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RESUMO

“Desenvolvimento de Métodos Cromatograficos par@omtrole de Qualidade e

para a Analise de Residuos em Leite Bovino de ragthatos Veterinarios”.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento e a&aligg colunas
RAM-BSA na exclusédo de proteinas do leite bovindaecapacidade de retencdo
dessas colunas para os antibioticos aminoglicosiesireptomicina, neomicina e
gentamicina). O perfil cromatografico da exclusés groteinas foi avaliado
utilizando agua, solucéo fosfato de potassio dioasisolucédo acetato de amonio
como fase movel. A capacidade de retencdo das a®IRAM-BSA para os
antibidéticos aminoglicosideos foi avaliada utilidan cromatografia no modo
reverso de eluicdo, com o0 uso de solucdes tampsnaaromatografia de
pareamento ionico. Foi verificado, com todas agsdasiOveis avaliadas, uma
grande variacao nos tempos de retencao dos analmos coluna RAM-ADS foi
também utilizada e, da mesma forma que as coluAdM-BSA nenhum tempo de
retencao adequado foi obtido. Durante o estudet@®agao nas colunas RAM-BSA
foi também realizada, uma avaliacdo do fator deng&o (k) dos antibiGticos
aminoglicosideos utilizando cromatografia de paesdam idnico (TFA, HFBA e
PFPA como agentes de pareamento i6nico) nas cofanase Gg (Hyperil 15 x
0,46 cm d.i.) e ELSD como detector. Esse estudpgoomonou o desenvolvimento
de métodos analiticos para o controle de qualidedsedicamentos veterinarios.
Foram desenvolvidos métodos de analise para osamt@soticos avaliados e os
metodos apresentaram linearidade, sensibilidadetjvegade, exatidao e precisao
adequadas, de modo que foram aplicados com sucasatélise de medicamentos
veterinarios comerciais.

Este trabalho também apresenta um estudo paraeawbdamento de

um metodo por injecdo direta utilizando colunas RBBWIA para andlise de
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antibioticos cefalosporinicos em leite bovino coeted¢cao por espectrometria de
massa. As propriedades fisico-quimicas destes csiogexigiram a utilizacéo de
solugcdes tamponadas e agentes de pareamento i@sicguais dificultaram o
acoplamento com o MS influenciando diretamenteon&Zacéo destes compostos,
impedindo o desenvolvimento do método.

O desenvolvimento e validacdo de um método, sdnséve
enantiosseletivo por CLAE-multidimensional paraededminacdo dos metabdlitos
do albendazol (albendazol-sulfoxido, albendazdiesia e albendazol-2-amino-
sulfona) em leite bovino por deteccdo por MS tamib@mealizado. Uma coluna
RAM-BSA C; (5,0 x 0,46 cm d.i.) foi acoplada em uma colunaajuris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose em silica APS-Masil (15,0 x 0,46 cm d.i.) e
0 método validado mostrou linearidade, precisaati@o e sensibilidade adequada
para ser utilizado em estudos de residuos em dhlsezou farmacocinéticos
destes compostos. Ainda, durante este traballredbzado um estudo do efeito de

matriz para verificar a influéncia desta na val@ado método por LC-MS.
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ABSTRACT
“Development of chromatographic methods for quatioytrol and residual limits

analysis of veterinary pharmaceutical formulationbovine milk”.

This work reports the investigation of a series bamivine serum
albumin (BSA) restricted access media columns (RAdA)on-line milk samples
deproteinization using water, phosphate and acéiaffer as mobile phase. The
retention factor (k) of aminoglycosides antibiotiggtreptomycin, neomycin and
gentamycin) on the RAM columns was evaluated usinffers and ion pair
chromatography. The results showed a wide variaten aminoglicosides
antibiotics retentions time; a RAM-ADS column wasaainvestigated and the
same results was observed.

During the RAM columns studies, an investigationtwd analytical
columns, Gg and phenyl (Hyperil 15 x 0,46 cm i.d.), were parfed using ion pair
chromatography. Perfluorinated acids (TFA, HFBA &tePA) were evaluated as
moblile phase and the detection was accomplishedamyevaporative light
scattering detector (ELSD). This study allowed thevelopment of analytical
methods for quality control of gentamycin, neomyamd streptomycin in
veterinary pharmaceutical formulations. The devetbpnethods showed good
selectivity, sensibility, accuracy and precision &l compounds allowing it to be
successfully used to commercials phormulation.

This works also presents a study for on line deteation of
cephalosporinic antibiotics in bovine milk by mdlthentional chromatography
using RAM-BSA column for sample clean-up. The chatmgraphic conditions
optimzed for these compounds were not adequatthé®MS/MS quantification
due to suppression and/or enhancement of compoiordzation.
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Still a sensitive and enantioselective multidimenal high
performance liquid chromatography (HPLC) method fdetermination of
albendazole metabolites: albendazole sulphoxidéenalazole sulphone and
albendazole 2-aminesulphone in bovine milk was ldgveent and validated at this
work. The compoundsztj-albendazole sulphoxide, albendazole sulphone2and
aminesulphone were extracted from bovine milk usangctyl restricted access
media bovine serum albumin columng{RAM-BSA) (5.0 x 0.46 cm i.d.) and
analyzed on a chiral column containing amylos€3risdimethylphenylcarbamate)
coated onto APS-Nucleosil support, as stationagsph15.0 x 0.46 cm i.d.). The
validated method showed linearity, precision, aacurand adequate sensitivity,
allowing it to be appropriate for pharmacokinetssidies and residual limits
control. A matrix effect study was conducted todastigated its influence on the

LC-MS method development.
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"Todo mundo tem dentro de si um fragmento de boas noticias.
A boa noticia € que vocé ndo sabe qudo extraordindrio vocé pode ser!
O quanto vocé pode amar! O que vocé pode executar/

E gual € o seu potenciall’.

ANNE FRANK
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1—-INTRODUCAO

1.1-MEDICAMENTOS VETERINARIOS E A PECUARIA MODERNA

Na pratica da pecuaria moderna, os medicament@singios tém
sido amplamente utilizados e administrados comdivadi em agua ou nos
alimentos dos animais destinados ao consumo hunsano,ntuito de prevenir o
aparecimento de doencas. Além disso, agentes progsalo crescimento como 0s
hormdnios e determinados medicamentos veterindéiosaplicados para estimular
0 crescimento dos animais, 0 que € considerado praiica excessiva nNo USo
desses medicamentds.

E evidente que ha beneficios importantes para osapietas quando
do uso ilegal dessas substancias; geralmente, dasses medicamentos melhora a
absorgcédo e a conversédo dos alimentos levando aammogem proteinas e sais
minerais estimulando o crescimento dos animais.eN@nto, essas substancias
podem permanecer nos alimentos derivados dos aniitmatiados, levando a
residuos destes nos alimentos.

