v/v) e
ACN/Tampao fosfato (50:50 v/v), o LPSF/AC-23 ¢ eluido no intervalo de 60 minutos
(mais precisamente aos 39,55 min.) quando se utiliza a FM com ACN (Figura 5.9), o
que ndo acontece quando utiliza-se a FM com Metanol (Figura 5.8). Este fato
novamente vem de encontro com o resultado encontrado na sessdo 5.2 deste trabalho,
onde se observa que o LPSF/AC-23 tem uma maior solubilidade em ACN do que em

metanol.

O fluxo do ensaio foi fixado em 1 mL/min, alterando-se entdo 0s outros
parametros cromatograficos para se atingir um TR e simetria dos picos do analito e PlI
satisfatorios. Esse valor foi escolhido por se tratar de um fluxo muito utilizado em
ensaios bioanaliticos envolvendo substancias com estruturas moleculares parecidas com
0 LPSF/AC-23 (SUN et al., 2009; UCHOA et al., 2008; SUN et al., 2006; HRUSKA &
FRYE, 2004; RADHAKRISHNA et al., 2002; TAKENAGA et al., 1995).

A temperatura, como era de se esperar, tem uma importante influéncia no TR do
analito e PI. A medida que se aumenta a temperatura, 0 TR de ambos diminui (tabela
5.2). Isto é devido a uma diminuicdo da viscosidade da FM, fazendo com que aja assim
uma menor resisténcia da passagem da mesma pela coluna cromatografica. Outro fato
importante com relacdo a analise desse parametro, é que somente na temperatura de
70°C foi encontrado sinais de degradagcdo do LPSF/AC-23 (evidenciada pela
diminuicdo da &rea e altura do pico do analito e presenga de outro pico); nas demais
temperaturas, o analito se mostrou estavel as mudangas de calor. Neste contexto, a
temperatura escolhida foi de 40°C. Primeiramente por proporcionar TR baixos tanto do
analito quanto do PI, segundo ser uma temperatura que ndo sobrecarrega o0
funcionamento do forno e, terceiro, por se tratar de uma temperatura empregada na
analise quantitativa de outros compostos de estrutura parecida em matrizes plasmaticas
(TAKENAGA et al., 1995).
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Analisando-se o parametro “pH”, conclui-se que tanto o LPSF/AC-23 quanto o Pl
se comportam como bases fracas, pois a medida que o valor de pH diminui, o tempo de
retencdo de ambos também diminui (tabela 5.3), confirmando o resultado encontrado
por Silva em 2011 em relacdo ao PI. Isso é devido ao maior grau de ionizacdo das duas
moléculas e, consequentemente, a diminuicdo da afinidade de ambas pela FE apolar
(SYCORA et al., 2002). Mas, apesar da confirmacdo de que o analito e o Pl tém uma
natureza bésica, o pH ndo influencia de maneira acentuada o TR das duas substancias
(tabela 5.3), pois a faixa de pH estudada (8.0 a 5.0) passou pelo pKa do LPSF/AC-23.
Se fossem observadas grandes alteragdes nos TR, principalmente em valores proximos
ao pKa, poder-se-ia afirmar que a molécula sofre uma grande influéncia desse

parametro, fato que nio ocorreu (SYCORA et al., 2002).

Com relagdo a “Definicdo do Melhor Método de extragdo”, analisando os
resultados percebe-se que os dois métodos empregados (Precipitacdo Protéica e
Extracdo Liquido-Liquido) podem ser empregados por demonstrarem uma excelente
porcentagem de recuperagdo do analito, mas no primeiro deve-se atentar para a escolha
do agente precipitante.

Se for utilizado acetonitrila para tal funcdo, os resultados sdo muito satisfatorios
(86% de recuperacdo do LPSF/AC-23 e PI), confirmando os dados encontrados em
trabalhos anteriores para essa classe de molécula (tiazolidina e/ou tiazacridina) onde as
porcentagens de recuperacao do analito variaram de 78,5 a 113,8 (UCHOA et al., 2010;
HE et al., 2007; SUN et al., 2006; XU et al., 2005; HRUSKA & FRYE, 2004,
JAYEWARDENE et al., 1997).

