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RESUMO

DESAFIOS NA ANALISE DE BENZOFENONAS EM LEITE MATERNO POR
INJEC}AO DIRETA DE AMOSTRAS USANDO CROMATOGRAFIA LIQUIDA
HIFENADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA.

Como solucao ao paradigma de obtencdo de maxima eficiéncia em menor tempo de
andlise, separacdes no ambito da Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC)
acoplado a espectrometria de massas (MS/MS) tém sido exploradas com sucesso. O
maior problema ainda reside, no entanto, no preparo de amostras que além de
provocar perda de tempo, gera residuo e demanda grandes volumes de solventes
organicos. Métodos por injecdo direta de amostras com o intuito de atender a
demanda por métodos mais eficientes e com menor geragcdo de residuos tém sido
eficientemente usados para andlises por LC-MS/MS. O presente trabalho descreve
guestBes e desafios na quantificacdo de trés benzofenonas em leite materno por
injecao direta de amostra usando colunas de fases de acesso restrito (RAM). Perante
as informacdes obtidas um método para determinacdo de 2,4-dihidroxibenzofenona
(BP-1), 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) e 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona-
sulfénico (BP-4) em leite materno foi proposto. Considerando a complexidade da
matriz por sua composicao, principalmente de proteinas, lipideos e oligossacarideos
a extracdo dos analitos de interesse torna-se bastante desafiadora para o
desenvolvimento de métodos analiticos quantitativos. Decidiu-se adotar a abordagem
de injecdo direta, utilizando colunas de meios de acesso restrito preparadas pela
imobilizacdo de albumina de soro bovino (RAM-BSA). Os resultados dos niveis de
exclusédo de proteina foram superiores a 82% para trés aliquotas diferentes (n = 3).
Os estudos de efeito de matriz, eficiéncia do processo e recuperacdo ndo foram
satisfatorios devido a forte interacdo dos analitos com as fases RAM-BSA e também
ao efeito memoria. O preparo de amostra por precipitacdo de proteina foi avaliado
como prova de conceito, porém o efeito memoria permaneceu mesmo quando foram
utilizadas diferentes colunas analiticas, modos de eluicdo diferentes, e leite bovino
como matriz, indicando a contaminag&o do sistema cromatografico e impossibilitando
a validacdo do método. A triagem de amostras de leites maternos por LC-HRMS
obtidos de 26 diferentes nutrizes permitiu a identificagdo da BP-1, BP-3 e BP-4 em

88% das amostras analisadas.
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ABSTRACT

CHALLENGES IN THE ANALYSIS OF BENZOFENONAS IN BREAST MILK BY
DIRECT SAMPLE INJECTION USING HIFENATED LIQUID CHROMATOGRAPHY
TO MASS SPECTROMETRY.

As a solution to the paradigm of achieving maximum efficiency in a shorter analysis
time, Ultra High-performance Liquid Chromatography (UHPLC) coupled to mass
spectrometry (MS / MS) have been successfully explored. The biggest problem still
liesin sample preparation which causes waste of time and generates residue,
demanding usually high use of organic solvents. Methods by direct injection of samples
furnishes more efficient and greener approaches and have been efficiently used for
LC-MS/MS analysis. The present work describes the challenges involved in the
quantification of three benzophenones in breast milk by direct injection of the sample
using albumin serum bovine restricted access phases (RAM-BSA). This work
describes the results obtained for the determination in breast milk of 2,4-
dihydroxybenzophenone (BP-1), 2-hydroxy-4-methoxybenzophenone (BP-3) and 2-
hydroxy-4-methoxybenzophenone sulfonic acid (BP-4). . The results of obtained
showed protein exclusion levels greater than 82% for three different aliquots (n = 3).
The studies of matrix effect, process efficiency and recovery were not satisfactory due
to strong interaction of analytes with the RAM-BSA phases and also to memory effect.
Sample preparation by precipitation of protein was used as a proof of concept but the
memory effect remained even when we used different analytical columns, different
elution modes, and bovine milk as a matrix, indicating contamination of the
chromatographic system and making it impossible for the validation of the method. The
screening of breast milks samples by LC-HRMS obtained from 26 different mothers

allowed the identification of BP-1, BP-3 and BP-4 in 88% of the analyzed samples.
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Introducao

Quando estiver em dificuldades

E pensar em desistir,

Lembre-se dos obstaculos que ja superou.
OLHE PARA TRAS.

Charles Chaplin — Olhe - Primeira estrofe


https://www.pensador.com/autor/charles_chaplin/

1. INTRODUCAO

1.1. Poluentes organicos como interferentes enddcrinos

Interferentes enddcrinos, por definicdo, sdo substancias naturais ou
sintéticas que podem modificar a atividade hormonal em organismos vivos. Também
podem ser considerados como agentes exdgenos, que alteram uma ou varias funcdes
do sistema enddcrino, como sua estrutura, causando efeitos nos hormonios naturais
do corpo, responsaveis pela reproducdo, manutencdo, desenvolvimento e
comportamento dos organismos -3,

Os interferentes enddcrinos podem alterar tanto o sistema feminino
como o masculino, podendo se comportar de duas formas, como estrogénio
(responséveis pelo desenvolvimento e fungbes reprodutivas do sistema feminino) e
androgénio (responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas masculinas) 2.

O numero de pesquisas sobre a possivel relacéo entre a exposi¢cao dos
seres Vivos a estes tipos de substancias exdgenas, abrangendo malformacdes de
orgdos reprodutivos, disfuncdo sexual, menarca precoce e cancer tem aumentado
bastante nos ultimos anos .

A industria quimica apresentou muitos avancos no século XX, gerando
melhorias para qualidade de vida. InUmeros compostos e materiais surgiram para
abranger todas as necessidades do ser humano. Entretanto, essa evolugdo na
industria expds os humanos a uma ampla variedade de compostos xenobiéticos que
podem causar efeitos negativos a salde 8.

Diversas classes de substancias afetam o sistema endocrino, tal como:
pesticidas, ftalatos, bisfenol A e seus derivados clorados, medicamentos em geral,
entre outros °. Tem sido demonstrada a presenca de alguns desses interferentes
endocrinos em produtos de cuidados pessoais (PCPs) incluindo os cosmeéticos,
produtos domésticos, entre outros . Grandes quantidades de PCPs sdo usadas
diariamente em atividades humanas, sendo a maioria usada diretamente na pele,
onde podem ser metabolizados, bioacumulados e/ou excretados 0-12,

InUmeras pesquisas investigam se o0s interferentes endocrinos
absorvidos pelo corpo humano, através de alimentos, agua, pele ou ar estdo

diretamente relacionados ao desenvolvimento do cancer de mama 1315



Pesquisadores sugerem que a exposicdo pode ser através da pele, devido a
aplicacoes regulares de cosmeéticos em longo prazo com atividade estrogénica na
area dos seios e axilas, onde podem ser absorvidos e acumulados em tecidos
subjacentes 141617,

Dentro da ampla quantidade de PCPs utilizados no dia a dia, os filtros
ultravioleta (UV) se destacam. A constante exposi¢cdo a luz solar causa grandes
problemas na saude, e assim 0 uso de cosmeéticos com esses filtros aumenta de forma
continua 8

Os filtros ultravioleta sdo substancias que absorvem radiacdes UVA
(315-400 nm) e/ ou UVB (280-315 nm). A radiacdo UVA pode penetrar profundamente
na pele causando seu envelhecimento prematuro. A radiacdo UVB, comparada a
UVA, é menor em proporcdo, porém é mais ativa e capaz de causar queimaduras
solares, é responsavel por induzir danos ao DNA e causar cancer de pele 1°-21,

Além de serem utilizados em protetores solares, os PCPs séo
encontrados também em cremes faciais, produtos poés-barba, formulacdes de
maquiagem, batons, xampus, materiais de embalagem plastica, entre outros 8. Os
filtros UV sao adicionados aos produtos de cuidados pessoais em concentracdes de
até 10% 2422, Apesar de suas propriedades benéficas, evitando queimaduras e lesées
cutaneas devido a exposicdo ao sol, que eventualmente podem levar ao cancer de
pele, alguns filtros UV prejudicam o sistema endécrino de mamiferos 2223, Portanto,
para alcancar um 6timo compromisso entre protecao adequada e efeitos minimos para
0S usudrios, os compostos que podem ser usados como filtros UV em cosméticos,
bem como suas concentracfes maximas permitidas, foram regulamentados pela
legislacdo em vigor em cada pais 2*.

Baseado na composicéo, os filtros UV podem ser classificados em dois
grupos: organicos (ou quimicos) e inorganicos (ou fisicos). Os filtros inorganicos
abrangem particulas minerais, como TiO2 e ZnO, e funcionam pela reflexdo e
espalhamento da luz UV na pele. Os filtros organicos na maioria das vezes possuem
estruturas aromaticas que podem absorver a radiacéo UV °.

As estruturas moleculares de compostos organicos utilizados em alguns

filtros UV estao listadas na Tabela 1.1.



TABELA 1.1: Exemplos de compostos organicos utilizados em filtros UV em produtos
cosméticos, agrupados de acordo com sua estrutura quimica e denominados de acordo com
o INCI (Nomenclatura Internacional para Ingredientes Cosméticos). (Adaptado de
CHISVERT e colaboradores 24%),
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Entre os filtros solares orgéanicos, destaca-se a familia das benzofenonas
(BPs) que consistem em 12 compostos principais, denominados de 2,4-di-
hidroxibenzofenona (benzofenona-1, BP-1), 2-hidroxi-4-metoxibenzofeno
(benzofenona-3, BP-3) e outras menos conhecidas como 2-hidroxibenzofenona (2-
OH-PA), 3-hidroxibenzofenona (3 -OH-PA) e 4-hidroxibenzofenona (4-OH-PA) 1418,
Ha evidéncias que os filtros UV a base de benzofenonas podem afetar o sistema
enddcrino. Estudos in vitro mostraram que as BPs estimulam a proliferacdo da

linhagem de cancer de mama MCF-7 devido a sua atividade estrogénica 26-28,

1.2. Benzofenonas e seus efeitos no corpo humano

Os derivados das benzofenonas s&o bastante empregados como
absorvedores de radiacdo UV. A 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona-sulfénico (BP-4) e a
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) sado utilizadas na Unido Europeia como filtros
solares em concentracdes maximas de 5% e 10%, respectivamente 2°. Em outros
paises € permitido a utlizacdo da 2,4-diihidroxibenzofenona (BP-1), 2,2,4,4 -
tetraidroxibenzofenona (BP-2) e 2,2'-didroxi-4,4'-metoxibenzofenona (BP-6) em
protetores solares 230, Além dos compostos citados acima, a 2,2-diidroxi-4-
metoxibenzofenona (BP-8), pode ser usada como fotoestabilizador em muitos outros
produtos de cuidados pessoais como, xampus e tinta de cabelo. Também é utilizada
em roupas e plasticos para recipientes de alimentos, entre outros 3. A Tabela 1.2
mostra as estruturas quimicas e algumas propriedades de relevancia para uma série

selecionada de benzofenonas.



TABELA 1.2. Estruturas e propriedades quimicas de algumas benzofenonas (Adaptado de
NEGREIRA e colaboradores ).

NOME MASSA
ABREVIADO ~ MOLECULAR ESTRUTURA pKa Log Kow
(g/mol)
OH 0
BP-1 214.2 S 7,53 3,17
HO =
OH O  OH
HO = 0H
OH O
H,CO =4
OH 0]
\ -
BP-4 308,3
H4CO = 0,70 0,89
SO4H
OH 0
BP-6 274,3 = 6,80 4,10
H;CO = OCH,
OH 0  OH
BP-8 2442 2 6,99 3,93
0cH,

* Kow: coeficientes de particdo octanol/agua

A biotransformacéao das BPs pode levar a derivados mais ativos e / ou

toxicos do que as formas originais. Foi proposto pela primeira vez por Okereke e

colaboradores 32 o0 padrdo de biotransformacéo para a BP-3 em ratos, formando a BP-

1 e BP-8 (2,2-diidroxi-4—metoxibenzofenona) como metabdlitos. A benzofenona BP-

1, por sua vez, leva a THB (2,3,4-triildroxibenzofenona). Foi proposto por esses

autores que a BP-3 é O-desalquilada no grupo metoxi do anel A para formar BP-1,

este é hidroxilado no mesmo anel na posicédo 3 para formar THB), enquanto BP-8 &

formado por hidroxilacdo do anel B da BP-3 na posicdo 2 24, Figura 1.1. Outras BPs,

tais como 4-OH-BP (4-hidroxibenzofenona) também sdo metabdlitos da BP- 3 2.
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FIGURAL.1. Biotransformagé&o da benzofenona 3 (Adaptado de CHISVERT e colaboradores
24).

A BP-3 é a mais utilizada em produtos de cuidados pessoais, portanto,
a mais importante desta familia de compostos. Semelhante a muitos outros filtros UV,
a BP-3 é uma cetona aromatica, capaz de absorver radiacdo UVA e UVB, é
fotoestavel, lipofilica (log Kow = 3,79), e potencialmente bioacumulativa 3334,
Comparada com outros filtros UV, a BP-3 pode penetrar em camadas mais profundas
da pele, devido seu tamanho pequeno 213536,

Nos homens, a exposicao a esses produtos esta associada a problemas
de capacidade reprodutiva, testicular e cancer de préstata. Nas mulheres, a funcéo
endocrina anormal pode ser associada ao aumento do risco de endometriose,
reproducao, deficiéncias dos ovAcitos e cancer relacionando com o sistema enddcrino.
A exposicao a esses produtos na infancia pode acarretar, ao mal desenvolvimento
neurolégico e reprodutivo, ou cancer no futuro 12.

Embora as BPs estejam normalmente presentes em ecossistemas
aquaticos e exibem bioacumulagdo em invertebrados e peixes 22333738 & possivel
também encontrar as BPs em fluidos e tecidos humanos que néo estéo diretamente
ligadas a exposicdo ambiental 3339,

KANG e seus colaboradores 4° avaliaram concentracdes de seis
derivados de BPs, coletadas de 1576 amostras de urina da populacdo sul-coreana
entre 6-89 anos. As analises das benzofenonas (BP-1, BP-2, BP-3, BP-4, BP-8 e 4-

OH-BP) utilizadas no trabalho foram feitas utilizando cromatografia liquida acoplada a



espectrometria de massas (LC-MS/MS) e o preparo de amostra utilizado foi extracéo
em fase sélida (SPE) com um cartucho C18 Sep-Pak (Water Milford, MA, EUA). Foi
visto que as concentracdes de BP-1 e 4-OH-BP foram de 1,24 e 0,45 ng.mL%,
respectivamente, enquanto que BP-2, BP-3, BP-4 e BP-8 estavam todas abaixo de
25% do limite de detecgéo.