A presenca destes medicamentos veterinarios cosiduobs exerce
alguns efeitos diminuindo a qualidade dos alimenisr exemplo, o uso de
agentes promotores de crescimento leva a um aumant@locidade de lipdlise
gerando uma decomposi¢ao quimica de triacilglisem®iconsequente diminuicdo
de gordura com efetiva perda no sabor do alimesraa notavel retencéo de agua
também é verificada com o uso dessas substancids, mresultado € uma carne
dura e pouco suculenta.

Além de prejuizos significantes para industria sE@ssamentos entre
outras, devido a baixa qualidade dos produtos,eaepca desses residuos em
alimentos podem causar sérios problemas a saudeanaum
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Muitos desses compostos podem exercer efeitos @eoos,
imunotéxicos, carcinogénico ou endécrindeste modo, ha um interesse evidente
em organizacgdes oficiais e industrias alimentier@scontrolar, com certo grau de
seguranca, a presenca dessas substancias nostedimerorigem animal, uma vez
gue o uso indiscriminado desses medicamentos tersada serios problemas
relacionados a saude publica.

O FDA (Food and Drug Administration), nos Estadasidds, e as
Diretrizes da Unido Européia exigem severo contnoleiso destes medicamentos
envolvendo a producédo de alimentdsDe acordo com essas diretrizes, as
substancias séo classificadas em dois grupos, wpogA que compreende
substancias proibidas, e um grupo B que compreendes medicamentos
veterinarios autorizados, mas que possuem limgiedbelecidosTabela 1.J).

Para os antibidticos da classe d@adactamas, por exemplo, a
tolerancia destes residuos permitidos em leite p&é € de 5 ng/mL para a
penicilina G, 10 ng/mL para a amoxicilina, ampi@ie cloxacilina e 20 ng/mL
para a cefapirind.

No que se refere aos anti-helminticos, para o nddémol (TBZ), o
benzinidazol mais antigo utilizado, a tolerancianpgda em leite de acordo com
as normas da Comunidade Européia (EC) é deuyilg para a soma TBZ e o
metabdlito 5-hidroxi-tiabendazol (5-OH-TB2).

No Brasil, o Plano Nacional de Controle de ResicerasProdutos de
Origem Animal (PNCR) estabelece que o limite maxideoresiduos (LMR’s) é
competéncia do Ministério da Saude e da Agriculeinao caso de nao estarem
estabelecidos por este ministério, utiliza-se termacionalizados no Mercosul, 0s
recomendados pela Codex Alimentarius, os constardssDiretrizes da Unido

Européia e os utilizados pelo FDA/USA e Japao.
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Os antibiéticos, na sua maioria, atuam como prorastodo
crescimento e tém sido utilizados de forma abufvando principalmente ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana no hom@ms. anti-helminticos,
embora sejam usados para o0 seu propoésito, no gatarde infecgbes parasitarias,
também tem causado sérios problemas, devido adalteespeito por parte dos

pecuaristas com relacéo aos prazos de eliminaggmsologia aplicada ao animal.

Tabela 1.1:Classe de medicamentos veterinarios/contaminantesizados para
tratamentos terapéuticos e substancias nao autaszaom efeito anabolizante,

rigorosamente controladas pela Unido Européia.

Grupo A: classe de substancias Grupo B: classe de substancias autorizadas,

proibidas, com efeito anabdlico| mas com limites residuais estabelecidos

1- Estilbenos 1- Bactericidas
2- Agentes antitirdideos 2- Anti-helminticos
3- Esterdides 3- Carbamatos e piretroides

4- Lactonas do acido resorcilicd- Sedativos

incluindo zeranol 5- Anti-inflamatorios nao esterdides
5- Beta-antagonistas 6- Organoclorados e organofosforados
6- Nitrofuranos 7- Micotoxinas

1.1.1- ANTIBIOTICOS

O termo antibiético é utilizado para uma grande divErde de
compostos, naturais ou semi-sintéticos, que possalarapacidade de inibir os
processos biologicos vitais de microorganismosa Kintese da parede celular, um
dos estagios mais importantes para a sobrevivédam bactérias, que o0s
antibiéticos atuant



Introdugdo

O conceito e pratica dos antibidticos tiveram stugem nha antiga
medicina chinesa. Em 1877, o potencial clinicogtosiutos com microorganismos
como agentes terapéuticos foi reconhecido por Bastdoubert, mas somente em
1930-1940 foi descoberta a sulfanilamida por Domagkpenicilina por Fleming
tornando possivel o aprimoramento da quimioterdpimfeccées:

O uso dos antibioticos na pecuaria comecou em 88500 uso da
oxitetraciclina e clortetraciclina como complemeatonentar. Hoje em dia estas e
outras classes de antibidticos sdo comumente usadaevencao e tratamento de
doencas, ou como agentes que promovem o crescindesges animai& Os
antibidticos podem ser administrados oralmente, guicdo nos alimentos, ou
diretamente por via intramamaria ou intramuscular.

Dentre os antibidticos mais utilizados na medicieterinaria, pode-se
destacar os aminoglicosideds)actamas, tertraciclinas, macrolideos, peptideos,
quinolonas, cloranfenicol, o verde de malaquita g@mioterapicos sulfonamidas
(e trimetoprima).

O uso de antibioticos nao autorizados, a falteedpeito aos prazos de
eliminacdo dos mesmos antes da comercializacadirdentos provenientes de
animais medicados, o abuso na administracao e atiidacdo dos medicamentos
de acordo com as recomendacdes prescritas, podarttareem residuos dos
mesmos em alimentos de origem animal.

A grande problematica com respeito a presenca dekluos de
antibidticos em produtos destinados ao consumorektéionada a saude publica,
onde individuos sensiveis podem sofrer reacfesgicdd; assim como O
desenvolvimento de bactérias resistentes a antibgtcomuns, e também a
prejuizos de ordem econdmica, onde esses residdesngnterferir na producao e
desenvolvimento de outros produtos, como por exameim culturas de

lactobacilos utilizados na producdo de queijo edptms originarios do leite
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indicando que o produto consumido € originado de ammal com sérios
problemas infecciosoS.

O problema da presenca de antibidticos no leitdetenpiorar devido
ao desenvolvimento de um hormonio denominado sonatwtrofina, produzido
por engenharia genética atraves de técnicas de l@bl#mbinante, que estimula as
mamas das vacas a produzir mais leite. Por outto é&sse hormobnio também
aumenta a incidéncia de mastite o que, por suairgdica em maior uso de
antibidticos para sanar o problerfia.

A mastite bovina, caracterizada por um processanm#torio no ubere
das vacas por bactérias e/ou fungos, € hoje um pdalslemas mais sérios
encontrados na pecuaria leiteira, reduzindo a gé@ule chegando em muitos casos
a perda efetiva da mesma. Alem disso, a doenca deuana modificacdo na
composicéao fisico-quimica do leite, diminuindo dgeis de gordura e proteina,
além de ocasionar alteracdes de consisténcia mcéatTabela 1. 3.