Quando se utiliza metanol como agente precipitante os resultados também s&o
satisfatorios, embora ligeiramente inferior a recuperacdo obtida quando se usa ACN
como agente precipitante (74,80% de recuperacdo do LPSF/AC-23 e 81,68% de
recuperacdo do PI). Quando se compara este resultado ao de outros trabalhos que
utilizaram metanol como agente precipitante percebe-se que os dados séo praticamente
iguais aos obtidos por Uchoa e colaboradores em 2008 (recuperagédo do analito de 74%),

e é superior do valor obtido por Silva em 2011 (recuperagéo de 66,63%).

Ja quando se utiliza um acido forte (&cido tricloroacético) como agente
precipitante, tanto o LPSF/AC-23 quanto Pl ndo sdo extraidos nem na amostra e nem no

padrdo. Analisando os resultados, pode-se supor que 0 acido deve ter degradado o
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LPSF-AC23 e o PI, pois nem nos padrées contaminados depois da extracdo foram
encontrados vestigios das duas substancias. Isso vem de acordo com que afirma Gilar et
al (2001) em seu estudo de reviséo sobre as etapas de preparacdo de amostras. O autor
afirma que a utilizacdo de acidos fortes como agentes precipitantes pode levar a uma
incompatibilidade com varios tipos de analitos, principalmente aqueles que se
comportam como bases fracas ou que séo influenciados por mudancgas de pH. Outro
dado contrério a escolha desde método é a grande quantidade de substéncias plasmaéticas
extraidas (como se pode observar na Fig. 5.22). Idealmente, os melhores resultados
qguando se analisa e eficacia de um método de extracdo é o éxito na extracdo da maior
quantidade do analito e a ndo extracdo, ou a menor extracdo possivel dos componentes
enddgenos da matriz bioldgica. Neste contexto, para analise do LPSF-AC23 o método
de extracdo por precipitacdo protéica usando &cido tricloroacético como agente

precipitante ndo deve ser empregado.

A Extracdo Liquido-Liquido é outro método que apresentou uma recuperacao
muito boa (83,56% para o LPSF/AC-23 e 79,07% para o Pl) e também pode ser
utilizado. Esse resultado é muito parecido com o encontrado por Sun et al em 2009
(recuperacdo média de 85,53%) e bem superior ao encontrado por Kolte et al em 2003
(recuperacdo de 60%). Neste trabalho o método da ELL ndo foi utilizada por empregar
um maior nimero de etapas na preparacdo das amostras (evaporacao das amostras sob
nitrogénio e posterior ressuspensdo das mesmas) demandando assim mais tempo para a

realizacdo da analise.

Nesse estudo ndo foi realizado testes de Extragdo em Fase Solida, por ser um
método com um custo mais elevado. Entdo, para que se possa saber qual é o melhor
método de extragdo para esta molécula (LPSF/AC-23) e se tenha resultados definitivos,
é sugerido que, em outra oportunidade, seja feito os testes de EFS e seu resultado seja
comparado aos encontrados neste trabalho.

Ainda com relacdo aos testes de extracdo, através da analise do resultado de
plasmas extraidos ndo contaminados com o analito, pode-se definir qual a FM seria
realmente empregada. Com a FM constituida por Acetonitrila/Metanol/Tampéo fosfato
5 mM (20:70:10), percebe-se que os componentes plasmaticos eluem na janela de
tempo entre 1 e 3,5 minutos e ndo conseguiu-se uma estabilizacdo adequada da linha de

base (figura 5.24). Como o LPSF/AC-23, para essas condi¢des cromatograficas, elue em
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3,39 minutos, os componentes plasmaticos poderiam interferir no resultado do metodo,
causando uma perda de seletividade. Ja& com a FM constituida por
Acetonitrila/Metanol/Tampédo fosfato 5 mM (55:30:15), percebe-se que todos o0s
componentes plasmaticos eluem na janela de tempo entre 1,0 e 3,0 minutos, nédo
interferindo assim com a janela de tempo de eluicdo do LPSF/AC-23 que nestas
condicBes cromatogréficas elue em 3,87 minutos. Além disso, conseguiu-se uma
estabilizagcdo adequada da linha de base. Por estas razfes, esta FM, juntamente com o0s
outros parametros de pH, temperatura e fluxo, foi escolhida como a ideal para o
decorrer deste estudo. Deste modo, através do delineamento dos parametros
cromatograficos como composicdo da fase movel, pH, temperatura e fluxo, conseguiu-
se que os picos gerados pelo LPSF/AC-23 e padréo interno fossem simétricos e isentos
de interferéncias, com todos os constituintes endogenos detectaveis da matriz bioldgica
eluindo antes de 3,5 minutos, ndo interferindo, assim, na quantificacdo do composto

pesquisado e mostrando que o método desenvolvido apresenta boa seletividade.