VELA-SORIA e colaboradores 4! determinaram por LC-MS/MS seis BPs
(BP-1, BP-2, BP-3, BP-6, BP-8 e 4-OH-BP) em 16 tecidos placentéarios coletados de
mulheres que vivem em Granada (Espanha). As amostras foram preparadas pelo
método de Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME). A BP-1 foi detectada
e quantificada em 14 das 16 amostras, em concentra¢fes variando de 0,5 a 9,8 ng.g
1, BP-2 foi detectada em 7 amostras com concentracdes de 1,2 a 8,9 ng.g* e a 4-OH-
BP foi determinada em 11 amostras em concentraces de 0,6 a 1,8 ng.g*. A BP-6,
BP-3 e BP-8 nédo foram detectadas.

No trabalho de JIMENEZ-DIAZ e colaboradores ¢ foram determinadas 6
benzofenonas (BP-1, BP-2, BP-3, BP-6, BP-8 e 4-OH-BP) em 25 amostras de sangue
menstrual humano utilizando LC-MS/MS. O preparo de amostra foi realizado pelo
método DLLME. Para BP-1, BP-3 e BP-6 as concentragces maximas encontradas
foram muito semelhantes, em torno de 3,1 a 3,7 ng.mL%, a BP-3 foi encontrada em 24
das 25 amostras coletadas. BP-2 e BP-8 ndo foram detectadas nas amostras
analisadas.

VELA-SORIA e colaboradores % e TARAZONA e colaboradores 43
avaliaram benzofenonas em soro humano utilizando LC-MS/MS, e ambos os trabalhos
utilizaram o método DLLME para preparo das amostras. Vela-Soria determinou uma
variacéo de limites de quantificacéo de 0,4 a 0,9 ng.mL* para BP-1, BP-2, BP-3, BP-
6, BP-8 e 4-OH-BP, porém Tarazona verificou um limite de quantificagdo de 27 ng.mL"
! para BP-1 e BP-3.

YE e colaborares 4 estudaram 20 amostras de leite humano e
determinaram a BP-3 em 60% das amostras com concentracdo méaxima de 3,2 ng.mL"
1, Eles utilizaram um LC-MS/MS, e o preparo da amostra foi realizado por SPE online.

RODRIGUEZ-GOMEZ e colaboradores 12 avaliaram em 10 amostras,
diversas benzofenonas (BP-1, BP-2, BP-3, BP-6, BP-8 e 4-OH-BP) em leite humano
utilizando LC-MS/MS. A BP-3 foi quantificada em 8 das 10 amostras com
concentracées variando de 4,5 a 15,7 ng.mL'. A 4-OH-BP foi detectada em 6

amostras e quantificada em 4, porém em concentra¢cdes mais baixas que a BP-3 (0,31
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a 1,92 ng.mL1). A BP-1 foi detectada em 9 amostras, mas quantificada somente em
uma (0,61 ng.mL1). A BP-6 e BP-8 ndo foram detectadas. O preparo de amostra foi
realizado por extracao assistida por ultrassom.

Em outro trabalho de VELA-SORIA e colaboradores ®, os niveis da BP-
3 e BP-1 foram avaliados em 15 amostras de leite humano por LC-MS/MS, utilizando
o método DLLME para preparo de amostra. Eles observaram que a BP-3 foi detectada
em todas as amostras, mas quantificada em apenas cinco delas, com concentracdes
variando de 0,6 a 1,5 ng.mL1. A BP-1 foi detectada e quantificada em apenas uma
das amostras com concentracdo de 0,61 ng.mL™. Todos as andlises descritas usaram

detector do tipo triplo quadrupolo.

1.3. Leite materno e analise de seus contaminantes

O leite materno é a principal fonte de alimento para os recém-nascidos
por apresentar todos os tipos de nutrientes necessarios para o desenvolvimento,
hidratacdo e protecdo da crianca. Ja foi visto que a pratica da amamentacao tem
efeito positivo na salde da crianca evitando doencas como obesidade, diabetes,
hiperlipidemia, doencas respiratérias, entre outras %°. Devido a esses beneficios, a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) recomenda que durante 0s 6 primeiros meses
a alimentacao seja apenas pela amamentacao, e sugere a sua continuacao até os 2
anos de idade como alimento complementar 46,

O leite materno € uma matriz complexa e bastante varidvel que evoluiu
ao longo de milénios para alimentar os bebés e protegé-los, enquanto seu proprio
sistema imunolégico amadurece. A composicdo do leite humano muda de acordo com
a idade do bebé e outras caracteristicas da mae, como alimentacdo, entre outras.
Portanto, essa composicéo € especificamente adaptada por cada méae para atender
com precisdo os requisitos de seu filho (a) #’.

Entretanto, o leite humano nem sempre é puro. A OMS considerou o leite
materno um alvo de monitoramento, por ser uma matriz de facil coleta, de
transferéncia de compostos quimicos e seus metabdlitos para a crianga “8. O uso de
PCPs no dia a dia pela nutriz pode acarretar em perturbacdes no sistema da crianca
12 A contaminacdo humana por esses produtos ocorre pela corrente sanguinea de

trés maneiras: ingestdo, inalagdo e contato dérmico 4°. Como o leite possui alto teor
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de gordura, a amamentacdo pode levar os bebés a exposicdo de poluentes
lipossoluveis. Os produtos quimicos toxicos mais comuns encontrados no leite
materno séo: benzofenonas, parabenos, octilfendis, bisfendis, dioxinas, furanos,
metais pesados, pesticidas, e outros compostos organicos, incluindo os ftalatos 46:49,

Os produtos quimicos que possuem uma taxa mais lenta de degradacgéo
tém um longo tempo de meia-vida, permanecendo mais tempo no corpo e, portanto,
mais propensos a bioacumulacdo “6. Esses compostos podem circular na corrente
sanguinea, podendo ser depositados nos tecidos adiposos, como por exemplo, nas
glandulas mamarias. As condicbes maternas podem ajudar na transferéncia desses
contaminantes para o leite, tais como: numero de gestacfes, duracdo da lactacao,
indice de massa corporal, idade materna.

Apesar de o leite materno ser considerado uma boa matriz para
monitoramento de substancias ingeridas pela mée e com a vantagem de ser coletada
de forma simples, a extracdo dessas substancias desta matriz apresenta uma alta
complexidade analitica.

A composicao do leite materno é algo bastante estudado e foi visto que
sua composicdo € de 88% de agua e os restantes estdo divididos entre macro e
micronutrientes que correspondem a proteinas, gorduras, lactose, oligossacarideos e
vitaminas (Figura 1.2). As proteinas mais encontradas séo a caseina, a-lactalbumina,
lactoferrina, lisozima e imunoglobulina A. J& sua gordura € caracterizada por altos
teores de &cidos palmiticos e oleicos, e triglicerideos. Essa composi¢do nutricional &
bastante variavel, dependendo da alimentacdo da mée, periodo de amamentacéo,
sexo do bebé e outros fatores 50-°2,

Os oligossacarideos sdo carboidratos importantes que desempenham a
funcdo de estimular o crescimento de bactérias probidticas na flora intestinal do bebé,
e correspondem ao terceiro maior grupo de moléculas bioativas no leite materno. Em
média um litro de leite contém 10-15 g de oligossacarideos. A composi¢cdo dos
oligossacarideos é diferente entre as mulheres e dependem da alimentacao, periodo
da lactacdo e outros fatores biol6gicos 47:°354, De acordo com dados recentes da
literatura >4 mais de 200 classes de oligossacarideos foram identificadas e mais de

100 estruturas ja foram elucidadas.
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FIGURAL. 2. Composigdo nutricional do leite materno (Adaptado de ZIVKOVIC e
colaboradores *9).

A grande concentracdo e as mais diferentes formas de estrutura e
tamanhos de cadeia dos oligossacarideos trazem um grande desafio analitico no que
diz respeito a extrac@o do analito dessa matriz biolégica, levando a um pronunciado
efeito de matriz que pode interferir na quantificacdo das substancias de interesse °°.
Sendo assim a escolha de um método adequado de preparo de amostra pode ser

decisivo na resolucéo desses problemas.

1.4. Injecéo direta de amostras complexas

A técnica de LC-MS/MS tem se mostrado bastante util na analise de
analitos em matrizes complexas por ser seletiva e sensivel, entretanto, o preparo de
amostra é ainda a etapa mais importante durante o desenvolvimento do método. A
remocao de interferentes que podem coeluir com os analitos é um parametro
essencial a ser avaliado durante o desenvolvimento de um método analitico, pois eles
podem afetar a seletividade, sensibilidade, precisdo e exatiddo do método
cromatografico, principalmente quando se trata de andlises em matrizes biolégicas 6.

Existem inGmeros meios de preparo de amostra do leite materno, dentre
eles os mais comuns sao: Precipitacdo de Proteinas (PP), Extracéo Liquido-Liquido

(LLE) e Extracdo em Fase Solida (SPE). A técnica SPE se destaca na literatura como
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0 método mais utilizado para preparo de amostra, pois tem como vantagem a remocao
de proteinas e fosfolipidios #°. Porém, foi relatado que usando SPE para quantificagcdo
de hormdnios sexuais femininos no leite humano houve entupimento dos cartuchos
devido a precipitacédo de proteinas 4957

Os procedimentos tradicionais de precipitacdo proteica sdo estratégias
rapidas para eliminar as proteinas de amostras biolégicas. Uma abordagem simples
€ precipitar as proteinas com solventes organicos, alteracao de pH, ou remové-las por
ultrafiltracdo. Todos esses procedimentos sdo demorados e introduzem fontes
adicionais de erro, além do que a baixa seletividade desta técnica pode resultar na
recuperacdo incompleta das substancias alvo, devido a perda de alguns analitos
através da co-precipitacdo, bem como a supresséo iénica na espectrometria de massa
devido a presenca de agentes precipitantes residuais 2.

Entretanto, as etapas de preparagcdo de amostra constituem a principal
parcela dos métodos bioanaliticos, por essa razdo muito esforco foi dedicado ao
desenvolvimento de sistemas cromatograficos liquidos compativeis para a injecao
direta de fluidos biolégicos °°.

Qualquer um dos métodos de preparo de amostra existentes que
executam um passo de desproteinizacdo e/ou um enriquecimento de amostra é mais
lento que os métodos de injecdo direta de amostra 8. Assim, os esforcos atuais estdo
voltados para o desenvolvimento de novas estratégias capazes de eliminar proteinas
das amostras, como, por exemplo: Microextracdo em fase solida on-line (SPME),
Fluxo turbulento (TFC) e materiais de acesso restrito (RAMS), que permitem o uso de
injecbes diretas e repetidas de matrizes complexas como: alimento, plasma, urina,
aguas, leite materno, entre outros nos sistemas de LC 6962,

A microextracdo em fase solida on-line (SPME) foi introduzida pela
primeira vez no inicio dos anos 90, € uma abordagem eficiente e seletiva para preparo
de amostras biolégicas. O SPME pode ser classificado como microextragdo estatico
em vaso e microextracdo dindmica em fluxo. Em geral, é realizado utilizando fibras e
tubos capilares (in-tube) com uma fase estacionaria apropriada. A técnica mais
utilizada é a SPME fibra, no qual um polimérico revestido por fibra é utilizado como
um dispositivo de extracéo, e a adsor¢do dos analitos ocorrem na superficie externa
da fibra 60:62.63,

Os sistemas operacionais SPME in-tube podem ser classificados como

flow-through ou draw-eject-extraction. No primeiro sistema, a solugdo da amostra
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passa continuamente por um capilar que esta acoplado em uma valvula de seis
caminhos. No segundo sistema, o capilar de extracdo é posicionado entre o loop de
injecdo e a agulha de injecdo, a amostra é repetidamente aspirada e dispensada do
capilar 60:62.63,

Ambas as configuracdes sado promissoras, porém as desvantagens dos
sistemas SPME in-tube estéo relacionadas com problemas de efeito memoria, longos
tempos de extracdo, além de problemas de linha de base . A Tabela 1.3 mostra
algumas aplicagfes utilizando esta técnica para preparo de amostras de matrizes

bioldgicas.

TABELA 1. 3. Aplicagédo da SPME na analise de amostras bioldgicas.

Analisador/

Analito(s) Matriz Sistema Detector Ref.
Fluoxetina Soro Draw-eject ESI-MS 64
Hormonios Saliva Draw-eject ESI-MS/MS 65
Canabinoides Plasma Flow-through QqQ-ESI-MS/MS 66
Hormonios Urina Flow-through 2D-LC-RF 67
Anabolizantes Urina Draw-eject ESI-MS 68

esterdides

Outro avanco relacionado a injecdo direta de amostras biol6gicas € o
uso da cromatografia de fluxo turbulento (turbulent-flow chromatography - TFC). Esta
técnica utiliza colunas com didametro interno de 0,5, 1,0 ou 2,1 mm preparados com
particulas na faixa de 25 a 60 ym, permitindo vazdo de fase movel superior a 1,2
ml/min. A operacéao em fluxo turbulento resulta na formag&o de um perfil de velocidade
linear, permitindo a difusdo das moléculas, nessa condicdo as moléculas de baixo
peso molecular se difundem rapidamente para os poros da silica, enquanto as
macromoléculas sdo eluidas no volume morto da coluna 6%:69.70,

As colunas de TFC encontrou maior aplicagdo como meio de extracao
de amostras online, separando pequenas moléculas de material de matriz de maior

peso molecular, como proteinas. Porém essas colunas quando utilizadas com



15

amostras biolégicas possuem baixo tempo de vida util, aproximadamente 500
injecoes, dependendo da matriz utilizada e do pré-tratamento da amostra 7. A

Tabela 1.4 exemplifica algumas aplica¢cBes utilizando TFC para preparo de amostras

de matrizes biolégicas.

TABELA 1. 4. Uso da TFC para andlise de amostras biolégicas.