A mastite é considerada a principal doenca quea ast rebanhos
leiteiros no mundo, e aquela que proporciona a®nesiperdas econémicas na
producédo de leite. Em paises como a Dinamarca,causa de 30 a 40% das
intervencdes veterinarias; nos EUA, estima-se qua tim prejuizo de cerca de
US$ 1,8 bilhdes/ano em funcdo da ocorréncia deitmadt no Brasil, pode-se
deduzir que, em funcéo da alta prevaléncia de teasiis rebanhos, possa ocorrer
perda de producdo entre 12 e 15%, o que significatatal de 2,8 bilhbes de
litros/ano em relag&o & producdo anual de 21 tsldéditros!® **

Além dos prejuizos na producdo primaria, a mastitebém é um
problema para as industrias de laticinios. A @géo de leite de baixa qualidade
tem implicagfes tecnologicas relevantes como, yamelo, o baixo rendimento na
fabricacdo dos derivados, a diminuicdo do prazovalelade dos produtos e

também alteracdes nas caracteristicas origindmitéoe dos derivado$.*
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As principais classes de antibidticos usadas naigpiec para 0

tratamento da mastite pertencem [REctamas, tetraciclinas, aminoglicosideos,

ionofdreos e macrolideos!?

Tabela 1.2 Alteraces na composicéo do leite causadas pestitm™

Componente  Leite Normal Leite Mastitico
(%) (%)
Gordura 3,5 3,2
Lactose 4.9 4.4
Proteina total 3,61 3,56
Caseina total 2,8 2,3
Proteina do soro 0,8 1,3
Albumina sérica 0,02 0,07
Lactoferrina 0,02 0,1
Imunoglobulinas 0,1 0,6
Saodio 0,057 0,105
Cloreto 0,091 0,147
Potassio 0,173 0,157
Calcio 0,12 0,04

1.1.1.1 — AMINOGLICOSIDEOS

1.1.1.1.1 — HBTORIA , ORIGEM E ATIVIDADE BACTERICIDA

Nos anos de 1930 e 1940, a descoberta da peniestmulou a

pesquisa e o desenvolvimento de outros agenteniartbianos. Em 1943, Schatz

e colaboradores descobriram e

isolaram um grupdicplar de fungo,
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Streptomyces griseusque produzia estreptomicina, um potente agente
antimicrobiano ativo contra varios microorganisnaeobicos gram-positivos e
gram-negativos.

A partir da estreptomicina, o primeiro antibidtiaminoglicosideos
isolado, varios outros estudos levaram ao deseinvehio de novos agentes
antimicrobianos como, por exemplo, a neomicinarérpg#a Streptomyces fradiae
canamicina a partir d&treptomyces Kanamyceticasda gentamicina a partir do
Micronospora purpurea °'* A Tabela 1.3 apresenta 0s microorganismos
responsaveis pela producdo de importantes antbgtaminoglicosideos, assim
COmo 0s cientistas responsaveis por tais descgberta

Os aminoglicosideos sdo agentes antimicrobianos doasa
freqientemente no tratamento de doencas em sem@nba e animais, causados
por bactérias aerdbicas gram-positivas e gram-ivagatndo sendo ativos contra
bactérias anaerébicas devido ao bloqueio de suesatéie essas condicos.

A atividade antimicrobiana dos aminoglicosideos a@&sehda na
habilidade dos mesmos em inibir a sintese de petdbs microorganismos,
resultando em uma rapida concentracdo dependentec@la bactericida; vale
ressaltar que 0s outros agentes antimicrobianoafgtem a sintese de proteina sao
apenas bacteriostaticds.

Na medicina veterinaria o0os aminoglicosideos sao lamgnte
utilizados no tratamento de infeccdes por bactédaso por exemplo, enterites e
mastites, sendo também adicionados a comida par@vancédo de doencas e para
promover o0 crescimento dos animais. Os mais comtematilizados séo a
gentamicina, neomicina, dihidroestreptomicina eepsbmicina. H4 uma grande
preocupacdo com os residuos desses antibioticosliementos devido a sua

toxicidade, uma vez que todos os membros desse gépnefro e ototoxicos.*
15
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Tabela 1.3:0rganismos que produzem aminoglicosideos espexffico

Aminoglicosideo Organismo Descoberto por, ano
Streptomicina S. griseus Waksman e Schatz,
1944
Neomicina S. fradiaee S. albogriseolus Umezawa e

Waksman, 1949

Canamicina Streptomyces kanamyceticus Umezawa, 1957
Dihidroestreptomicina S. griseue S. humidus Takeda Chemicals,
1957
Paromomicina S. rimosus Parke Davis, 1959
Gentamicina Micromonospora purpurea Schering Plough,
M.echinospora 1963
Trobamicina S. tenebrarius Eli Lilly, 1967
Sisomicina M. inoyoensis Schering Plough,
1970

1.1.1.1.2 — CLASSIFICACAO, ESTRUTURA E CARACTERISTICA

Quimica

Os antibidticos aminoglicosideos sdo caracterizpetes presenca de
um anel aminociclitol (um hidroxiciclohexano amisabstituido) ligado a dois ou
mais aminoacucares por ligacdes glicosidicas. Fdeeacordo com a substituicao
do anel aminociclitol, sdo divididos em dois grupasstreptamina e 2-

deoxiestreptamina-{gura 1.1).
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HO
HO HO OH
Hom HN NH,
HoN NH, OH

2-deoxiestreptamina Estre ptamina

Figura 1.1: Estrutura quimica caracteristica dos antibioticogaglicosideos.

O grupo 2-deoxiestreptamina € o maior e é dividela dois
subgrupos de acordo com o0 numero e posicdo dostitgirttes no anel
aminociclitol; destes, os grupos mais conhecidos &8 que possuem o0sS
substituintes em posicoes adjacentes (posicoed)eavolvendo os antibibticos
neomicina e paronomicina, € 0S que nao possuenulmditsintes em posicdes
adjacentes (posicdes 4 e 6) envolvendo os antbggentamicina e canamicina. O
grupo estreptamina envolve 0s antibioticos estrejgioa e
dihidroestreptomicin® A Figura 1.2 apresenta as estruturas quimicas dos

antibidticos aminoglicosideos citados.
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Figura 1.2: Estrutura quimica dos antibioticos aminoglicos&léContinua).

10




Introdugdo

HoN H>N
=NH =NH
HN HN
e} OH OH
o HO NH H,OH " Ho NH
_—0 OH >= NH _—0 OH >= NH
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HO HO
O
HO NH HO ° NH
\ \
HO CH, HO CHs
Estreptomicina Dihidroestreptomicina

Figura 1.2: Estrutura quimica dos antibiéticos aminoglicoesgl@Concluséo).