Com relagdo a estabilidade do LPSF/AC-23 na matriz bioldgica utilizada neste
estudo, os resultados demonstraram que o analito é estavel em diversas condi¢des de
armazenagem e temperatura, pois variagdes sempre menores que 15% em relacdo a
concentragdo inicial foram encontradas para os testes de “Congelamento e
Descongelamento” (variagdo maxima de -3,34%), “Curta Duracdo” (variagdo méxima
de 1,38%) e “Longa Duragdo” (variagdo maxima de 5,11%).

Ja com relacdo a estabilidade do LPSF/AC-23 nas solucGes-padrdo em ACN, 0s
resultados também comprovam a estabilidade do mesmo nestas solugbes, pois, a
variacdo maxima em relacdo a concentracdo inicial foi de -9,31%, novamente, abaixo de
15%, como preconiza a ANVISA.

Baseando-se nisto, pode-se concluir que tanto o LPSF/AC-23, quanto o padrdo
interno utilizado neste estudo mantiveram suas caracteristicas durante todo o periodo
estudado, demonstrando, portanto, baixo teor de degradacdo nas condicdes de analises

em que foram realizados 0s experimentos.

E necessario enfatizar que os resultados aqui obtidos dizem respeito a estabilidade
do analito somente nas condic¢des estudadas e somente na matriz bioldgica estudada, no
caso, o0 plasma de rato da espécie Wistar, ndo podendo 0s mesmos serem extrapolados
para outras matrizes bioldgicas e condigdes de temperatura e armazenamento diferentes

das estudadas na sessdo 5.13.
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6.2 Fase de Validacdo do Método: Verificagdo da Linearidade,

Recuperacao, Preciséo e Exatidao

Os resultados obtidos na sessdo 5.10 deste trabalho mostraram que o coeficiente
de correlacdo linear e o coeficiente de determinacdo das curvas de calibragdo variaram
de 0,9937 a 0,9985 e de 0,9874 a 0,9971, respectivamente. Ambos acima do limite de
0,98 determinado pela ANVISA, demonstrando assim que 0 método € linear na faixa de

concentracdo de 100 ng/mL a 10.000 ng/mL.

O método desenvolvido obteve uma excelente recuperacdo tanto do LPSF/AC-23
quanto do PI. O primeiro teve uma recuperacdo média de 92,25% e o0 segundo 89,67%,
resultados até um pouco superiores aos encontrados nos testes de pré-validacdo quando
se foi definido o melhor método de extragdo, mostrando que a metodologia
desenvolvida realmente consegue recuperar quase todo o analito e PI que foi usado para
contaminar a amostra, fato muito relevante para 0s ensaios posteriores de

farmacocinética in vivo.

Ao se analisar os resultados da sessdo 5.12, observa-se que o método
desenvolvido € preciso e exato dentro da faixa de concentracdo da curva de calibracdo
(100 — 10.000 ng/mL), pois os valores do Desvio Padrdo Relativo e Erro Relativo
ficaram sempre abaixo de 20% para a amostra Controle de Qualidade na concentracédo
do LIQ e inferior a 15% para as concentra¢fes CQB, CQM e CQA, atingindo assim o é
preconizado pela ANVISA.

O método também demonstrou uma boa reprodutibilidade dos resultados em todas
as analises realizadas, se mostrando, portanto, um método robusto frente as possiveis

interferéncias que possam existir de um dia para o outro.