Analito(s) Matriz Coluna TFC AELISEE @l Ref.
Detector
Anfetaminas
. ’ : I MAX
opioides e Urina Cyclone (5.0 x 0,5 mm) Q9Q-ESI-MS/MS t
. . (Termo Fisher)
benzodiazepineos
Qg Leite Cyclone (50 x 0,5 mm) 79
Antibidticos bovino (Termo Fisher) QQqQ-ESI-MS/MS
Paracetamol Urina Qasls Ht\?v;?é)r;()z’l mm) QqQ-ESI-MS/MS 7
: , , C18 (50 x 1,0 mm) 24
Cortisol e cortisona Urina (Termo Fisher) QgQ-APCI-MS/MS
Metanefrina e Plasma Cyclone MCX-2(50 x 0,5 mm) QqQ-ESI-MS/MS 75

normetanefrina

(Termo Fisher)

Dentre as técnicas de injecdo direta de amostras, as que utilizam fases
com meio de acesso restrito tém se destacado. As colunas do tipo RAM por possuirem
uma barreira de difusao fisica (com base no tamanho dos poros de particulas) ou uma
barreira de difusdo quimica, constituida por um polimero / rede de proteinas na parte
externa da particula, sdo capazes de excluir macromoléculas, e os analitos de baixa
massa molecular sdo seletivamente extraidos por particdo, adsor¢do, pareamento ou

troca idnica 6.

Devido suas barreiras de difusdo as pequenas moléculas sdo capazes
de acessar o interior dos poros e ficam retidas, ja as macromoléculas sdo excluidas
no volume morto da coluna devido a repulséo %176 (Figura 1.3). Sendo assim, as fases
estacionarias do tipo RAM s&o capazes de combinar os principios da cromatografia

de excluséo, afinidade, modo reverso, troca i6nica, quiral, dentre outros 7’
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FIGURA 1.3. Representacéo da exclusdo nas colunas do tipo RAM (Adaptado de SIMOES 5°)

As colunas de meio de acesso restrito foram desenvolvidas para andlises
de xenobidticos em fluidos biol6gicos e empregadas pela primeira vez em 1985 por
Hagestam and Pinkerton ’® com o desenvolvimento das colunas internal surface
reversed-phase (ISRP). Gisch e seus colaborades 7° em 1988 apresentaram as
Shielded hydrophobic phase (SHP). Em 1990, Haginaka e Wakai 8 produziram as
colunas Mixed-function phase (MFP). Logo em seguida em 1991, Boos e
colaboradores 8! introduziram o conceito das colunas Alkyl-Diol Silica (ADS) e Desilets
e colaboradores 8 desenvolveram as Semi-Permeable Surface (SPS). No mesmo
periodo, Yoshida e colaboradores 8 apresentaram as fases com proteina imobilizada.
Essas fases séo disponiveis comercialmente e sao de facil preparo em laboratério.

As fases do tipo RAM podem ser classificadas de acordo com seu
mecanismo de exclusdo macromolecular, podendo ser bimodal, quando o exterior é
hidrofilico e as superficies internas sdo hidrofébicas, ou unimodal, quando as duas
superficies sdo iguais 7.
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As colunas RAM possuem aplicagdo analitica bastante versatil, podendo
ser utilizadas em sistemas cromatograficos em uma ou duas dimensdes. No modo
unidimensional (1D) ela serve como coluna extratora e analitica, com a exclusdo das
macromoléculas no volume morto da coluna. No modo bidimensional (2D), a RAM
funciona como coluna extratora e apds a exclusao das macromoléculas, os analitos
sdo transferidos pra uma coluna analitica °°.

As colunas RAM, de modo geral, apresentam alta capacidade de
exclusdo e bons fatores de retencdo para as pequenas moléculas, porém baixa
seletividade, por isso elas sdo majoritariamente empregadas no modo 2D LC, através
de comutagéo de colunas °°.

Em injecdo direta de amostra, 2D LC tem sido utilizada principalmente
no modo heart-cutting (LC-LC), permitindo que a coluna RAM promova a limpeza da
matriz, selecionando os analitos para a segunda dimensao, onde s&o separados e
analisados °.

A Tabela 1.5 exemplifica algumas aplicacbes de diferentes colunas
RAMs utilizadas em sistemas 2D LC-MS para analises de subtancias em fluidos
biolégicos.

A coluna RAM-BSA C18 de 50 mm com i.d de 4,6 mm foi utilizada por
LOPES e colaboradores 8 para andlise de carbamazepina em amostras de leite
materno e foram quantificadas na concentracdo de 2,26 pug.mL* usando LC-IT-
MS/MS. Ja consta na literatura o uso de coluna RAM-BSA C18 com i.d de 2,1 mm
para analises de farmacos no leite materno. A fluoxetina foi reportada em um limite de
quantificacdo de 7,5 ng. mL* usando 2D LC-MS/MS &,
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TABELA 1. 5. Uso de colunas RAM para analises de matrizes bioldgicas.

Analisador/

Analito(s) Matriz Coluna RAM Ref.
Detector
Fluoxetina e Leite RAM-BSA C 18 (30.x 2.1 mm, 10 85
Norfluoxetina materno Mm; home made) QUQ-ESI-MSIMS
Antidepressivos | 2oma RAMIP-BSA (10 x 46 mm)  QUQ-ES-MS/MS  ©
humano
Leite RAM-BSA C 18 (50.x 4.6 mm, 10
carbamazepina pum; home made) IT-ESI-MS/MS 84
materno
Compostos :
ex60enos e RAM LiChroCART 24-4
geno Urina Lichrospher® RP4 ADS (25 ym, QqQ-ESI-MS/MS 66
metabolitos
. 25 x 4 mm; Merck)
endogenos
Alprenolol e Plasma RAM alkil-diol-silica
P (Lichrospher® RP-18 ADS, 25 2D-LC-FD 67
Propranolol humano
Hm)
RAM-BSA C 8 (30.x 2.1 mm, 10
Ampicilina Leite bovino um; home made) QqQ-ESI-MS/MS 86
Parabenos,
Fendis e Leite Lichrospher® RP-18 ADS (25 x Q-Trap APPI- 69
Triclosan materno 4.0 mm ID, 25 pm; Merck) MS/MS
Biomarcadores LiChroCART 25-4 Lichrospher®
de exposicdo a Urina RP4 ADS (25 pm, 25 mm x 4 IT-ESI-MS/MS g7
xenobioticos mm; Merck)

O emprego das colunas RAM-BSA em sistemas de LC-MS tem se
mostrado bastante Util em andlises de matrizes bioldgicas, visto sua eficiéncia em
excluir os interferentes, minimizando problemas de efeito de matriz e ajudando na

sensibilidade e seletividade do detector .

1.5. Emprego da espectrometria de massas em bioanalises

Na espectrometria de massas sequencial (MS/MS) os analisadores de
massas séo fundamentais e podem ser combinados em série, como lon Trap, Triplo
Quadrupolo, entre outros que permitem quantificar e confirmar os analitos 8. Existem

na literatura diversos trabalhos que usam os diferentes tipos de analisadores de
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massas para determinar interferentes enddcrinos, drogas, farmacos, poluentes
ambientais, entre outros em matrizes bioldgicas 28789,

O analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (QqQ) € um dos mais
empregados na espectrometria de massas para a quantificacdo de compostos
presentes em matrizes complexas, pois ele permite a fragmentacdo de massas,
resultando em uma maior seletividade e sensibilidade. Além disso, gera dados
guantitativos de qualidade, visto que pode realizar experimentos como, SRM (selected
reaction monitoring), perda neutra (neutral loss), varredura de ions produtos (product

ion scan) e varredura de fons precursores (precursor ion scan) %88 (Tabela 1. 6).

TABELA 1. 6. Experimentos realizados pelo analisador do tipo QqQ (Adaptado de
CARDOSO e colaboradores ).

Experimentos Q1 Q2 Q3 Aplicacao
Analises qualitativas:
Fexo Scan ~ H ~
a— a— obtencéao de informacao
Varredurade e— ML e —— ¢ . ¢
. o— - | —— estrutural dos ions
ion produto  &—  — :
" * o— produzidos na fonte —
fragmentacao caracteristica
Andlises quantitativas:
. — Ny . — monitoramento seletivo de
SMR 8——— |/t §——— umion de interesse. Permite
e = — alta seletividade e
sensibilidade.
Analises qualitativas:
Scan Fxo H ~ ~
a— e—=m determinacdo de uma funcao
Varredurade s———— | Mr| eo— o & ) &
. —— ns| @——— organica comum a diferentes
fon precursor s s —
* e— g — compostos presentes em
uma mistura
s s Analises qualitativas:

A Ve

Varredura de
perda neutra

L identificacdo de compostos
. analogos que possuam perda
] P

neutra caracteristica

YN

o
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Dentre os experimentos citados acima, o modo SRM é o mais adequado
para quantificacdo, permitindo maior seletividade. Neste experimento, o0 primeiro
quadrupolo (Q1) é usado para isolar um ion precursor pré-definido, que sera enviado
para o segundo quadrupolo (Q2), conhecido como cela de colisdo, para ser
fragmentado gerando um ou mais fragmentos devido a colisdo com as moléculas do
gas inerte (argonio, hélio ou nitrogénio). No terceiro quadrupolo (Q3) ocorre a selecao
para monitorar os ions gerados pelo ion precursor. De forma simples, em SRM Q1 e
Q3 tem a funcao de filtrar os ions selecionados enquanto Q2 trabalha como cela de
coliséo 89,

As fontes de ionizacao a pressao atmosférica (API) — ESI (eletrospray
ionisation) e APCI (atmospheric pressure chemical ionisation) concedem aos analitos
a ionizacdo em diferentes modos além da possibilidade de andlise de compostos em
todas as faixas de polaridade, o que é um atrativo para a quantificacdo das
benzofenonas e seus metabolitos. Atualmente, a ionizacao por ESI é a mais utilizada
em amostras quimicas e bioloégicas, com as vantagens de analisar compostos de
baixa e elevada massa molecular a niveis trago .

O desempenho dos métodos LC-MS/MS em ESI e APCI é prejudicado
com o Efeito de Matriz (EM), causado pela presenca de substancias inerentes a
matriz, que podem coeluir com o analito de interesse. Estas substancias podem
interferir na ionizacéo dos analitos suprimindo ou amentando a resposta do sinal. De
tal forma, uma avalig&o criteriosa do efeito de matriz deve ser realizada para identificar
seus efeitos nos parametros de validagcdo em métodos quantitativos por LC-MS/MS,
visto que a precisédo, exatidao, linearidade de resposta (sinal vs. concentracdo), limites
de quantificacéo e deteccdo séo afetados por este fendmeno .92,

A origem e o mecanismo exato do efeito de matriz ainda n&o séo
totalmente conhecidos. Dentre as possiveis propostas tém-se que as substancias
interferentes menos volateis podem mudar a eficiéncia de formacao e evaporacao das
gotas, o que afetaria a quantidade de ions na fase gasosa *.

A principal fonte do efeito de matrizcomumente observado em bioanalise
por LC-MS/MS sd@o os compostos enddgenos, como os fosfolipidios, que estéao
presentes em todas as matrizes bioldgicas em alta concentragéo e podem interferir na
supressdo ou aumento de ionizacéo 2.

Aléem dos fosfolipidios, os oligossacarideos, e as proteinas encontrados

no leite materno, podem interferir na extracao dos analitos presentes na matriz, e na



21

deteccdo dos mesmos e, além disso, podem gerar efeitos de matriz pronunciados e
como ainda néo existe um protocolo definido para eliminar este problema, torna-se
imprescindivel a avaliacao do efeito de memoéria em desenvolvimento de métodos por
LC-MS/MS.

A literatura reporta diversas técnicas para o clean-up de interferentes
presentes em matrizes biologicas, entretanto a eliminacédo dessas substancias € uma
das principiais dificuldades dos métodos bioanaliticos por LC-MS/MS %, Diante disso,
a quantificacdo das benzofenonas em leite materno representa um grande desafio,
devido principalmente a complexidade da matriz. Assim, o presente trabalho reporta
o uso de coluna RAM-BSA para injecéo direta de leite materno no sistema LC-MS

para analise de benzofenonas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudo de condicbes cromatograficas para quantificacdo de

benzofenonas para inje¢céo direta de amostras de leite materno por LCMS/MS.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Parte experimental

3.1.1. Generalidades

Todos os experimentos analiticos foram realizados no laboratério
SEPARARE, nucleo de pesquisa em cromatografia do Departamento de Quimica-
UFSCar.

Foi utilizada uma empacotadora Shandon®, para o empacotamento das
colunas cromatograficas.

A 4agua utilizada na composicdo das fases moveis e preparacdo de
solucdes foi obtida em um sistema Milli-Q® Direct 8.

Os solventes organicos utilizados foram grau HPLC (PANREAC®, J. T.
BAKER®, Honeywell®), e degaseificados em ultra-som BRANSON® 1510.

Os eluentes usados foram sempre medidos na relagédo volume/volume.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanca analitica AND,
modelo HR200, com precisao + 0,0001g.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro, GEHAKA®,
modelo PG1800, com precisédo de £ 0,01 unidades de pH, conectado a um eletrodo
de vidro combinado Ag/AgCI. A calibragcédo do pHmetro foi realizada com solugdes
tampéo pH 7,00 e 10,0 (GEHAKA®).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram GILSON® e
EPPENDORF®.

As amostras foram centrifugadas utilizando uma centrifuga da marca

Eppendorf® 5415R.
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Durante as analises foram utilizados padrdes das benzofenonas
comercializados pela Sigma- Aldrich®.

O &cido férmico foi comercial, Sigma- Aldrich®.

As colunas analiticas utilizadas neste trabalho foram: Acquity® HSS T3
(50 x 2,1 mm, 1,7 um), Acquity® CSH (100 x 2,1 mm, 1.7 pm), (Symetry® C18 (50 x
2,1 mm, 3,5 um), Acquity® BEH Phenyl (100 x 2,1 mm, 1.7 pm e Cortecs® C18+ (100
X 2,1 mm, 2,7 um) e Acquity BEH HILIC (100 x 2,1 mm; 1.7 pm).

O pool de leite materno foi fornecido pelo banco de leite materno da
maternidade Dona Francisca Cintra Silva, de S&o Carlos/Séo Paulo. O uso destas
amostras foi aprovado pelo Comité de ética humana da Universidade Federal de Séo
Carlos, CAAE — 1488.0.000.135-08. As amostras de leite foram armazenadas em

aliquotas de 2,0 mL a -20 °C.

3.2. Sistemas cromatograficos utilizados

A imobilizag&o da BSA nas colunas RAM, o procedimento de coleta e as
analises do perfil de exclusdo das proteinas do leite materno foram realizadas num
sistema cromatografico contendo duas bombas Shimadzu® LC 20AD, um auto injetor
SIL 20A e um detector ultravioleta SPD 20A operando em 220 e 280 nm, acoplado a
uma interface Shimadzu® CBM 20A.

O sistema LC-MS/MS utilizado neste trabalho, consiste num
cromatografico Waters ACQUITY® UPLC (Miliford, USA) composto por uma bomba
binaria (BSM) e uma quaternaria (QSM), com injetor automatico 2777C e sistemas de
valvulas comutadoras de seis caminhos, acoplado a um espectrébmetro de massas
Waters XEVO® TQ-MS (Waters® Miliford, USA) com ionizacéo por eletrospray (ESI)
operando no modo positivo e negativo para analise das benzofenonas.