Os aminoglicosideos exibem todas as propriedadesofguimicas
que dificultam o desenvolvimento de métodos cordtdnios apropriados; sao
compostos basicos, hidrofilicos e polares, tornadificil a extracdo a partir de
matrizes complexas; sado termicamente l|abeis tomaadalises por GC
praticamente impossiveis e ndo possuem grupos tworsddificultando a analise
por LC-UV. Sado sollveis em &agua, parcialmente sifivem metanol e
praticamente insollveis em solventes organico®fiticos™ *?

Em solugcbes aquosas, os aminoglicosideos encostgmetonados
devido a presenca de grupos amino, 0S quais vagaguatro na canamicina a seis
na neomicina e cujos valores de pKa encontram &n&eB,8. As caracteristicas
fisicas e quimicas dos aminoglicosideos com atilada terapéuticas sao
apresentadas Meabela 1.4 *

Dentro do grupo dos aminoglicosideos, foram sehedos para
estudo os seguintes antibibticos: Estreptomiciregmicina e Gentamicina, sendo
este Ultimo uma mistura de antibioticos aminogiidess semelhantes, cujos
componentes principais sao gentamicing g&ntamicina ¢, gentamicina ¢e
gentamicina &, ° Além das dificuldades discutidas anteriormentgyeguena
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diferenca dos substituintes nesses componentasgatis contribui para tornar sua
analise ainda mais complicada.

A Estreptomicina, Neomicina e Gentamicina sao jppins ativos dos
medicamentos de uso veterinario: Leocilin® Newi®ase Mastifin
respectivamente. Estes medicamentos sdo amplanhzados na medicina

veterinaria principalmente no tratamento da mabbtena.

1.1.1.1.3 — MTODOS EMPREGADOS NA DETERMINACAO DE

ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS

Historicamente, os ensaios microbiologicos, radioeaticos (REA) e
radioimunolégicos (RIA) tém sido utilizados na detmacado de residuos de
antibioticos aminoglicosideos no leite, embora segaonhecida a falta de
performance quantitativa ou qualitativa desses do&to

O ensaio microbioldgico baseia-se na difusdo em d@aubstancia e
da concentracdo dependente do crescimento dadail{ona de inibicdo) do
organismo analisado, o qual € inoculado no agde &ssaio requer de 12 a 48
horas de incubacé&o, apos a qual a inibicdo darmet@é crescimento é medida.

Vaérios fatores influenciam na precisao e exatidéonwtodo, entre
eles a temperatura de incubacéo, pH do agar e mwac&o de ions, profundidade
do agar no prato, teste de tensédo, tempo de ingabaca presenca de outros
antibidéticos na amostra podem afetar o ensaio, al@nmecessidade do uso de
diferentes pHs no agar para diferentes aminogtieos.

Apesar de os métodos microbiologicos serem vessasainples e
relativamente baratos, eles séo sujeitos a inéréeas causadas por inibidores ndo
especificos ou outros farmacos antimicrobianosmAtisso, a repetibilidade e

12
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reprodutibilidade dos resultados sdo geralmenteabaide acordo com a matriz

avaliadal?t* 1’

Tabela 1.4 Caracteristicas fisicas e quimicas dos antibiétooimoglicosideo¥’

Aminoglicosideo Formula Massa Ponto de Rotacédo
Molecular Molar Ebulicdo  Otica [a]p
(g/mol) (°C)

Amicacina G2H43N7O13 585,6 203-204 +99°
Dihidroestreptomicina C,;H41N7/O1, 583,6 - Levadgiro

Dibecacina GeH37N50g 451,5 - +132°
Gentamicina € Co1H43N50; 477,6 94-100 +158°
Gentamicina € CooH41N504 463,6 107-124 +160°
Gentamicina &, CigH39N507 449,5 - +165,8°

Canamicina A GeH36NLO11 485,2 - +146°
Canamicina B H37N5040 483,6 178-182 +114°

Canamicina C GH36N4O1; 484,6 - +126°

Neomicina G3H46N6O13 614,6 - +80°

Netilmicina G1H41N504 475,6 - +164°
Sisomicina GoH37Ns0; 447,5 198-201 +189°
Estreptomicina &H3oN,O45 581,6 - Levogiro

Tobramicina GeH37Ns50g 467,5 - +128°

O ensaio radioimunolégico € um aperfeicoamento dwatiologico,
sendo mais sensivel e especifico, no entanto, semga de outros antibioticos
aminoglicosideos pode causar Iinterferéncias. Egie tle analise requer
complicados parametros de otimizacéo, assim copecegizacao do analista, pois

a selecao e preparacao dos anticorpos especifispsndreis séo dificeis; além
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disso, a manipulacdo de materiais radioativosx@ radioativo produzido e o alto
custo sdo fatores que tornam o método pouco airatit’*’

O método radioenzimatico oferece vantagens simsilags do
radioimunolégico, entretanto a instabilidade daareas e a presenca de outros
antibioticos na amostra pode causar resultadossfalscasionando a destruicdo
desnecessaria de lotes de I€fte**’

Poucos métodos por cromatografia gasosa tém sidendelvidos
para a analise dos aminoglicosideos, uma vez ges esmpostos ndo sao volateis
o suficiente ou sao termicamente instaveis, semdessarias etapas de derivagao
para posterior analis&:*?

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)evido a sua
sensibilidade e seletividade, tem sido a técniedittza mais empregada na analise
de antibidticos aminoglicosideos; no entanto, warimétodos desenvolvidos
apresentam problemas de robustez e reprodutibdidddém disso, a baixa
solubilidade em solventes organicos dificulta arapd@o e concentracdo dos
analitos a partir da matriz biologica, envolvendtapas de pré-tratamento
laboriosas™

A maioria dos métodos de pré-tratamento e extragdoantibioticos
aminoglicosideos a partir de matrizes complexasyéa de cromatografia de troca
ibnica em pH alto ou baixo, ou pareamento i0Gnice ®olucdo aquosa ou
metandlica. De um modo geral, a extracdo em fasidas¢SPE) utilizando
cartuchos de troca catidnica € a técnica mais eyagee

Para as analises envolvendo leite, por exemploeafizado uma
extracdo liquido-liquido para a retirada de gordera seguida as proteinas séo
precipitadas com acidos, como por exemplo, o neeloético (TCA) para posterior
extracdo em fase solida utilizando cartuchos dmti@nica, geralmente WCX-SPE
(weak cation exchange-solid phase extractitii}.
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Do mesmo modo, devido ao carater polar destes cstogoas
analises por cromatografia no modo reverso de @uigdo dificultadas. Os
meétodos utilizados para minimizar estes problerfias s

a) uso de cromatografia de troca i6nica (colunaX &frong cation
exchange) ou WCX (weak cation exchange));

b) cromatografia de pareamento ibnico utilizandduras Gg na
presenca de alquilsulfonatos como agentes de pargamidnico, ou em
combinacdo com detectores como o0 espalhamenta {ELLI$D) e o0 espectrometro
de massas (MS) utilizando como fase moével agemgsmceamento volateis como
acido pentafluorpropiénico (PFPA) e acido heptathudirico (HFBA); ou ainda

c) métodos de derivacdo para a obtencdo de conspomstioos polares
podendo ser separados e analisados por cromasogeafiodo reversg?2°:>20

A derivagédo desses compostos também auxilia rendelvimento de
métodos com a utilizacdo de detectores como ovidteda e/ou fluorescéncia, uma
vez que o0s aminoglicosideos ndo possuem gruposotwors. Deste modo, os
metodos desenvolvidos utilizando esses detectdmegatoriamente fazem uso de
pré/pos-coluna de derivacdo. Os problemas reladoma esses métodos sao
tempos de analise extensos, baixa sensibilidadease vezes, falta de
reprodutibilidade pode ser verificada devido a o&aria de reacdes incompletas.