6.3 Aspectos Gerais do Meétodo

Por se tratar de uma molécula inédita, ndo ha como comparar diretamente 0s
aspectos e parametros deste meétodo com os de outros métodos ja validados, mas, pode-
se comparar os resultados obtidos com trabalhos que utilizaram moléculas semelhantes
ao LPSF/AC-23, como tiazacridinas e tiazolidinadionas. Seguindo este raciocinio,

Jayewardene e colaboradores em 1997 desenvolveram e validaram um método para a
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determinacéo de uma pirazoloacridina com atividade antitumoral em plasma humano. O
TR obtido por eles foi de 13,7 + 0,5 minutos para o analito. Quando se compara 0 TR
do LPSF/AC-23 (3,80 £ 0,02 minutos) e do Pl (6,15 £ 0,05 minutos) no método aqui
desenvolvido e validado percebe-se que neste trabalho o método desenvolvido é

praticamente duas vezes mais rapido.

Se for comparado o tempo de analise total do método aqui desenvolvido (menos
de 7 minutos) com o de outros trabalhos para a quantificacdo de tiozolidinadionas em
plasma de ratos ou humanos, novamente o primeiro leva vantagem, a saber: 25 minutos
(KOLTE et al., 2003), 12 minutos (SUN et al., 2009), 11 minutos (SUN et al., 2006), 9
minutos (SRIPALAKIT et al., 2006), 8 minutos (HE et al., 2007) e 7,5 minutos
(UCHOA et al., 2008). Isso em analise cromatogréafica significa economia de tempo
(possibilitando assim que analises em bateladas (high-throughput) possam ser feitas),
economia de material e também menor tempo de exposicdo do analito aos processos de

degradacéo.

Outro aspecto importante é que o método desenvolvido neste trabalho utiliza um
pequeno volume de plasma para a realizacdo das analises (100 uL), fato bastante
relevante ja que, nos estudos de farmacocinética envolvendo pequenos roedores, pouca
quantidade de amostra da matriz bioldgica (plasma) € geralmente obtida dificultando
assim a realizacdo das analises. Se comparado com o volume de plasma utilizado em
outros trabalhos envolvendo moléculas semelhantes, a quantidade de amostra aqui
utilizada é dez vezes menor (SRIPALAKIT et al., 2006; KOLTE et al., 2003), duas
vezes e meio menor (JAYEWARDENE et al., 1997) e duas vezes menor (HE et al.,
2007), mostrando novamente ser um método bem vantajoso e permitindo assim que um
namero grande de analises possam ser feitas com uma pequena quantidade de material

bioldgico.

Considerando o potencial terapéutico desta molécula, o método aqui desenvolvido
e validado, por autorizar uma determinagédo direta do LPSF/AC-23 no plasma, podera
ser usado no futuro para a realizacdo dos estudos de farmacocinética in vivo em modelos
animais, fato que se faz necessario para a obtencdo de pardmetros farmacocinéticos
importantes como velocidade de absorcdo, efeito de primeira passagem hepética,
concentracdo plasmatica maxima, tempo de meia vida de eliminacdo, etc, que possam

prever o comportamento entre este composto bioativo e o organismo humano.
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Finalmente, espera-se que este estudo, por ser parte das etapas envolvidas na
cadeia produtiva de farmacos e outros insumos estratégicos para a salde, possa
contribuir para a aquisicdo, no futuro, da patente de um novo agente antitumoral,
angariando recursos financeiros para esta instituicdo de ensino e ajudando a diminuir o

sofrimento de milhares de pessoas.
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ANEXO

Anexo A: Folha de Aprovacdo do Projeto pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 01 de margo de 2010
Oficio n°® 243/10

Da Comissao de Etica em Experimentacéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Maria Bernadete de Sousa Maia

Departamento de Fisiologia e Farmacologia — CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 024804/2009-62

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO
PARA DETERMINACAO QUANTITATIVA DE UM DERIVADO TIAZOLIDINICO (5-ACRIDIN-
9-ILMETILENO-3-(4-FLUOR-BENZIL)-TIAZOLIDINA-2,4-DIONA) coM ATIVIDADE
ANTITUMORAL EM PLASMA DE RATOS WISTAR".

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliacéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,
Observagéo: (e e, - 0
Origem dos animais: Biotério do Departamento / W dea S Spuag |OuSo~
de fisiologia e farmacologia; Profa. Maria Tefesa Jansem
Animais: Ratos Wistar; machos e fémeas; Presidente doCEEA
Numero de animais previsto no protocolo: 16 uFPE

CCB: Integrar para desenvolver