Para triagem dos leites maternos foi utilizado o sistema UHPLC Agilent
®1290 Infinity Il (Agilent Technologies) composto por uma bomba binaria (G7120A —
High speed Pumb), autoinjetor e compartimento de colunas (G7129B — 1290

Vialsampler) e detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel (G7114B —
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modelo 1260 Infinity 1l — VWD, acoplado ao espectrometro de massas de alta
resolucdo do tipo QqTOF (Bruker Daltonics® - Impact, Rheinstetten, Alemanha)
equipado com fonte ESI (LC-HRMS). A aquisicdo e processamento dos dados foi
realizada utilizando o software Data Analysis® (Bruker Daltonics® GmbH, Bremen,
Alemanha).

3.3. Colunas RAM-BSA

Para o preparo das colunas RAM-BSA C18 (2) (50 x 2,1 mm), as

colunas foram primeiramente preenchidas com silica Luna Phenomenex® de 10 pum
de tamanho de particula. Elas foram denominadas de Coluna 1, Coluna 3 e Coluna 4.

Para o preparo da RAM-BSA C18 (2) (30 x 2,1 mm) foi usada uma
coluna comercial Luna Phenomenex® de 3 um de tamanho de particula e denominada
Coluna 2. A coluna RAM-BSA C8 foi preparada a partir de uma coluna comercial

Symetry® C8 (50 x 2,1 mm, 3,5 um) da Waters® e nominada de coluna 5.

3.4. Preparo da Coluna de Acesso Restrito

3.4.1.Preenchimento da Coluna

As colunas foram preparadas em tubos aco inoxidavel (50 x 2,1 mm)
preenchidos com a fase hidrofébica octadecil (Luna®, 10 um e 100 A), partindo-se de
uma suspensdo contendo 0,3 g de silica em 20 mL de metanol. A suspensao foi
homogeneizada em aparelho de ultrasson por 5 minutos, e, em seguida, a coluna foi
preenchida em uma empacotadora Shandon®, sob pressado de 6000 psi, utilizando-se
metanol como solvente. As colunas foram condicionadas em metanol por 24 horas a

uma vazao de 1,0 mL/min.
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3.4.2. Colunas 1,3 e 4

ApGs preenchimento e condicionamento das colunas foi realizada a
imobilizacdo da albumina sérica bovina (BSA) in situ, por Cromatografia frontal de
acordo com o procedimento descrito por MENEZES E FELIX % e adaptado pelo grupo
para colunas com pequenos diametros internos .

Incialmente uma solu¢do tampéo de KH2PO4 0,05 mol/L (pH 6,00) foi eluida
pela coluna a uma vazao de 1,0 mL/min durante 20 min. Posteriormente, foi eluida
uma solugéo de BSA 2,0 mg/mL (preparada em KH2P0O4 0,05 mol/L (pH 6,00)) por 30
min, seguida de lavagem da coluna com agua deionizada por 20 min. Imediatamente,
duas porcbes de 10 mL de glutaraldeido a 25% (v/v) foram eluidas promovendo o
intercruzamento da BSA.

ApoOs repouso de 12 h a 4°C uma solucédo de NaBH4 1,0 mg/mL foi eluida
pela coluna até o eluente apresentar pH 10. ApOs o repouso, a fase estacionéria foi
lavada com &gua deionizada por 1 h. As colunas preparadas foram mantidas em agua

e armazenadas a 4 °C.

3.4.3. Colunas 2e5

Uma solugéo tampéo de KH2PO4 0,05 mol/L (pH 6,00) foi eluida pela
coluna em uma vazéo de 0,2 mL/min durante 100 min. Posteriormente, foi eluida uma
solucdo de BSA 2,0 mg/mL (preparada em KH2PO4 0,05 mol/L (pH 6,00)) por 150 min,
seguida de lavagem da coluna com agua deionizada por 100 min. Imediatamente,
duas porcdes de 10 mL de glutaraldeido a 25% (v/v) foram eluidas promovendo o
intercruzamento da BSA.

ApOs repouso de 12 h a 4°C uma solugéao de NaBH4 1,0 mg/mL foi eluida
pela coluna até o eluente apresentar pH 10. ApOs o repouso, a fase estacionaria foi
lavada com agua deionizada por 1 h. As colunas preparadas foram mantidas em agua

e armazenadas a 4 °C.
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3.4.4. Analise do perfil de exclusdo das proteinas do leite materno
pelas colunas RAM-BSA

A analise de exclusdo proteica foi realizada usando o método de
Bradford °’. As amostras de leite materno foram centrifugadas por 10 minutos a 9.300
X g a 4 °C. Apos o condicionamento da coluna RAM-BSA, 10 uL do pool de leite
materno centrifugado foi injetado em triplicata no sistema cromatografico tendo H20
como fase movel a vazao de 0,4 mL/min para a exclusdo das macromoléculas. Uma
fracdo de 0 - 3 minutos foram coletados em tubos eppendorf. Apds 3 min a fase mével
foi trocada para MeOH/H20 (80:20, v/v) e mantida por 8 minutos para limpeza. A
coluna foi condicionada no solvente de exclusao por 3 minutos.

Apos a coleta da fragcdo de 0 - 3 min foram aliquotados 600 L e
adicionados 200 pL do reagente de Bradford. Em seguida, foi submetido a agitacéo
em vortex, e transferido para um cubeta de poliestireno e o espectro foi registro na
regido de 300 a 800 nm. A absorbancia foi medida em 596 nm que é referente ao
comprimento de onda de maxima absorcdo do complexo proteina-corante. Todas as
amostras coletadas e a amostra de referéncia foram submetidas a esse procedimento.

As porcentagens de proteinas excluidas pelas colunas RAM—BSA foram
calculadas pela razdo entre os valores de absorbancia das solucdes de referéncia
(100%) e das fracdes coletadas.

As medidas de absorcdo molecular na regido do UV-visivel foram

realizadas em um espectrofotdmetro da marca Beckman Goulter®, modelo DU 800.

3.5. Preparo de amostra

» Ressuspenséo na matriz

Para estas andlises, 10 uL de uma mistura de benzofenonas foram
evaporadas em uma speed vac da marca Christ?® RVC 2- 25 CD plus, e
ressuspendidas com 400 pL do pool de leite materno, tendo uma concentracéo final
de 1000 ng/mL ao qual foram adicionados 100 pL de 2-propanol para facilitar a
extracdo das benzofenonas e precipitar os oligossacarideos presentes na matriz,
resultando assim, em um volume final de 500 pL. A solugdo padréo foi preparada em
agua na mesma concentracdo. Esta analise foi realizada nas seguintes condi¢cbes
cromatograficas: 0 — 2,50 min H20 (100% v/v); 2,51 — 5 min MeOH/H20 (80:20 v/v);
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5,01 — 7 min MeOH/H20/1SO (75:20:5 v/viv) e 7 — 10 min H20 100% (v/v); vazao de

0,4 mL/min, volume de injecao de 10 pL.

» Adicéo dos analitos na matriz

Para o preparo das amostras fortificadas, aliquotas de 8 pL da solucdo
de trabalho preparada em MeOH (25 pg/mL) foram adicionadas em 400 pL de um pool
de leite materno. As amostras foram homogeneizadas em vértex e mantidas em
repouso por 15 minutos para propiciar o equilibrio entre a matriz e os analitos, em
seguida foram acrescentados 100 pL de 2-propanol. As amostras entdo foram
submetidas a centrifugacéo a 9.300 x g por 10 minutos a 4°C, onde resultam em uma
camada fina de gordura, uma camada aquosa intermediaria e um precipitado no fundo
do tubo. Dessas amostras aliquotas de 400 uL da fragdo aquosa foram transferidos
para os vials e destes 15 L foram injetados no sistema cromatografico de LC—MS/MS.

» Precipitacdo de proteina
Para a andlise de precipitacdo de proteina, o leite de vaca desnatado,
utilizado com substituto, foi fortificado com os analitos em uma concentracdo de 200
ng/mL, e a estes adicionados 300 uL de acetonitrila. As solucdes foram centrifugadas
a 9.300 x g por 10 minutos a 4°C, sendo transferidos 300 pL para os vials e injetados

10 pL, nas condi¢des cromatograficas descritas na Tabela 3.1.

TABELA 3. 1. Condi¢des cromatogréficas utilizadas na separagéo dos analitos utilizando a
coluna Acquity® HSS T3.

Tempo Proporcgéo
P Fase movel da fase Evento
(min) .
movel (v/v)
MeOH /Tampao acetato ) ~
0-25 (5mM pHO) 5:95 Excluséo
MeOH /Tampao acetato ) - .
25-7,0 (5mM pH9) 80:20 Eluicdo dos analitos
7,0-9,0 HEOIRHAHON 2 < 75:20:5 Limpeza da coluna
propanol
9.0-11 MeOH /Tampéao acetato 5:95 Condicionamento da
(5mM pH9) coluna

Vazao 0,3 mL/min

3.6. Condi¢cbes cromatograficas LC-2D
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Foram avaliados tempo de retencdo, fase movel e tempo de
transferéncia para as benzofenonas. Foi utilizada a coluna Acquity® HSS T3 (50 x 2,1
mm, 1,7 um) com fase de transferéncia isocratica de MeOH/H20 (80:20 v/v), volume
de injecdo de 10 pL e vazéo de 0,4 mL/min. A Tabela 3.2 resume as condi¢des

cromatograficas utilizadas neste experimento.

TABELA 3. 2. CondicBes cromatograficas avaliadas na separacéo dos analitos.

Proporcéo da

Tempo (min) Fase movel fase movel (VAv)

Evento

Exclusao das

0-25 H20 100 .
macromoléculas
2,5-10 MeOH / Hz0 80:20 Eluicdo dos
analitos
4-6 MeOH / H20 80:20 Acoplamento entre
colunas
10-12 MeOH 100 Limpeza da RAM
12 — 15 H.0O 100 Condicionamento

da coluna

3.7. Estudos de interagao com a BSA por espectroscopia de emisséo
de fluorescéncia

O estudo de interacdo dos analitos com a proteina foi avaliado pela
medida de supressdo da fluorescéncia do residuo de triptofano na BSA em tampao
Tris pH 7,4.

Os experimentos foram realizados em triplicata empregando uma placa
opaca de 96 pocos. Em cada pogo foram adicionados 950 yL de BSA (2,6 umol.L) e
50 uL solugéo dos analitos em DMSO variando as concentracdes entre 1,8 — 18,0
umol.L 1. A extingdo da intensidade de emissdo do residuo de triptofano em 315 nm
(comprimento de onda de excitacdo 270 nm) foi registrada em um fluorimetro BioTeK®
SYNERGY/H1 microplate reader, a 40 °C.
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3.8. Triagem das amostras de leite materno

As amostras de leite materno utilizados no estudo da triagem foram
coletadas por nutrizes de S&o Carlos/Sdo Paulo, em diferentes estados de
amamentacao, as maes foram orientadas a fazer a acepcia dos seios e das maos
antes de fazer a devida ordenha. As amostras foram coletadas em tubos falcons e
armazendas a -20°C.

Os solventes utilizados foram: Solvente A — H20 e B — MeOH. A eluicao
gradiente foi realizada nas seguintes condi¢des 0-1,0 min, 5-95% B; 1,0-5,0 min, 20-
80% B; 5,0-7,0 min, 5-95% B a uma vazao de 0,4 mL/min. O sistema cromatografico
utilizado foi o descrito no item 3.2. A coluna analitica utilizada foi a Acquity® HSS T3
(50 x 2,2 mm, 1,7 um). As amostras foram preparadas utilizando a técnica de
precipitacdo de proteina, onde foram aliquotados 100 pL de leite materno e
adicionados 300 pL de acetonitrila para precipitar as proteinas, centrifugadas e
posteriormente, o sobrenadante limpido foi transferido para vials. O volume de injecédo
foi de 10 uL. As condicdes da fonte de ionizacéo foram: capilar 4500 V, offset da placa
final a 500 V, nebulizador a 0,8 bar, 6 L/min e 180°C vazao e temperatura do gas de
secagem (N2). Os espectros foram registrados no modo negativo de ionizacdo de 80
- 700 m/z. As analises foram realizadas no modo full scan. Os ions 213,0546 (BP-1),
227,0703 (BP-3) e 307,0271 (BP-4) foram extraidos no intervalo de + 10 ppm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao das colunas RAM-BSA

As colunas de acesso restrito recobertas com albumina sérica bovina
(RAM-BSA) mostraram excelentes resultados para os trabalhos realizados no nosso
grupo de pesquisa com diferentes matrizes bioldgicas %%°, incluindo o leite materno,
matriz que possui uma alta complexidade analitica e ha um grande desafio na extracao
dos analitos 8485100 As colunas do tipo RAM-BSA tem despertado interesse pela
simplicidade no modo de preparo e pela eficiéncia no clean-up de macromoléculas em
diferentes amostras bioldgicas %7677,

No presente trabalho foram preparadas colunas RAM-BSA em suportes
Cs e Cis com diferentes tamanhos de particulas. A escolha da BSA se deve a grande
disponibilidade comercial da albumina sérica bovina, baixo custo, e principalmente
devido as suas propriedades fisico-quimicas, que permitem o uso destas colunas em
diversas condi¢Bes cromatograficas no modo reverso de eluicdo, o que é vantajoso
guando se trabalha com injecéo direta de amostras complexas, como o leite materno
101.

A imobilizacdo da BSA (Figura 4.1) ao suporte de silica é feita por
cromatografia frontal onde a BSA é adsorvida na superficie do suporte. Para aumentar
a resisténcia do material, uma série de reacdes é realizada promovendo o
intercruzamento das proteinas para a formacdo de uma espécie de rede sobre a
superficie da silica. Isso se da pela reacdo entre o glutaraldeido e os residuos de
lisinas presentes na proteina, levando a formacao de iminas. Em seguida, utiliza-se
uma solucao de boroidreto de sddio para reducao das bases de Schiff formadas e dos
aldeidos residuais, evitando a reacao desses grupos com os analitos de interesse na
coluna cromatografica e oferecendo assim uma fase estacionaria com maior

estabilidade e durabilidade 5.
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FIGURA 4. 1. Imobilizacao da BSA.
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A eficiéncia na exclusdo das proteinas totais do leite materno pelas

colunas RAMs-BSA foi avaliada utilizando o método de Bradford 7. Este método

determina a quantidade de proteinas por meio da reacdo destas com o corante

Coomassie Brilhante Blue (CBB) (Figura 4.2). O método € baseado na formacgéo de

um complexo entre o corante e as proteinas de alta massa molecular que contém

aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. A reacao entre a proteina de

alta massa molecular e o corante CBB provoca o deslocamento do equilibrio do

corante para a forma anibnica, que absorve fortemente em 596 nm 102,
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FIGURA 4. 2. Estrutura do corante Coomassie Brilhante Blue.