Detectores como 0 espectrometro de massas e asgalto de luz
tém se destacado na analise dessa classe de cospisia das grandes vantagens
da utilizacdo do espectrometro de massas como toetatas analises
cromatograficas de residuos de antibidticos emizeatbiologicas €, além da alta
sensibilidade e da possibilidade de identificagéioéo necessidade de derivacao da

amostra.
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A maioria dos métodos descritos utilizando LC-M$apeste tipo de
analise faz uso das interfaces ES8le¢trospray e APCI {onizacdo quimica a
pressdo atmosféridapor serem técnicas de ionizagéo mais brantias.> #" %

O detector de espalhamento de luz (ELSD) é um uetbastante
utilizado para quantificacdo de acidos graxos disnde pureza; tem como
principio a nebulizacdo da fase mével com um gadere evaporacéo do solvente
para produzir pequenas particulas que serdo dassctem uma cela de
espalhamento de luz. A intensidade da luz espaldagaende do tamanho das
particulas formadas durante o processo de nebétizat *° E um detector com
menor sensibilidade, mais simples e barato quaodparado ao espectrometro de
massas, e tem sido bastante utilizado na analiderdeilacbes de antibibticos

aminoglicosideos’®

1.1.1.2 — ATIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Assim como os aminoglicosideos, a classe de attibgpertencentes
as B-lactamas, que incluem as penicilinas e cefalosperiesta dentre as mais
amplamente utilizadas na medicina veterinaria, epe&al no tratamento da

mastite bovina®

1.1.1.2.1 — CASSIFICACAO , ESTRUTURA E CARACTERISTICA QUIMICA

Os antibidticog-lactamicos consistem basicamente de duas classes d
compostos termolabeis que compreendem as pengcéingefalosporinas. Ambas

as classes contém uma cadeia lateral volumosaaligad acido nucléico 7-

aminocefalosporinico (anel diidrotiazina (I) de émbros nas cefalosporinas (A)),
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e ao acido 6-aminopenicilinico (anel tiazoliding le 5 membros nas penicilinas

(B)) respectivamente, como apresentad®igara 1.3, = ¥
'H }

RiG N R 1

1 N~6_ 5
T T
O AN~
COOH

(A) (B)

Figura 1.3 — Nucleo das cefalosporinas (A) e das penicil{Bas

Um estudo mais detalhado, realizado com os antb®t
cefalosporinicos revela que esses podem ser des\a@artir do mesmo precursor

das penicilinas, a cisteina e a valifay(ra 1.4).*

Figura 1.4 —Precursores das penicilinas e cefalosporthas.

Os antibidticos cefalosporinicos sao divididos amtmp geracdes de
acordo com a extensao da sua atividade antibataeeisassumem hoje um papel
importante na medicina veterinaria devido ao angdpectro antibacteriano que
possuem contra bactérias Gram-positivas e negalfvaspresentam vantagens
clinicas de serem antibioticos de baixo risco aérgrdo toxicos, o que garantem
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uma ampla utilizacdo desta classe de farmacosatantento da mastite bovira.
40, 42,43

As cefalosporinas naturais exibem pouca atividadidacteriana; no
entanto, modificacdes estruturais da cefalospohafFigura 1.5), a Unica
encontrada na natureza, pela adicdo de diferemidsias laterais gerou toda a
classe de antibioticos das cefalosporifagura 1.6).

As modificacbes realizadas na posicdo 7 do gshctamico
(acilamida) estdo associadas a uma alteracaowidaale antibacteriana, enquanto
que as substituicbes na posicdo 3 do anel diidiat@ (3-acetoximetila)
encontram-se associadas a mudancas no metabolisnmas e propriedades
farmacocinéticas destes farmaébEssas modificacdes no entanto, séo realizadas
de modo a preservar os sitios ativos da molécuide @ anelB-lactamico, o
sistema biciclico, a estereoquimica dos gruposldigaos anéis e a presenca de um

acido carboxilico livre na posicéo 4 sdo essentidis*

Z—T
n_I
T

f
H,

P OAcC

CO,H

Figura 1.5— Estrutura quimica da cefalosporina'C.
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Figura 1.6 —Estrutura quimica de alguns antibiéticos cefalospoos.

Em geral, os antibidticos cefalosporinicos saodfilitos e possuem

no minimo dois sitios propicios para ionizacaodeemm de carater acido (acido

carboxilico; pKa = 1,5 — 3,1) e outro de carater basico (amina,pKé&,8 — 7,4)

(Figura 1.7).

pKa,=6,8-7,4

pKa;=1,5-3,1

Figura 1.7 —Sitios de ioniza¢ao daicleo cefano

Essas caracteristicas conferem a estes compostwiedades

quimicas que dificultam sua extracdo e analiseter p@ matrizes complexas, uma
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vez que pequenas variagcbes no meio alteram comp@ata o0 comportamento

desses compostos.

1.1.1.2.2 — ARRESENTACAO DOS METODOS EMPREGADOS NA

DETERMINACAO DE ANTIBIOTICOS CEFALOSPORINICOS

Assim como para 0s aminoglicosideos, ensaios indgitas e
microbiologicos tém sido amplamente utilizados pamdeterminacdo de residuos
de antibidticos cefalosporinicos em leite. Do mesnmoalo, € constante a busca por
meétodos de analise simples, seletivos, sensivagguros e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) tem se destacado, praloygente quando acoplada a
técnicas de detecc&o mais sensiveis como espeti@demassas.

O uso da CLAE permite, além do desenvolvimento satas de
meétodos analiticos, o desenvolvimento de métodaesi\ses, precisos e seletivos,
adequados para aplicacdo em estudos relacionadogmrndacocinética e
farmacodinamica de farmacos e em testes comprodmide auséncia de residuos
de antibidticos em alimentds.*®

Deste modo, foram desenvolvidos varios método$) jaara a analise
e quantificacdo de cefalosporinas em fluidos bictgsf* '* 2" *> “**guanto para a
anélise e quantificacdo desses antibiéticos emuiaigiies farmacéutica™.

JOHNSON e colaboradoré§desenvolveram um método para analise
de cefradina em plasma humano utilizando cromatiograno modo reverso de
eluicdo (150x 4,6 mm d.i.; 5um), deteccdo por UV-VIS e precipitacdo das
proteinas utilizando acido perclorico 4% (v/v).

NISHINO e colaboradore® apresentaram um método de analise de
cefmatilena e sete metabolitos em plasma e urin@ha e animal; neste trabalho

0s autores utilizaram duas pré-colunas de trocadapsendo a primeira de troca
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anionica e a segunda de troca cationica seguideoldaa analitica . O pré-
tratamento das amostras envolveu um sistema dafilidicdo, precipitacdo e
diluicAo das amostras antes da injecdo no sistem@matografico. Da mesma
forma, MOATS desenvolveu um método multiresiduo em leite boeinecidos
utilizando como pré-tratamento da amostra preg@dadas proteinas seguida de
diluicdo para posterior analise utilizando o moeweerso de eluicdo com deteccéo
por UV.

Em uma abordagem geral, cromatografia no modo sev@s e G);
fases moveis constituidas por solugdo tampao cdearedies valores de pH;
cromatografia de pareamento i6nico e troca ibnica @so de deteccdo no
ultravioleta s&o encontrados na maioria desseasltras

Na etapa de pré-tratamento da matriz bioloégicané®dos utilizados
envolvem a precipitacdo das proteinas, seguidadoupnr uma extracao liquido-
liquido ou entdo a extracdo em fase sdlida. A filttagdo com membranas
também tem sido utilizada.

Em nosso grupo de pesquisa, a injecao direta detemaiem sido
aplicada com sucesso na analise desses composttsterbovino, oferecendo
varias vantagens em relacdo aos metodos conveis;idaa como, economia de
tempo, menor manuseio das amostras biologicas emeolreduzido de lixo

quimico gerado’® °’

1.1.2 - ANTI-HELMINTICOS

Assim como 0s antibigticos, os anti-helminticos #&do amplamente
utilizados na medicina veterinaria na prevencaooetratamento de vermes e
nematodides gastrointestinais. Estudos veterinamostraram que o gado pode
desenvolver imunidade a parasitas no primeiro gurs#o periodo de pastagem;
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no entanto, animais adultos podem ainda seremtatfes com diferentes vermes.
Estas infeccbes sdao normalmente sub-clinicas, m&sso de vacas leiteiras, tém
sido associadas com a diminuicdo da producdo de. laiém disso, estudos
demonstraram que o tratamento de animais infectaflasncia significantemente
na producéo de leité®

O termo anti-helmintico aplica-se a substanciasajuam localmente
para expulsar os vermes do trato gastrintestinaigtemicamente, para erradicar
espécies e formas de helmintos em desenvolvimente, invadem 6rgaos ou
tecidos. Podem atuar produzindo paralisia no vesmdesionando sua cuticula,
resultando em digestdo parcial ou rejeicdo do verpgg mecanismos
imunolégicos; podem também atuar no metabolismoselone, esgotando suas
reservas energéticas.®

A administracdo racional de anti-helminticos teazitto beneficios a
pecuaria, tanto para gado de corte quanto parawapea leiteira. De acordo com
dados do Conselho Regional de Medicina Veterirdoigstado do Parana, o ganho
de peso vivo foi superior em 40 kg nas novilhasatlas com anti-helmintico,
quando comparadas com aquelas néo tratddas.

Da mesma forma, foi também verificado o aumentognantidade
produzida de leite, durante 220 dias de estudode macas tratadas com anti-
helmintico produziram 63 litros de leite a mais ggeanimais do grupo controle. A
producéo de proteinas e gorduras no leite foi tamdiéerior nos animais tratados,

62, 63

sendo de 2,8 kg em relagéo a producéao do grupooteiiiabela 1.5.
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Tabela 1.5 Resultado da producéo leiteira por animal, de 8&%hs tratadas com
anti-helmintico e 835 fémeas controle tratadas ptanebo, durante 220 dias de

estudo®

Variaveis Controle Tratado com

sem Tratamento  Anti-Helmintico

Leite (L) 4966 5029
Gordura (kg) 200,4 203,2
Proteina (kg) 164,3 167,1

De acordo com esses dados, a producdo leiteiraiadiar
consideravelmente beneficiada com o uso de antihetos no tratamento de
vermes. No entanto, é importante lembrar que oopkde eliminacdo desses
compostos deve ser respeitado para evitar probleorasrelacdo a residuos dos
mesmos em alimentos.

A principal toxicidade relacionada a estes commostwvolvem efeitos
teratogénicos e alguns estudos revelam que os atigdabapresentam toxicidade
superior aos compostos de origém.

As principais classes de anti-helminticos utilizadaa pecuaria
pertencem as avermectinas, aos benzimidazois, Zotidadis e salicilanilideos
(Figura 1.8).' Dentre estes, os benzimidazéis sdo os mais amptaraglizados na

medicina veterinaria, devido ao amplo espectrelaitmintico.
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Figura 1.8: Principais anti-helminticos utilizados na medicieterinaria.

comercializado a mais de 40 anos. Desde a sualmgtzovarios anti-helminticos
da classe dos benzimidazéis tém se tornado disglopéra o tratamento de uma
gama de helmintoses. O amplo espectro de atividasges medicamentos, 0 baixo
custo, a alta efichcia e a facilidade da sua adinagdo tornaram os

benzimidazdlicos amplamente utilizados no tratamemm larga escala, de

1.1.2.1—- ANTI-HELMINTICOS BENZIMIDAZOLICOS

O tiabendazol foi o primeiro anti-helmintico benmawzdlico a ser

infeccBes parasitarias na medicina veterinarfa.
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Diferentes modos de acao tém sido propostos paraedscamentos
benzimidazodlicosmas provavelmente a sua principal acéo € inibwlengrizacao
dos microtubulos, unindo-sepatubulina®®. O albendazol (ABZ), por exemplo, é
um proé-farmaco, cujo metabolito é responsavel paguear a recepcdo de glicose
em parasitas susceptiveis nos estagios de lamaltes diminuindo as reservas de
glicogénio e consequentemente diminuindo a formaig@denosina tri-fosfato
(ATP). %

A classe dos benzimidazois possuem basicamentea@&esfutura um
anel imidazélico contendo um atomo de nitrogéniml@® um basico que, sob
condi¢cOes ideais pode estar protonado (pK&6) ou desprotonado (pKa12),

respectivamentd~{gura 1.9).

H H
@@»\% Q0 — 05|
H H

Atomo de nitrogénio basico (pKa ~5-6)

Atomo de nitrogénio acido (pKa ~12)

O —e | Q0 — | e

Figura 1.9 —lonizac&o do nucleo imidazolico sobre condicbeda&ch) e basicas

(B).