A eficiéncia de extracdo foi calculada através da comparacdo das
absorbancias das amostras coletadas na saida da coluna com as amostras de
referéncia que ndo passaram pela coluna e representam a quantidade total das
proteinas presentes no leite materno. Tanto a coluna Coluna 1 quanto a Coluna 2
apresentaram boa capacidade de exclusdo no volume estudado de 10 pL. A
porcentagem de excluséo para a Coluna 1 foi de 82% e para a Coluna 2 foi de 69%.

O espectro de absorcao obtido das fracbes coletadas de 0 — 3 min
apresentou similaridade com o espectro da amostra de referéncia o qual representa o
100% das proteinas do leite. A Figura 4.3, indica que nas condi¢des estudadas, as

colunas foram eficientes na exclusédo das proteinas presente no leite materno.
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FIGURA 4. 3. Espectro obtido da reacao proteina corante da amostra de referéncia e das
fracdes coletadas apos eluicdo na coluna RAM—-BSA.

O perfil de eluicdo avaliado em 280 nm (monitoramento das proteinas) e

210 nm (referente aos oligossacarideos) utilizando as Colunas 1 e 2, mostraram um

tempo de exclusédo de 2,5 min (Figura 4.4) para as amostras de leite. Além disso, o

perfil de eluicdo de B-caseina e a-lactalbumina, as duas principais proteinas do leite

humano %84 demonstraram que ambas as proteinas foram eluidas com agua dentro

de 1,5 min a uma vazao de 1,00 mL.
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leite materno, utilizando as Colunas 1 e 2.
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De acordo com o perfil cromatografico pode-se concluir que as colunas
RAM-BSA, nas condi¢des utilizadas, apresentam boa capacidade para exclusao das
macromoléculas presentes no leite materno. E importante ressaltar que a escolha da
fase movel de excluséo e eluicdo devem ser feita de forma adequada, pois quando se
trata de amostras bioldgicas, para exclusdo das macromoléculas, o menor percentual
(< 10%) possivel de solvente organico deve ser usado, para evitar a precipitacdo das
proteinas da matriz. Ademais, o uso de fase moével com o pH proximo ao ponto
isoelétrico (pl) da albumina (pl = 4,9) deve ser evitado, pois pode ocasionar perda da
eficiéncia da coluna RAM e / ou a precipitacdo das proteinas presentes no leite, o qual
os pl correspondem a 4,8 para a a-lactalbumina, 4,6 para a 3-caseina e 8,7 para a

lactoferrina 6.

4.2. Espectrometria de massas: avaliacdo das condi¢cOes de

ionizagdo e cromatograficas das benzofenonas

A Coluna 1 mostrou-se excelente para injecao direta de leite materno no
sistema LC-MS. Sendo assim, para analise das benzofenonas foram avaliados e
ajustados os seguintes parametros: a) condi¢ao de ionizacao dos analitos; b) retencéo
dos compostos na coluna RAM durante a etapa de exclusao; c) fase movel de extracédo
e separacao dos analitos; d) fase mével de limpeza da coluna RAM.

Para a otimizacdo das condicdes de ionizacdo solucbes aquosas,
individuais de cada composto (1000 ng/ mL), foram infudidas no sistema no modo
combinado com vazao de 50 uL/min de MeOH/H20 (80:20 v/v) vinda do sistema
cromatografico combinada com uma vazao de 5 pL/min da bomba seringa contendo
as solucdes aquosas.

A Tabela 4.1 mostra as condi¢cdes estabelecidas para ionizagdo e
fragmentacao das benzofenonas no modo negativo, realizadas manualmente, levando
em consideracao a estabilidade dos ions gerados.

O espectrémetro de massa operou no modo full scan e duas transicdes

de cada analito foram selecionadas, as utilizadas para quantificagédo foram: para a BP-
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1am/z213,02>91,02, paraa BP-3 m/z 227,02>211,05 e para a BP-4 o fragmento m/z

307,03>262,90.

TABELA 4. 1. Condi¢des de ionizacdo e fragmentacado para as benzofenonas.

] . Energi
A lon lons Voltagem Modo
Paréametros de Formula Massa ade
ionizagéo Compostos molecular molecular PrECUrsor Fragmentos  do cone colisa . _de ~
(m/z) (m/z) V) ionizagao
o (eV)
Voltagemdo 5 55 | gp.y CisHioOs 214,02 213,02 91,02 30 25  Negativo
capilar (kV)
134,99
Temperatura 183.90
de 300 BP-3 C14H1203 228,02 227,02 ! 30 20 Negativo
= 211,05
dessolvatagéo
(°C)
Vazao do gas 21103
de 600 BP-4 C14H1206S 308,03 307,03 262,90 30 35 Negativo
dessolvatacéao ’
(L/h)

intensidade (x 106)

Os cromatogramas da Figura 4.5 ilustram a seletividade obtida para as

trés benzofenonas, indicando que no tempo de exclusédo das proteinas (0 — 2,5 min)

nenhuma banda cromatografica foi detectada, nas condi¢cdes selecionadas. Foram

avaliadas diversas porcentagens de MeOH/H20 como fase movel de extracdo dos

analitos, sendo o melhor resultado utilizando a porcentagem de MeOH/H20 (80:20

v/V), proporcionando uma boa separacao, no qual a coluna RAM esta sendo usada no

modo unidimensional, onde a mesma tem a funcéo de exclusdo das macromoléculas

e separacao dos analitos.
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Figura 4. 5. Cromatogramas obtidos da inje¢&o das benzofenonas em agua (1000 ng/mL)

utilizando a Coluna 1.
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Apés avaliar o perfil cromatogréafico dos analitos em solugdo aquosa, foi
investigado o comportamento das benzofenonas na matriz, sendo necessarios a
otimizacao da fase moével e tempo de eluicdo dos analitos para evitar a interferéncia
de compostos enddgenos presentes em fluidos biologicos. Logo, 500 uL do pool de
leite materno foram fortificados com uma mistura de benzofenonas em uma
concentracéo final de 1000 ng/mL, utilizando a fase mével MeOH/H20 (80:20 v/v). A

Figura 4.6 mostra o perfil cromatografico das benzofenonas na presenca de leite

materno.
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0.4 % 0124 € o00s]
% 0.10 %
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FIGURA 4. 6. Cromatogramas obtidos da analise de leite materno fortificado com
benzofenonas na concentragdo de 1000 ng/mL, utilizando a Coluna 1.

Para avaliar a influéncia da matriz na ionizacdo dos analitos e também
verificar perdas durante a etapa de centrifugacdo no preparo da amostra, foram
realizados os seguintes experimentos: A) as amostras sao analisadas em solugéo
padrdo em solvente em uma dada concentracdo, B) a matriz é fortificada com uma
solucdo padrao na mesma concentracdo que A, ap0s o processo de centrifugacao, C)
a matriz é fortificada com a solucdo padrdo antes do processo de centrifugacdo. A

Figura 4.7 ilustra o esquema dos experimentos.

8
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FIGURA 4. 7. Esquema para avaliacdo de EM, RE e EP, segundo TRUFELLI *.

O estudo foi realizado levando em consideracdo processos off-line
introduzidos por TRUFELLI e colaboradores °. Neste estudo, os compostos
enddgenos presentes na matriz influenciam na ionizacdo dos analitos e foram
considerados como efeito de matriz (EM). Foi verificado também se a etapa de
centrifugagdo influenciou na extragdo das benzofenonas, e foi chamado de
recuperagcdo (RE) e por fim, foi avaliada a eficiéncia da extragdo dos analitos,

chamado de eficiéncia do processo (EP).

Sendo assim, foi -calculada através das areas das bandas
cromatograficas a porcentagem do EM, RE e EP, de acordo com as seguintes

formulas:
Efeito de Matriz (EM) %
EM = (B/A) x 100
Recuperacgéo (RE) %
RE = (C/B) x 100
Eficiéncia do Processo (EP) %

EP = (C/A) x 100 = (EM x RE) / 100
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O estudo quantitativo do EM é a determinacdo numeérica da porcentagem
de supressdo ou aumento da ionizacdo de um determinado composto causado por
interferentes presentes na matriz. A banda cromatografica decorrente da injecdo do
analito em solugcdo aquosa € considerada como o valor referéncia, por ser uma
amostra livre dos interferentes. Quando se injeta as amostras provenientes dos
preparos (B) e (C), compare-se a area da banda cromatogréfica obtida para o analito

com a area obtida em (A) podemos ter as seguintes relagdes.

Em 2003 MATUSZEWSKI 1% e colaboradores consideram que os
valores de EM iguais a 100 % significam que nao ha efeito de matriz (B = A); valores
de EM maiores que 100 % apontam que ocorreu um efeito de aumento de ionizacao
(B > A) e EM menores que 100 % indicam que a matriz foi responsavel pela supressao
da ionizagdo do analito (B < A). A influéncia da matriz na eficiéncia de ionizacdo é
dada pela diferenca entre o valor de EM obtido e 100 % (nenhum efeito foi
demonstrado), ou seja, para EM = 105 %, a matriz causou um efeito de aumento de

sinal de 5 %, enquanto para EM = 60 %, 40 % representa a supressao de ionizagao.

Os resultados das analises para o efeito de matriz estdo apresentados
na Tabela 4.2 e foram obtidos de acordo com o procedimento 3.5 com a ressuspensao
dos analitos na matriz. O sinal positivo (+) foi adotado para indicar aumento de
ionizacgao, e o sinal negativo (-) supressao de ionizagcdo. Podemos observar que houve
um efeito de matriz pronunciado para os trés analitos, a RE da BP-4 € maior que 100
% e isso pode ser explicado por um EM desigual quando a matriz biolégica é fortificada
com o analito antes ou depois do processo de centrifugacédo, indicando que ha uma
perda dos analitos para os componentes do leite materno.

Em relacdo a EP, todas as variaveis envolvidas no procedimento
experimental sdo colocadas em questdo, como: natureza da matriz biolégica, perdas
durante o preparo das amostras, efeito de matriz, erros sistematicos ocasionados pelo
analista, ou até mesmo variacdes relacionadas a sensibilidade dos equipamentos
utilizados. Sendo assim, os valores obtidos de EP podem ser explicados pelas

discussoes ja realizadas para os resultados de recuperacéo e de efeito de matriz.
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TABELA 4. 2. Valores obtidos de EM para a analise de benzofenonas em leite materno.

Analitos Efeito de Recuperacéao Eficiéncia do
matriz (%) (%) processo (%)
BP-1 () 12 40,6 35,8
BP-3 (-) 58 72,7 30,8
BP-4 (+) 35 115 156

Apesar do efeito de matriz pronunciado, foi realizado o teste de
variabilidade dos resultados encontrados, logo as amostras foram preparadas em
triplicata e injetadas, porém os resultados ndo apresentaram repetibilidade. Sendo
assim, foram feitos alguns estudos para identificar os problemas ocorridos.

Primeiramente, fizeram-se inje¢cdes em quintuplicada para verificar a
repetibilidade das areas e certificar se ndo havia problemas em relacéo ao auto injetor,
houve repetibilidade entre as &reas, coeficiente de variagbes menores que 10%,
indicando que nao havia problema com o auto injetor.

Também foi feito um teste em relacdo a concentracdo da amostra, pois
como podemos observar na Figura 4.6 as intensidades da BP-3 e BP-4 preparadas
em 1000 ng/mL estavam em uma relagéo intensidade de sinal/concentracéo baixa
(ordem de 104 entdo, aumentou-se a concentracdo para proporcionar uma
intensidade maior nos sinais, e a integracdo das areas serem mais eficientes,
entretanto quanto aos resultados anteriores de RE e EP, ndo houve repetibilidade.
Foram encontrados para a BP-3 valores inferiores aos apresentados anteriormente,
Recuperacéo (10 %) e Eficiéncia do processo (2,3%), indicando que a concentragéo
nao influenciava nos resultados.

Foi investigado também se a forma de preparo de amostra interferia nos
resultados, pois como mencionado acima os analitos eram ressuspendidos no leite
materno, podendo ocasionar em uma baixa solubilidade dos mesmos na matriz, entao
se optou por uma abordagem diferente, adicionando a matriz a solugdo dos analitos,
entretanto, os resultados permaneceram sem repetibilidade e com valores
discrepantes em relacéo aos apresentados na Tabela 4.2.

Por fim, foi realizado um teste utilizando uma coluna analitica Acquity
HSS T3 para verificar se o problema era referente a Coluna 1 utilizada. Ao se

comparar os resultados obtidos foi observado que o uso da coluna analitica levou a
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uma menor variagdo (coeficiente de variagdo menor que 3%) das areas das bandas
cromatograficas dos analitos entre as analises, indicando que o problema poderia ser
decorrente da coluna RAM utilizada.

Como a RAM estava sendo utilizada como coluna extratora e de
separacdo, propbs-se a realizagdo de uma coluna RAM de tamanho de particula
menor para proporcionar analises mais rapidas e eficientes, melhorando a resolucéo

guando comparadas com as particulas maiores (10 pum).
4.3. Efeito do tamanho da particula

A motivagdo para o estudo da influéncia do tamanho da particula esta
baseada na equacdo de Van Deemter (equacdo 1), que relaciona inversamente o

tamanho da particula a eficiéncia cromatogréfica.

BDy n cdju (1)
u Dy

H = Ad, +

Esta equacéo relaciona a eficiéncia, expressa pela altura do prato (H,

pum), velocidade linear (u, mm/s) e o tamanho da particula (dp), onde, Dm descreve o
coeficiente de difusdo do analito e A, B e C sdo constantes que se referencie
respectivamente, ao alargamento dos picos devido aos diferentes caminhos seguidos
pelas moléculas, difusdo do soluto na fase movel, e a transferéncia de massa do

analito entre a fase movel e a fase estacionaria %4,

Sabe-se que diminuindo o tamanho de particula se ganha maior
eficiéncia cromatografica, levando a um estreitamento das bandas, aumentando a
sensibilidade do método. Essa teoria pode ser ilustrada na Figura 4.8, onde foi visto
um estreitamento das bandas e um ganho de sensibilidade, utilizando a Coluna 2, que
possui um tamanho de particula menor (3 um). Vale ressaltar que € a vez que se tem

relato do uso de particulas menores de 10 pm.