O albendazol (ABZ) é dentre os benzimidazois, elaltintico mais

rotineiramente utilizado na medicina veterinariavide ao amplo espectro de
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-

atividade que este possui frente a diferentes adassestagios de parasitas. E
relativamente insolivel em agua e na maior parte slolventes organicos,
propriedade esta que influencia sua absorc&o eartempento no organismg'

De acordo com DAYAN®, a absorcéo oral de ABZ em camundongos
e ratos é aproximadamente de 20-30% e em gadocalcaamores de 50%,
comparado com aproximadamente 1-5% em humanossérgm em humanos é
intensificada pela presenca de alimentos gordurgsmiendo ser aumentada em
até cinco vezes?

O albendazol € um pro-farmaco bastante interessania vez que
durante sua metabolizacdo requer ativacdo no figaelo citocromo P450
(CYP450), tanto em animais como em humarfdsEssa metabolizacéo, ap6s
administracéo oral, € bastante rapida, ndo sendBa4 detectado em plasma de
carneiros, de gado e de humaffos.

A farmacocinética do albendazol foi analisada efereintes espécies
animais, onde estudos envolvendo carneffysbezerros®” e humanos®™ ©°
demonstraram que este é rapidamente e extensivametibolizado para a forma
albendazol-sulféxido (ABZ-SO), albendazol-sulfor/sBZ-S0O,) e albendazol-2-
amino-sulfona (ABZ-S@NH,) (Figura 1.10).

O albendazol-sulfoxido apresenta um centro assitoétio atomo de
enxofre, apresentando-se na forma dos enantibnki@9-ABZ-SO e o0 S-(-)-
ABZSO®
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Figura 1.10: Metabdlitos majoritarios do albendazol.

O albendazol-sulféxido, metabdlito ativo, € consdi® direta ou
indiretamente responsavel pela eficacia e toxia@ddml albendazol, sendo oxidado
e convertido em albendazol-sulfona. O grupo carb@artembém é rapidamente
removido por hidrélise, levando a formacdo do allaeol-2-amino-sulfona. Este
altimo é o metabdlito minoritario e, assim como Ieadazol-sulfona, n&o
apresenta atividade farmacoldgfica.

Diferencas no metabolismo deste farmaco tém sickerghdas de
acordo com o animal estudad8. ®© Em estudo realizado por CRISTOFOL e
colaboradored!, bezerros tratados com (+)-ABZ-SO, apresentaratalmnésmos
diferentes, onde o S-(-)-ABZ-SO é metabolizado iSgativamente mais rapido
gue o0 seu enantibmero, o R-(+)-ABZ-SO, sendo cefigntibmero detectado em
plasma de 2,5 minutos a 32 horas apds a admirdstranquanto que o (-)-

enantidbmero foi encontrado de 2,5 minutos a 16dhora

27



Introdugdo

Tendo em vista que o albendazol € um pro-farmagpresenta baixa
solubilidade em agua (0,61ug/mL), algumas empresas veterinarias tém
comercializado a mistura racémica do albendazdédadb, uma vez que este
composto é mais soluvel (§@/mL) do que o ABZ, devido a presenca do atomo de
oxigénio’?

Uma vez que esses enantibmeros podem apresenfaniedemles
farmacologicas diferentes entre si quando admadss em bovinos, torna-se
importante a existéncia de métodos analiticos ersmatietivos para a quantificacao
simultanea dos metabdlitos do albendazol, em fhiidiol6gicos. Analises desse
tipo podem fornecer informacdes importantes sobre metabolismo e
farmacocinética do farmaco, contribuindo tanto paraontrole parasitario em
animais quanto para o estudo toxicologico e daluesi dessas substancias em

alimentos.

1.1.2.2 — METODOS EMPREGADOS NA DETERMINACAO DE

ALBENDAZOL E SEUS METABOLITOS

Ensaios imunoldgicos e microbiologicos tém siddizailos para a
determinacdo de albendazol e seus metabolitos. Nante, os métodos
cromatograficos sdo os que tém prevalecido e a atomrafia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) tem se destacado, principalmeguando acoplada a técnicas
mais sensiveis como espectrometria de massas, engue a metabolizacdo desde
farmaco é rapida e os niveis de residuos sdo baixos

De uma maneira geral, os métodos fazem uso de twgrafia no
modo reverso de elui¢ao, utilizando colungs@s e fenil e utilizando sistemas de

fase movel baseada na supresséo i6nica, com o aissold¢cdo tampdo com
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diferentes valores de pH. Poucos meétodos utilizarmmmatografia quiral,
principalmente na analise de leite bovino.

O uso de deteccdo no ultravioleta e fluorescérimaesicontrados na
maioria dos trabalho¥: %% %870 73155 deteccéo por espectrometria de massas tem
sido mais utilizada para a determinacao de residadsenzimidazois em matrizes
biolégicas com a vantagem de oferecer uma andlisetidgativa-confirmatéria’> ’’

A maioria dos métodos reportados faz uso de ingnims com analisadores do
tipo quadrupolo e um numero limitado de estuddgatido o analisador ion-trap.
64,78

O pré-tratamento das amostras, de uma maneirh gevalve etapas
de extracdo em fase sélida ou a extracdo liquglodd utilizando solugcdes
aquosas a um pH alto. Entretanto a polaridade &a godem diferir entre os
benzimidazdéis e metabdlitos ndo apenas dificultamdalesenvolvimento de
métodos multi-residuos, mas também o desenvolvonel® métodos de
benzimidazois especificos e seus metabalitos.

Em métodos desenvolvidos para andlise de albendazt#ite®® "

a precipitacdo de proteinas, seguida da extragcfinddi-liquido e SPE sdo as
técnicas mais utilizadas; cabe ressaltar que nerdeles faz uso de extracao-
line utilizando colunas de acesso restrito para umbsanguiral dos enantibmeros
R-(+)-ABZ-SO e S-(-)-ABZ-SO.

Vale destacar também que a separacédo de enant®oeisulfoxidos
quirais vem sendo bastante estudada em nosso dgeupesquisa, onde a utilizagao
de colunas de polissacarideo tem se destacadosphig@& de uma série de
sulféxidos quirais. *®® Essas fases, apesar de terem sido originalmente
desenvolvidas para serem usadas no modo normabétanpossuem poder de
resolucdo no modo reverso de eluid8p apresentando grande versatilidade e

aplicabilidade, com alto poder de discriminacaaoaju reprodutibilidade.
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1.2 — LEITE BOVINO : COMPOSICAO, IMPORTANCIA ECONOMICA E

NUTRICIONAL

O leite pode ser definido como uma emulsdo de a@anda,
ligeiramente amarelada, de odor suave e gosto eathi E secretado pelas
glandulas mamarias, sendo um alimento indispenségeprimeiros meses de vida
dos mamiferos.

A composicéao do leite de vaca varia de acordo cespacie, a raca, a
individualidade, a alimentacéo, o tempo de gestagdgiros fatores. Em volume, a
agua constitui o principal componente do leite,caede 87,5%, influindo
sensivelmente na densidade do leite, a qual édigeinte superior a da agua, entre
1,028 e 1,033 g/mL; o restante, 12,5% de matéoa t#al, compreende gordura
(3,6%), lactose (4,5%), proteina (3%) e sais (0,7@b)alor energético € de 68
calorias. E ligeiramente &cido no estado natunal pbl em torno de 6,50 — 6,65.