Entretanto os analitos BP-3 e BP-4 ainda estdo com uma relagcéo
intensidade de sinal/concentracdo muito baixa. Como alternativa, para minimizar o
possivel efeito de matriz bastante pronunciado quando se utiliza as colunas RAMs no

modo unidimensional, optou-se pelo acoplamento entre a RAM e uma coluna analitica.
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FIGURA 4. 8. Cromatogramas obtidos do leite fortificado com 1000 ng/mL de benzofenonas
utilizando as Colunas 1 e 2.



51

4.4. Cromatografia multidimensional

O sistema 2D utilizado neste trabalho (Figura 4.9), foi configurado para

injecdo direta de amostras € constituido por duas valvulas, sendo uma valvula de

injecdo que suporta pressao de 15.000 psi, e uma valvula comutadora que € utilizada

para acoplar a coluna RAM—BSA e a coluna da segunda dimenséo.

Posicdo2

-

Posicio1

BOMBA
Binaria

BOMBA
Quaternaria
Posicao2
ST T T

Analitica

B

18

J

18

FIGURA 4. 9. Esquema de valvulas utilizado para as analises no sistema 2D LC-MS.
Posicédo 1: sistema desacoplado (etapa de excluséo) e Posicéo 2: sistema acoplado (etapa

de transferéncia) (Adaptado de SIMOES®)

A Figura 4.10 representa a comparacao dos cromatogramas no modo

1D e 2D. Ao comparar os modos, podemos constatar um ganho significativo de

sensibilidade para a BP-1 e BP-3, entretanto ndo houve grandes alteracdes para a

BP-4, entdo foram testados alguns parametros para melhorar as condicdes

cromatograficas. Dentre eles, pH da fase movel, uso de tampao, outras colunas
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analiticas na segunda dimensdo e porcentagem de solvente organico na fase de

excluséo proteica.
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FIGURA 4. 10. Comparacado dos cromatogramas referentes aos modos 1D e 2D utilizando a
Coluna 2. Leite materno fortificado com 1000 ng/mL dos analitos.
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4.5. Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

Usualmente é sabido que, na maioria dos casos a fase mével utilizada
em sistemas LC—MS é composta por agua e algum modificador organico (metanol ou
acetonitrila). O uso de solucdes tampéao e aditivos sdo comumente utilizados com o
intuito de melhorar a separacdo cromatografica e a ioniza¢do dos analitos. Todos 0s
testes aqui mencionados, foram realizados no modo unidimensional, apenas
utilizando a Coluna 2, para observar a resposta da eficiéncia cromatogréafica e
ionizacdo dos analitos. A Tabela 4.3 resume todos o0s experimentos realizados,
juntamente do resumo dos resultados encontrados e discutidos abaixo.

Primeiramente, foi avaliado o uso de acetonitrila como modificador
organico pelo fato de ser um solvente polar aprotico e promover diferentes interagoes.
N&o houve resultados satisfatorios visto, que presentaram uma baixa eficiéncia
cromatografica, levando a um alargamento das bandas, diminuindo a sensibilidade, o
cromatograma esta representado no Anexo | (Figura A.1).

Foi realizado também o uso de aditivos volateis (acido férmico e
hidroxido de aménia) a fim de favorecer a ionizacdo, promovendo melhor resposta
analitica, entretanto, o uso de NH,OH nao ionizou completamente a BP-4 e utilizando
HCOOH a ionizacdo da BP-3 foi prejudicada. A Figura A.2 do Anexo I ilustra os
resultados.

Quando se trata em melhorar a eficiéncia no processo de ionizacéo é
imprescindivel que o analito esteja completamente ionizado em solucdo. Logo, para
substancias acidas, recomenda-se o uso de solu¢cdes com valores de pH de 1,5
unidades acima do valor do pKa (constante de dissociacdo acida) dos analitos
favorecendo a desprotonacdo. E para substancias basicas aconselha-se solucdes
com valores de pH de 1,5 unidades abaixo do valor do pKa dos analitos 8. Visto que
o pKa das benzofenonas estdo em torno de 7,5 foi estudado o uso de solucdo tampéao
acetato e formiato de amonio no pH 9, concentracdo de 5 mM como fase movel. Nao
houve diferenca na ionizagdo em relacdo ao uso dos dois tampdes examinados
(Figura4.11). Comparando os resultados entre as Figuras 4.10 (experimento realizado
tendo H20/MeOH como fase movel) e as Figuras 4.11 (fase movel, tamp&o/MeOH)
percebe-se um ganho em sensibilidade para a BP-3 utilizando tampé&o acetato de

amonio (5 mM e pH9)/MeOH, sendo esta selecionada como fase movel.
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TABELA 4. 3. Resumos dos experimentos realizados para otimizagdo das melhores

condi¢des cromatograficas.

Aditivos HCOOH
organicos NH,
Tampao Acetato
de aménio 5mM e
pH9

Controle de pH

Tampéao Formiato

A%l % | < |Ix

1D de aménio 5mM e
pH 9
Modltlc.ador Acetonitrila
organico
Solvente 2 % de MeOH
organico na
o iaZo 5 % de MeOH
Acquity CSH,
Colunas Cortecs C18+,
2D analiticas Symetry C18, HSS T3
ortogonais Acquity Phenyl,

Acquity HSS T3
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FIGURA 4. 11.Cromatogramas obtidos utilizando tamp&o acetato e formiato de amoénio,
analisados com a Coluna 2. Leite materno fortificado com 1000 ng/mL dos analitos.

Visto que solucdo tampdo de acetato de aménio (5 mM e pH 9)

apresentou resultados melhores que utilizando agua, testou-se entdo, substituir

metanol por acetonitrila, mas ouve alargamento das bandas cromatogréficas,
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perdendo sensibilidade do método, o cromatograma encontra-se no Anexo | (Figura
A.3).

Foram avaliadas colunas ortogonais na segunda dimensao. Os valores
de ortogonalidade (Fs) para cada coluna foram adquiridos por um software livre da
Farmacopeia Americana 1% que se fundamenta no modelo de subtracéo hidrofébica
desenvolvido por Snyder 1% e colaboradores. Para valores de Fs < 3 as colunas sdo
consideradas equivalentes, 3 < Fs > 10 s&o similares e colunas com Fs > 10 sdo
ortogonais 1%, Sendo assim, a coluna HSS T3 (50 x 2,1 mm, 1,7 um) foi escolhida
para ser comparada a outras 4 colunas, sendo elas: coluna Acquity CSH (100 x 2,1
mm, 1.7 pum) similar (Fs = 5,85), Symetry C18 (50 x 2,1 mm, 3,5 um), Acquity BEH
Phenyl (100 x 2,1 mm, 1.7 um e Cortecs C18+ (100 x 2,1 mm, 2,7 um) ortogonalmente
diferentes. Os cromatogramas estao representados no Anexo | (Figura A.4 e 5). A
coluna analitica HSS T3 foi mantida por ela permitir bandas mais estreitas,
aumentando a sensibilidade do método e também por possibilitar, se necessario, 0
uso de 100% de 4gua como fase mavel.

De modo geral, muitos analitos possuem forte interacdo com proteinas
de matrizes biologicas, por essa razdo, a adicdo de pequenas quantidades (< 5%) de
solventes organicos na fase mével de exclusdo proteica as vezes € necessaria,
evitando as possiveis interagGes analito/proteina 6. Desta forma, estudou-se a
exclusdo das proteinas com tampao acetato (5 mM e pH 9) com 2% e 5% de metanol.
O uso de 5% de MeOH proporcionou um ganho de sensibilidade para a BP-3 e

promoveu um menor tempo de separagéo (Figura 4.12).
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FIGURA 4. 12.Comparacéo entre o uso de 2 e 5% de MeOH na fase de excluséo proteica,
utilizando a Coluna 2. . Leite materno fortificado com 1000 ng/mL dos analitos.

Estabelecidas as condicbes de exclusdo e separacdo, que estdo

resumidas na Tabela 4.4, partiu-se para o acoplamento entre as colunas RAM (2) e

HSS T3, entretanto os resultados ndo apresentaram repetibilidade, havendo

duplicacéo das bandas cromatogréficas, conforme a Figura 4.13.
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TABELA 4. 4 - Condi¢des cromatograficas estabecidas para excluséo e separacdo dos

analitos.

Proporcéo da

Tempo (min) Fase movel . Evento
fase movel (v/v)
MEEI FFETEES Excluséo das
0-25 acetato (5mM 5:95 .
macromoléculas
pH9)
MeOH /Tampao o
2,5-10 acetato (5mM 80:20 Eluu;ap dos
analitos
pH9)
10-12 MeOH 100 Limpeza da RAM
MeOH /Tampao .~
) Condicionamento
12 -15 acetato (5mM 5:95 da coluna
pH9)
Vazéao 0,4 mL/min e volume de injecdo de 10 pL
0.25 0.12
—BP-1 -— — BP-3 iG] —BP-4
< <. 0.084
g 0.15 'C;:
° o 0.06-
8 0.104 s
B 2 0.04 4
2 2
€ 0.05- £ ol
ooo-%'J 0.00 *
0123 456 7 8 9 10 012345678 910 0123 45678 9 10

Tempo (min)

Tempo (min)

Tempo (min)

FIGURA 4. 13. Cromatograma obtido da analise no modo unidimensional utilizando a
Coluna 2, referente as condigbes cromatograficas descritas na Tabela 4.3. Leite materno
fortificado com 1000 ng/mL dos analitos.

4.6. Nova condicao de otimizacao de ionizacao

Visto que, as primeiras condi¢cbes de ionizacdo para as benzofenonas

foram realizadas utilizando MeOH/H20 como fase moével, e talvez os analitos ndo

estavam ionizando em suas melhores condi¢cdes, o que pode explicar a falta de

repetibilidade dos resultados, optou-se por estabelecer novas condi¢des de ionizagao.

Para a nova otimizacédo das condi¢Oes de ionizacao, solu¢cbes aquosas

individuais de cada composto (1000 ng/ mL), foram infudidas no sistema no modo

combinado com vazao de 50 uL/min de MeOH/tampéao acetato de amdnio (5 mM e

pH9) (80:20 v/v) vinda do sistema cromatografico combinada com uma vazéao de 5

puL/min da bomba seringa contendo as solucdes aquosas. A Tabela 4.5 apresenta as
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novas condi¢cOes estabelecidas para ionizacao e fragmentacdo das benzofenonas no
modo negativo (BP-1 e BP-4) e positivo (BP-3), realizadas manualmente, levando em
consideracéo a estabilidade dos ions gerados.

O espectrémetro de massa operou no modo full scan e duas transicoes
de cada analito foram selecionadas, as utilizadas para quantificagéo foram: para a BP-
1am/z213,10<90,89, para a BP-3 m/z 228,02<150,96 e para a BP-4 o fragmento m/z
307,03<210,93.

TABELA 4. 5. Novas condi¢cfes de ionizacéo e fragmentacdo para as benzofenonas.

fon Voltagem ENergia
Parametros de Formula Massa Fragmentos 9 de Modo de
Lo Compostos precursor do cone g ST
ionizagéo molecular  molecular (m/z) colisdo ionizagcédo
(m/z) V) eVv)
Voltagemdo o BP-1 C13H1003 214,02 213,10 90,89 30 25 Negativo
capilar (kV)
134,95
Temperatura 104,97
de 300 BP-3 C14H1203 229,02 228,02 30 20 Positivo
. 150,96
dessolvatacéao
(°C)
Vazdo do géas 181,94
de 600 BP-4 C14H1206S 308,03 307,03 30 35 Negativo
~ 210,93
dessolvatacéo
(L/h)

ApoOs estabelecer as novas condi¢cdes de ionizagdo repetiram-se as
andlises anteriores e houve repetibilidade. No entanto, para uma limpeza mais
eficiente a fase moével de limpeza da coluna RAM-BSA foi trocada para uma mistura
de solventes (MeOH/H20/2- propanol). As duas colunas foram mantidas a 40 °C para
evitar qualquer variagao de temperatura no sistema. A Figura 4.15 ilustra os resultados
obtidos para o modo 2D-LC. Ao se comparar com os resultados obtidos com o modo
unidimensional observa-se um estreitamento das bandas cromatogréficas, levando a
um aumento de sensibilidade no método, podendo utilizar menores concentragdes de

trabalho.

A Figura 4.14 representa as condicdes cromatograficas definidas para o
método. O tempo e a fase de limpeza da coluna RAM-BSA ficaram definidos como

MeOH/H20/2- propanol 75:20:5 de 10-12 min e condicionamento da coluna entre 12-
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15 min com MeOH /Tampéo acetato (5mM pH9) 95:5. Para a posi¢cao das valvulas,

ver Figura 4.9

Condicionamento

Exclusdo das Limpeza D
macromoléculas e
A
- b e i | + '
s < | )
Tempo (min)
Acoplamento 2D

Bomba 1: Coluna 2 Bomba 2: Coluna analitica HSS T3
(A) MeOH/ Acetato de amanio (5 mM; pH 9) (5:95 viv) MeOH/Acetato de aménio (5 mM; pH 9) (80:20 viv)

(B) MeOH/ Acetato de amdnio (5 mM; pH 9) (80:20 vwiv)
(C) MeOH/H,ONSO (75:20:5 viviv)

(D) MeOH/ Acetato de amdnio (5 mM; pH 9) (5:95 wiv)
Vazdo: 0,4 mL/min

Vazio: 0,4 mL/min

FIGURA 4. 14. Esquema das condi¢gbes cromatogréaficas definidas para o
método.
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Figura 4. 15. Cromatograma obtido na separagéo dos analitos no modo multidimensional,
utilizando a Coluna 2 e a coluna HSS T3. Leite materno fortificado com 1000 ng/mL dos

analitos.

Como os resultados utilizando a Coluna 2 foram bastante satisfatorios e

como a coluna estava sendo usada apenas como extratora a mesma condi¢do

cromatografica foi utilizada com a Coluna 1, no entanto, com a mudanga no
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procedimento acarretou na perda de ionizacdo da BP-3 na segunda dimensao. A

Figura A.6 do Anexo | ilustra os resultados obtidos.

4.7. Influéncia de diferentes misturas de solvente no Efeito de

matriz

O leite materno € composto em sua grande parte por proteinas, lipideos
e oligossacarideos, como ja mencionados anteriormente, e esses constituintes podem
afetar na extracao dos analitos na matriz e, portanto, a deteccdo dos mesmos. Desta
forma, diferentes misturas de solventes foram avaliadas para melhorar a extragéo dos
analitos da matriz e diminuir o efeito de matriz. Foram avaliados como solvente de
extracdo: 100% de acetonitrila; 100% de 2-propanol; acetonitrila/2- propanol (30:70
v/v); 2-propanol/acetonitrila (70:30 v/v) e acetonitrila/ 2-propanol (50:50 v/v), os
cromatogramas estao no Anexo | (Figuras A.7 -e A. 8).

Foram selecionados 100% de acetonitrila, 100% de 2-propanol e
acetonitrila/2-propanol (50:50 v/v) para estudo do EM, RE, EP com base em Trufelli e
colaboradores 2 por levarem a uma melhor ionizacdo dos analitos e uma maior
sensibilidade. A Tabela 4.6 ilustra os resultados obtidos quando foi utilizada a mistura
de solventes acetonitrila/2-propanol (50:50 v/v). Observou-se EM menos pronunciado,

porém ainda com baixa RE e EP.

TABELA 4. 6. Valores obtidos do no estudo de ME para a analise de benzofenonas em leite

materno.

. Efeito de Recuperacéao Eficiénciado

Analitos Solvente matriz (%) g/o) & processo (%)
BP-1 (-) 21 26,1 20,5
BP-3 2-propanol (+) 11 8,4 9,3
BP-4 (-) 19 67,1 54,6
BP-1 (-) 12 36,1 32,0
BP-3 Acetonitrila (+) 46 8,0 11,7
BP-4 (+) 14 67,6 77,0
BP-1 Acetonitrila: (+) 6,0 21,9 23,3
BP-3 2-propanol (+) 13 6,0 6,8
BP-4 (50:50 viv) (-) 4,0 213 205

Cabe ressaltar aqui que para avaliacédo do efeito de matriz em métodos

com extragdo on-line a European Medicines Guideline (EMA) 1% sugere a andlise de
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no minimo seis lotes diferentes da matriz fortificados nas concentragfes estabelecidas
para o controle de qualidade baixo e alto. O coeficiente de variacdo entre as amostras
nao deve ser superior a 15%. Porém nao foi possivel realizar este experimento devido

a identificagédo do efeito memoria entre as analises.

4.8. Identificacdo do efeito memoria

Em cromatografia, o efeito de memaria € um parametro importante a ser
analisado, pois é onde as substancias de interesse aparecem nas injecdes de amostra
‘branco” (matriz sem a presengca dos analitos). Quando muito pronunciado,
compromete a repetibilidade do método. O efeito memoria, de acordo com a EMA
deve ser analisado injetando-se amostras brancos, apds a injecdo da amostra de
maior concentracdo, ndo podendo ser maior que 20% do limite de quantificacdo. Este
valor € encontrado pela relacdo das bandas cromatograficas da amostra fortificada

com a amostra branco.

Depois de estabelecido as melhores condicdes cromatogréficas,
ionizacao e melhor solvente para extracdo dos analitos na matriz, foi avaliado o limite
de quantificacdo para as benzofenonas nas seguintes concentracdes: 5,0; 10; 25; 50;
100; 250; 500 e 1000 ng/mL. As amostras foram preparadas em triplicata, em leite
materno e adicionados 100 uL da mistura de acetonitrila e 2-propanol (50:50) e
injetados 10 pL. Contudo, na injecdo do branco foi observada a presenca da BP-3,
91% acima da &rea encontrada na amostra de menor concentracdo (5,0 ng/mL),
indicando efeito memaria. Os resultados encontrados estéo ilustrados na Figura 4.16.
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dos analitos e leite materno branco.

. Cromatogramas da comparacéo entre o leite materno fortificado com 5,0 ng/mL

Diante da identificacdo do efeito memoria, alguns estudos foram

realizados para solucionar esse obstaculo. Inicialmente investigou-se a composi¢ao

dos solventes do sistema de lavagem da seringa e da al¢ca de injecao (loop) do auto-

injetor. Verificou-se que utilizando uma mistura de metanol/2-propanol/agua (75:20:5

viviv; 0,2% de acido férmico) como solvente forte e agua ultrapura (10% de etanol)

como solvente fraco, proporcionaram uma diminui¢do do efeito memoria.
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Foi avaliado também o tempo de limpeza da coluna RAM ap@s a eluicao

das benzofenonas, e a adicdo de acido formico na fase de limpeza, mas ndo houve

influéncia na diminuicao do efeito memoria.

Outro fator avaliado foi 0 nimero de lavagens da seringa e da alca de

injecdo. Desta forma aumentou-se o numero para 5 vezes a lavagem com o solvente

forte e 5 vezes com o solvente fraco. Este procedimento proporcionou também uma

melhora no efeito memoria. O Ultimo parametro estudado foi a adicdo de baixos

percentuais de DMSO (dimetilsulfoxido) (< 5%) aos solventes da fase moével com o

intuito de sanar o efeito memoéria 199119, Sendo assim, foi adicionado primeiramente

DMSO apenas no solvente forte de limpeza da agulha e alca de injecdo, mas néo

houve diminuicdo significativa do sinal, entdo adicionou-se o0 DMSO na fase movel,

em 2%, mas nessa percentagem houve prejuizo da ionizacao dos analitos (Ver Anexo

[, Figura A.9).

Posteriormente todos os estudos de limpeza, as valvulas foram lavadas

em todos os caminhos, os frascos de fase mével foram lavados com DMSO, o capilar

também foi lavado. A Figura 4.17 ilustra os cromatogramas obtidos nos canais de

monitoramento para BP-1, BP-3 e BP-4. Apds limpeza de todo o sistema, as massas

referentes aos analitos ndo foram encontradas.
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FIGURA 4. 17. Cromatograma do leite materno branco, indicando que o sistema e a Coluna

2 foram limpos.

4.9. Uso do leite bovino como substituto

Dentre todos os experimentos realizados, foi observado que a apari¢éo

das bandas dos analitos em amostras de leite materno branco era devido ao efeito

memoria, sendo assim foi realizado uma comparacéo entre o leite bovino (isento das
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benzofenonas) e o leite materno a fim de identificar se a contaminagdo maior era
proveniente do sistema ou se a matriz, usada como referéncia ja estava contaminada
com as benzofenonas. A Figura 4.18 ilustra a comparacéo dos cromatogramas do leite
materno e leite bovino e percebe-se que ha presenca da BP-3 no leite materno,
indicando que a matriz estudada ja estava contaminada com o analito de interesse.
Como a matriz estava contaminada com o analito de interesse, foi
utilizado o leite bovino desnatado como substituido do leite materno para distinguir
nas analises o que era sinal relacionado a contaminacdo do problema de efeito
memoéria. Optou-se também pela redugdo da concentracdo da solucéo de trabalho de
1000 para 200 ng/mL a fim de diminuir o efeito meméria no sistema. Desta forma,
apos mudar a matriz e certificarmos que o sistema estava limpo, uma nova analise do

limite de quantificagao foi realizada.
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FIGURA 4. 18. Cromatograma da comparacao entre o leite bovino desnatado e o leite

materno.

Foi avaliado novamente o limite de quantificacdo para as benzofenonas

nas seguintes concentracoes: 1,0; 2,5; 5,0; 10; 20; 50; 100; 200 ng/mL. As amostras

foram preparadas em triplicata, utilizando leite bovino desnatado e adicionados 100

puL da mistura de acetonitrila e 2 - propanol e injetadas no volume de 10 pL.
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A Figura 4.19 ilustra, que a Coluna 2 perdeu eficiéncia cromatogréfica.
A comparacao com os cromatogramas da Figura 4.14 exemplifica as diferencas. Os
frits da coluna foram verificados, entretanto néo foi observado nenhuma obstrugéo,

porém, a fase estacionaria apresentava voids em sua estrutura.
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FIGURA 4. 19. Cromatogramas indicando a perda de eficiéncia cromatografica da Coluna 2.
Leite bovino desnatado fortificado com 200 ng/mL dos analitos.



intensidade (x10

69

Diante da perda da eficiéncia cromatogréfica da Coluna 2, uma nova

coluna RAM (Coluna 3), similar a Coluna 1, foi preparada. A nova coluna RAM

preparada apresentou boa eficiéncia cromatografica e o tempo de retencdo dos
analitos foi mantido (Figura 4.20), apresentando boa sensibilidade do método em uma

concentracédo de 200 ng/mL, proporcionando o uso de concentragcdes menores para

os testes de limite de quantificacéo e deteccao.
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FIGURA 4. 20.Cromatograma do leite bovino desnatado fortificado com 200 ng/mL dos

analitos, utilizando a Coluna 3 no modo unidimensional.

Apesar dos bons resultados da Coluna 3 no modo unidimencional, da

diminuicdo da concentracao de trabalho e da troca da matriz para o leite bovino, o

problema do efeito memadria continuava persistente. Uma vez que o leite bovino estava

livre das benzofenonas, foi necesséario investigar se este efeito memobria era

proveniente do sistema LC-MS ou da coluna RAM.

Apos uma nova limpeza do sistema foi notado que a utilizacdo de agua,

no lugar de tampdo acetato de aménio, mascarou o efeito memoria. Isto esta

relacionado a baixa ionizacao dos analitos devido ao baixo pH da fase movel fazendo

com que eles se encontrassem em sua forma protonada, justificando a continuagéo

do uso de tampdao acetato de amdnio, pH 9, que proporciona uma melhor ionizacéo,

aumentando a sensibilidade do metodo (Ver Figura 4.21).
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FIGURA 4. 21. Comparacao entre o branco da amostra utilizando agua como fase movel e
tamp&o acetato de aménio. Leite bovino desnatado fortificado com 200 ng/mL dos analitos.

Apbs a limpeza do equipamento e da Coluna 3, foi avaliado novamente

o limite de quantificacdo nas seguintes concentracdes: 1,0; 2,5; 5,0; 10; 20; 50; 100;
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200 ng/mL. As amostras foram preparadas em triplicata, em leite bovino desnatado e
adicionados 100 pL da mistura de acetonitrila e 2 - propanol e injetadas no volume de
10 pL.

Os cromatogramas apresentados na Figura 4.22, ilustram a perda da
eficiéncia cromatogréafica da Coluna 3 recém preparada, apos injecdo de apenas 240

uL do leite bovino desnatado fortificado com os analitos de interesse.
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FIGURA 4. 22. Cromatogramas da comparacao entre a primeiras e Ultima inje¢&o, indicando
a perda da eficiéncia cromatografica da Coluna 3. Leite bovino desnatado fortificado com
200 ng/mL dos analitos.

Dado que as condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram as mesmas
mencionadas em testes anteriores (Figura 4.14) e que o volume de injecao do leite
ndo é o suficiente para justificar sua perda de eficiéncia cromatogréafica, 8% foi
preparada uma nova coluna RAM (Coluna 4), similar as Colunas 1 e 3. A Coluna 4
também perdeu eficiéncia cromatografica apds pequeno volume de injecéo de leite. O
cromatograma esta representado no Anexo | (Figura A.10).

4.10. Uso de uma fase alquila C8

Diante da perda de eficiéncia das Colunas 2,3 e 4 consideravelmente
rapida, uma coluna comercial Symetry C8 (Coluna 5) foi usada para imobilizar BSA.
O uso de uma fase hidrofébica com grupo alquila menor poderia minimizar as
interagbes entre os analitos, com caracteristicas apolares, e a fase estacionaria,
podendo levar a uma diminuicdo do efeito memoaria, entretanto isso nao foi observado.

A Figura 4.23 apresenta os resultados utilizando a coluna 5 no modo
unidimensional, que levou a um estreitamento das bandas e, portanto, alta
sensibilidade no método, nos permitindo diminuir a concentragcdo maior de trabalho
para 100 ng/mL. Porém, houve um aumento do efeito memdria nessa fase
estacionéria, dificultando a limpeza entre uma injecéo e outra, além do que a relacéo

sinal ruido é maior do que o nivel de ruido médio medido com a solu¢do do branco.
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FIGURA 4. 23.Cromatograma da analise leite bovino desnatado fortificado com 100 ng/mL
dos analitos, utilizando a Coluna 5, mostrando a relac¢éo sinal ruido da amostra branco.

Perante aos fatos mencionados e acreditando que as colunas RAM-BSA

estavam sendo responsaveis pelo efeito meméria, como prova de fato, o preparo de

amostra por precipitacdo de proteina foi avaliado para quantificacdo com a coluna

HSS T3, como coluna analitica.
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4.11. Precipitacéo de Proteina

As colunas RAMs tém sido empregadas em nosso grupo de pesquisa
para andlises de substancias em leite materno 851 e |eite bovino %, porém as
benzofenonas sdo as primeiras substancias apolares estuda neste tipo de fase, logo
esse tipo de substancia possa influenciar, no efeito memaoria e na perda da eficiéncia
cromatografica. Sendo assim, a metodologia classica de preparo de amostra,
precipitacdo de proteina, foi avaliada para identificar os problemas envolvidos.

A Figura 4.24 refere-se aos cromatogramas da comparacao do teste de
preparo de amostra por precipitacao de proteina e o branco da amostra (leite bovino),
ilustrando os bons resultados obtidos na separacdo dos analitos pela coluna analitica
Acquity HSS T3.

Os resultados apresentaram boa sensibilidade do método, indicando
intensidade de sinais elevadas, em uma concentracdo de 200 ng/mL, entretanto, o
efeito memoria para a BP-1 e BP-3 se mostraram bastante pronunciados.
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FIGURA 4. 24. Cromatograma da analise de preparo da amostra por precipitacao de
proteina do leite bovino desnatado fortificado com 200 ng/mL dos analitos, utilizando a
coluna analitica HSS T3 e também o branco da amostra.

Como o efeito memaria utilizando a coluna HSS T3 foi muito elevado,
decidiu-se avaliar a precipitacédo de proteina e o uso do modo HILIC de eluicdo, aonde
iria nos proporcionar o uso de solvente organico em alta concentragéo, o que poderia
ajudar no problema de efeito memoria.
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Sendo assim, o procedimento do preparo de amostra foi realizado como
descrito no procedimento experimental (item 3.5), mudando apenas a concentracao
da amostra para 100 ng/mL a fim de diminuir ainda mais o efeito memaria. A coluna
utilizada foi a Acquity BEH HILIC (2,1 mm x 100 mm; 1.7 um). A Tabela 4.7 exemplifica

as condi¢des cromatograficas utilizadas, preestabelecidas pelo fabricante da coluna
111

TABELA 4. 7. Condig6es cromatogréficas utilizadas na separacao dos analitos utilizando o
modo Hilic de eluicéo.

Proporcédo da fase

Fase movel Tempo (min) .
movel (v/v)
A: 50: 50 (ACN: H20) + 10 mM
de acetato de amonio + 0,2% de 0-04 0,1% A99,9%B
acido acético
0,4-2,0 99,9% A 0,1% B

B: 90: 10 (ACN: H20) + 10 mM
de acetato de amoénio + 0,2% de 201-26 0,1 % A 99,9% B
acido aceético

Vazao 0,3 mL/min

A Figura 4.25 exemplifica que no modo HILIC obteve-se alta
sensibilidade no método e um tempo de analise bastante reduzido. Porém, mesmo
utilizando concentracfes elevadas de solvente organico ndo foi o suficiente para
eliminar o efeito meméria observado. Foi realizada mais uma vez, a completa limpeza
do sistema e da coluna, ainda assim o branco da amostra (leite bovino) apresentou os

analitos estudados.

O preparo de amostra, precipitacdo de proteina, e também o modo HILIC
de eluicdo nos possibilitou verificar que as colunas RAMs ndo séo a principal causa

do problema de efeito memodria.
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Figura 4. 25. Cromatograma da andlise de preparo da amostra por precipitacao de proteina
do leite bovino desnatado fortificado com 200 ng/mL dos analitos, utilizando a coluna Acquity
HILIC e também o branco da amostra.

Apbs concluir que as colunas RAMs nao sao as responsaveis pelo efeito

memoria, buscou-se na literatura uma relacdo entre o sistema cromatografico e os

problemas de contaminacdo. Dolan 12 infere que a fonte mais provavel de efeito



78

mem©ria é o auto-injetor, pois uma pequena quantidade da amostra pode permanecer
apos uma injecdo e assim contaminar a proxima.

Dolan também relata que a mais simples situacao esta relacionada ao
sistema de lavagem da agulha de injec&o, auto-injetores com rotor, onde passam tanto
o0 solvente de limpeza, quanto descarte do mesmo pode sofrer algum tipo de ruptura,
fazendo com que a amostra permaneca e contamine as proximas injecdes. Além
disso, quando se utiliza tubulagcbes de aco inoxidavel, o0 mau posicionamento do
encaixe, pode gerar volumes morto na valvula ou na entrada da coluna, ocasionando
problemas de efeito memoria.

Em alguns casos existem compostos que aderem ao auto-injetor e as
pecas do sistema cromatografico e podem atuar como superficies cromatograficas e
mimetizar uma coluna de separacéo. Existem substancias que possuem interacoes
com aco inoxidavel, outros interagem melhor com tubula¢gdes de polieteretercetona
(PEEK) e assim as contaminacfes em amostras subsequentes se tornam um grande
empecilho para validar um método cromatografico.

Com as afirmacdes colocadas por Dolan fica claro que o sistema
cromatografico é a principal fonte dos problemas relacionados ao efeito memoria.
Porém, o fato das colunas RAMs estarem perdendo sua capacidade cromatografica
efetiva ainda precisa ser mais bem investigado. Sendo assim, um ensaio de interacao

dos analitos com a BSA foi realizado.

4.1.4. Interacdo da BSA com os analitos

Como ja discutido anteriormente, as benzofenonas sdo os primeiros
analitos apolares estudados pelo grupo utilizando as colunas de meio de acesso
restrito, perante esse fator decidiu-se avaliar as interacfes das substancias frente a
BSA, a fim de buscar uma correlacdo entre as associacdes proteina/ligante.

A fluorescéncia da BSA esta associada a um residuo de triptofano e os
processos de supressao podem estar relacionados a altera¢gées conformacionais nas
subunidades proteicas, ligagdo do substrato ou desnaturacdo da proteina como
resultado de sua interacdo com as moléculas estudadas. Esse processo pode nos
ajudar a entender as interacGes medicamentosas com as proteinas do corpo 3.

O espectro de fluorescéncia foi acompanhado na faixa de 300 a 500 nm

com um maximo de fluorescéncia em 305 nm gerado por uma excitagao em 270 nm.
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Conforme pode ser visto na Figura 4.26, a intensidade de fluorescéncia sofre um

decréscimo a medida que se aumenta a concentragao da substancia.
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FIGURA 4. 26. Supressao da fluorescéncia da BSA frente a diferentes concentragdes do
analito

O processo de supressdo de fluorescéncia pode ser analisado pela
intensidade de fluorescéncia relativa (Fo / F) em fungdo da concentragdo [Q]

(concentracdo do inibidor), usando a equacéo de Stern-Volmer (Equacéo 2) 114

Fo/F =1 + Ksv[Q] = 1 + kqg.to [Q] (2)

Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia de BSA na auséncia e na presenca
dos inibidores, respectivamente, Kq € a constante da taxa de inibicao bimolecular e to
€ o tempo de meia-vida da BSA na auséncia dos inibidores. Da Equacao 2, pode ser
visto que a constante de Stern-Volmer (Ksv) é igual a to. Kq € pode ser obtida a partir
da inclinacéo do grafico tracado Fo / F vs [Q]. Os valores de Ksv e Kq obtidos para os
analitos estao listados na Tabela 4.8. Os valores de Kq foram calculados considerando
que o tempo de meia vida da BSA no estado excitado é de 6,2 x 108 s1 115, Analisando
os valores de Kq encontrados estédo na ordem de 10! - 1012 excedendo o valor maximo
permitido para o mecanismo dindmico (2,0 x 10° L.molt.s), sugerindo que a
supressédo da fluorescéncia da BSA pelos analitos ocorre estaticamente. Assim,
assumindo que a interagdo BSA/analito ocorre por um modo estatico, a constante de

ligacdo (Kbn) pode ser obtida do modelo de sitio de ligacdo que assume a existéncia
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de sitios de ligagdo (n) a um inibidor em uma biomolécula. Estes pardmetros podem
ser extraidos do grafico de log (Fo-F)/F vs. log [Q], ilustrado na Figura 4. 27, cujo log
Kb & dado pelo coeficiente linear e o numero de sitios de ligagéo (n), pelo coeficiente
angular, determinados pela Equacdo 3 4. Os valores obtidos para as substancias

estudadas neste trabalho estdo dispostos na Tabela 4. 8.

log [(Fo — F)/F] = log Kb + n log [Q] (3)
10
= BP-1
* BP-3
g A BP-4 n
Carbamazepina
Fluoxetina

log((F-F YF)

log [Q]

FIGURA 4. 27. Gréficos de Stern-Volmer de log (FO - F) /F versus log[Q] para a BSA na
presenca de diferentes concentragcdes dos analitos BP-1, BP-3, BP-4, Carbamazepina e
Fluxetina.
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TABELA 4. 8. Parametros obtidos pela equacao de Stern-Volmer para a interacdo BSA /

analitos.
Analitos T (K) Ksv Kqg R2 Kb N R?
BP-1 310,15 913000 3,51E+13 0,9802 39800000 1,36 0,9978
BP3 310,15 159000 6,12E+12 0,9858 24100000 1,46 0,991
BP-4 310,15 149000 5,73E+12 0,9895 1060 0,52 0,993
Carbamazepina | 310,15 37200 1,43E+12 10,9871 2330 0,74 0,9966
Fluoxetina 310,15 5710 2,2E+11  0,9698 98,2 0,61 0,9698

Foi demonstrado que a proteina pode ligar-se reversivelmente a uma
variedade de compostos endégenos ou exdgenos 6. A forca dessas interactes é
extremamente importante, uma vez que pode influenciar as propriedades
farmacocinéticas, como armazenamento e transporte, que podem influenciar na
eficiéncia do farmaco 1*’. No caso do estudo deste trabalho, ela pode estar associada
a danos irreversiveis as colunas RAMs, pois uma interacao forte pode inativar os sitios
de ligacéo levando a uma diminuicdo ou completa perda da eficiéncia cromatografica.

Ainda ndo existem na literatura trabalhos que estabelecam uma relacao
entre a perda da eficiéncia cromatografica e o limite dos valores de constante de
ligacdo (Kb). Entdo, buscaram-se substancias analisadas pelo grupo de pesquisa
utilizando o método de injecao direta da mesma matriz abordada neste trabalho. Nos
trabalhos desenvolvidos por LOPES e seus colaboradores 8419 ndo houve relatos
sobre a perda da eficiéncia cromatografica da coluna RAM com baixos volumes de
injecdo. Os valores de Kb obtidos para carbamazepina e fluoxetina, estdo dentro da
faixa estabelecida para interacdes moderadas 8. Em contrapartida, dois dos analitos
estudados neste trabalho, BP-1 e BP-3, apresentaram constantes de ligacdo na
mesma ordem de grandeza da bilirrubina (107), substancia endégena produzida pelo
corpo com forte interacdo pela BSA 1%°. Coincidentemente, estes mesmos dois
analitos foram os mesmos que mais apresentaram problemas em relacdo ao efeito
memoria e falta de repetibilidade entre as analises, dando um indicio de que a forte
interagcdo desses analitos com a BSA imobilizada estaria levando a sua inativagao e

perda da eficiéncia cromatografica.
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4.14. Triagem de diferentes leites maternos por LC-HRMS

Diante dos problemas enfrentados com as condi¢bes cromatograficas
examinadas usando o LC-QgQ e tendo observado na matriz usada como branco a
presenca das benzofenonas, fez-se entdo uma triagem qualitativa em 26 amostras de
leite materno, coletadas de nutrizes na cidade de S&o Carlos/Sao Paulo em diferentes
estados de amamentacao.

Perante o fato que o sistema cromatografico LC-QQQ estava
contaminado com os analitos de interesse, antes do estudo da triagem, foi realizado
uma analise para identificar se 0 QqTOF n&o apresentava problemas relacionados a
efeito memoaria. ApoOs identificar que o sistema ndo apresentava efeito memoaria
quando injetado um branco do leite materno, prosseguiu-se para triagem das
amostras.

Os leites maternos foram avaliados por LC-HRMS usando o QqTOF
como espectrometro de massas. O protocolo usado foi em acordo com o
procedimento experimental descrito na pagina 19. Os resultados obtidos estédo
apresentados na Tabela 4.9.

Embora o nimero de amostras analisadas nédo seja alto, € possivel
formar algumas conclusdes interessantes. Os resultados demonstram a ocorréncia
disseminada da BP- 1 e BP-3 em amostras de leites maternos. Foi encontrado
também, a BP-4, porém em apenas 2 amostras. As benzofenonas foram detectadas
em 88% das amostras analisadas. Os resultados obtidos nessa triagem sé&o
preocupantes, uma vez que estes analitos mesmo em baixas concentracdes sao

prejudiciais tanto as maes quanto aos filhos.
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TABELA 4. 9. Benzofenonas encontradas em diferentes tipos de amostras de leite materno.

Presenca de Benzofenonas

Benzofenonas encontradas

Amostras ~
SIM NAO (erro em ppm)
_ BP-3 (1.3 ppm)
Leite 01 X BP-1 (0.9 ppm)
Leite 02 X BP-1 (0.0 ppm)
Leite 03 X )
Leite 04 X BP-1 (0.4 ppm)
Leite 05 X BP-1 (-1.4 ppm)
Leite 06 X BP-1 (-0.2 ppm)
Leite 07 X BP-1 (-5.3 ppm)
Leite 08 X BP-1 (-2.3 ppm)
Leite 09 X BP-1 (-3.3 ppm)
BP-1 (-4.8 ppm)
Leite 10 X BP-3 (2.5 ppm) e
BP-4 (1,3 ppm)
Leite 11 X BP-1 (-3.1 ppm)
. BP-1 (-3.7 ppm)
Leite 12 X BP-3 (2.3 ppm)
Leite 13 X )
_ BP-1 (-3.3 ppm)
Leite 14 X BP-3 (-0.4 ppm)
. BP-1 (-5.2 ppm)
Leite 15 X BP-3 (-2.5 ppm)
_ BP-1 (-6.9 ppm)
Leite 16 X BP-3 (-2.5 ppm
Leite 17 X BP-1 (-4.2 ppm)
Leite 18 X Ayl

BP-4 (-2.2 ppm

Continua
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Continuacao da Tabela 4.9

Leite 19 X
Leite 20 X
Leite 21

Leite 22 X
Leite 23 X
Leite 24 X
Leite 25 X
Leite 26 X

BP-1 (-2.0 ppm)

BP-1 (-2.9 ppm)

BP-1 (-0.9 ppm)
BP-3 (5.9 ppm)

BP-1 (-2.6 ppm)
BP-3 (2.1 ppm)

BP-1 (-0.8 ppm)
BP-3 (-1.0 ppm)

BP-1 (-2.5 ppm)
BP-3 (-0.1 ppm)

BP-1 (-4.4 ppm)
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5.0. CONCLUSOES

As RAMs-BSA estudadas mostraram-se eficiente para a exclusdo das
proteinas do leite materno, assim como o0s oligossacarideos presentes na matriz.

As colunas RAMs com suporte de 3 pm apresentaram eficiéncia
cromatografica e poderia ser usada no modo simples de eluicdo proporcionando
analises rapidas e sem preparo de amostra. Porém, a forte interacdo dos analitos com
a coluna RAM-BSA causou perdas de eficiéncia cromatografica.

Os estudos realizados inferem bons limites de deteccdo, com todos 0s
parametros cromatograficos ajustados, os testes finais na concentracdo mais alta de
trabalho, 100 ng/mL, permitia sensibilidades elevadas ao método.

A metodologia classica de preparo de amostra, precipitacdo de proteina,
foi avaliada neste trabalho, porém o efeito memédria permaneceu mesmo quando
foram utilizadas diferentes colunas analiticas, modos de eluicdo, e 0 uso de uma
matriz substituta (leite bovino), indicando contaminacdo do sistema cromatografico,
provavelmente no auto-injetor, impossibilitando a validacdo e aplicacdo do método
desenvolvido.

Existem varios trabalhos analiticos publicados na literatura sobre a
determinacao das benzofenonas selecionadas em leite materno, a maioria das vezes
foi focado na determinacao das BPs utilizando técnicas como microextracao liquido-
liguido dispersiva e extracdo em fase sélida. O preparo de amostra proposto neste
trabalho difere dos reportados na literatura. A injecdo direta de amostras utilizando
colunas RAMs é considerada uma boa escolha em relacédo a sua boa capacidade de
extracdo e operacdo, especialmente quando comparado ao SPE que ¢é
tradicionalmente utilizado em analises de fluidos biologicos, porém os analitos de
baixa polaridade apresentaram forte interagcdo com as colunas RAMs avaliadas.

A triagem de amostras de leite materno coletadas de 26 diferentes maes
da Cidade de Sao Carlos foi avaliada por LC-HRMS e apresentou a presenca de

benzofenonas em 88% das amostras analisadas.
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FIGURA A. 1. Cromatogramas referente ao teste de acetonitrila como solvente organico.
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FIGURA A. 2. Uso de aditivos (NHsOH e HCOOH) na cromatografia.
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