Com relagéo ao aspecto nutricional, o leite é upomante alimento,
sendo considerado como uma inesgotavel fonte demi#s essenciais tanto para o
crescimento de jovens e criancas, como para magadede uma vida saudavel de
adultos e idosos. Além do que, o valor nutritivopdoduto tem sido potencializado
através do seu enriquecimento com vitaminas, nisedmegase auséncia de
lactose ®°

Com relacdo a producao de leite, a FAO (Food andcélgural
Organization) divulgou em junho de 2007, a produd@deite mundial referente ao
ano de 2006 e uma projecéo para 2007, e embora afmltenha publicado novos
dados, este ultimo estimou a produ¢do mundial €b6 2@ 656,8 bilhdes de quilos
de leite (2,3% acima da de 2005) e projetou a @& 20n 674,6 bilhdes de quilos
(Tabela 1.9.

2 Omegas sdo 4cidos graxos considerados esseraiaisipnutencdo de uma vida saudavel.
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Este crescimento deve-se principalmente a cont@ouisolada de
paises como Brasil, Argentina, China e Nova Zeki&ndlitendéncia, de acordo com
esses dados, € que este panorama continue a mpetproximos anos, com o
crescimento se concentrando ainda mais em algwt®p@aises, dentre 0s quais o

Brasil deve continuar ocupando papel de dest&que.

Tabela 1.6:Leite - Produc&o mundial e dos principais paisedyiores®’
(bilhdes de quilos)

Paises 2005 2006 2007
Unido Européia 146,9 145,5 154,5
india (1) 95,1 98,4 101,4
EUA 80,3 82,5 83,5
China 32,3 38,4 45,3
Federacao Russa 31,1 31,2 31,4
Paquistao 29,7 30,6 31,8
Brasil 24,7 25,5 26,3
Nova Zelandia (2) 14,5 14,9 15,1
Ucrania 13,7 13,3 13,4
Argentina 10,1 10,8 11,7
Outros paises 163,9 165,7 160,2
Mundo 642,3 656,8 674,6

Fonte: FAO (Perspectivas Alimentarias - Junho/Q7).
(1) Campanha comeca em abril do ano indicado.
(2) Campanha termina em maio do ano indicado.

Para o Brasil, o ultimo dado oficial disponivelaetativo ao ano de
2006. Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Gedigre Estatistica), a producéo
de 2006 alcancou 25,398 bilhdes de litros, 3,2%aala producao brasileira de
2005, de 24,621 bilhdes de litros. E uma taxa dscimento superior & mundial,
que, segundo os numeros de junho da FAO, teriaraaoe 2,3% de 2005 para
2006.%"

Para 2007, embora ainda nao existam estimativa® solproducao

nacional total, levando em consideracdo o cresd¢onda primeiro semestre na
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guantidade de leite recebida por algumas indusinig®ecionadas, espera-se um

crescimento mais expressivo do que o verificad@e@® (Tabela 1.7.

Tabela 1.7: Leite - Producédo destinada a industrializacaBrasil e principai
estados (milhdes de litrosy.

Primeiro semestre

2005 2006 2007t
Minas Gerais 4.700,9 4.6949 22719 23264 23594
Rio Grande do Sul1.979,5 2.252,5 875,2 995,9 1.151,3

Estado 2005 2006

Goias 2.036,9 2166,6 1.0052 1.070,9 1.092,9
Sao Paulo 22999 2113,7 1.1486 1.0486 1.0385
Parana 1.375,7 1.409,6 657,4 663,7 685,2
Santa Catarina  817,1 976,5 367,7 451,8 487,7
Rondonia 568,9 580,3 286,5 2951 319,4

Rio de Janeiro 4214 417,1 196.,4 200,3 198.6
Mato Grosso 319,9 333,9 166,7 165,6 205,5

Bahia 325,3 284,2 156,1 171,4 136,9
Outros 1.439,0 14405 719,6 712,3 801,9
Brasil 16.284,3 16.669,7 7.851,4 8.101,9 8.477,3

Fonte: IBGE - Pesquisa Trimestral do Leite.

(1) Dados preliminares.

De acordo com os indices apresentados, pode-saravamportancia
da producéo leiteira no cenario da producdo agu@pece seguramente afirmar
gue o aumento expressivo obtido na produtividadieitke € o resultado da adocéo
de novas técnicas, que propiciam melhora signiWiaana qualidade e na

produtividade, além de grandes esforcos realizados pesquisas genéticas de
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animais produtores; melhores condi¢cdes adotadasstidacédo para o rebanho e a
qualidade na nutricéo e na satde dos aniffafs.

Vale destacar que esses cuidados sao resultadzissdola grande
atencdo que tem sido dada as questdes relacioaadaalidade e a seguranca
alimentar, onde o desenvolvimento de métodos desamaais sensiveis e seletivos
para o controle de qualidade desses alimentos ¢@milmuido significantemente
para que o pais possa continuar despontando méstgpeodutivo e enfrentando os

desafios provocados pela competitividade no mersadmacional®®

1.3 — RRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Um dos primeiros e mais dificeis passos necesspai@sa analise de
farmacos em fluidos biolégicos € a extracdo e lmapglean-up) do farmaco a
partir da matriz biologica, sendo este um pré-igtpupara todos os procedimentos
analiticos. De um modo geral, a etapa de prepadagamostra € a que requer mais
tempo e a que leva ao maior nimero de erros epasequéncia, deve fazer parte

do método como um todo quando da validac&o do me8mo

Fluidos biologicos ndo devem ser injetados diretden@as colunas
analiticas comuns de CLAE uma vez que as protgin@sentes nas matrizes
biologicas causam o entupimento e perda de eficiédas mesmas, devido a
adsorcdo acumulativa no suporte. Para evitar alaapeteriorizacdo da coluna
analitica, € necessario realizar um pré-tratameéatamostra antes da sua injecéo
no sistema cromatografico; este pré-tratamento gls®r os analitos livre da
presenca de proteinas e da interferéncia dos coogpesddgenos presentes na

matriz biologica® %
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O pré-tratamento adequado a ser feito depende ti w@m a qual se
esta trabalhando, bem como a que se aplica 0 méthdodos procedimentos
usuais de preparacdo das amostras biologicas @peza da matriz biologica
através da precipitacao dos interferentes com uversie apropriado e envolve as
seguintes etapas® °2 precipitacdo e centrifugacdo das proteinas; edraips
analitos a partir do sobrenadante, utilizando sl organicos; evaporacado do
solvente de extracdo; reconstituicdo dos analimsfase movel e, finalmente,
injecdo no sistema cromatografico. Em muitos casastretanto, apos a
precipitacdo e centrifugacdo das proteinas, o satlemte € injetado no sistema

cromatogréafico.

Outros dois métodos amplamente utilizados séao @magées liquido-
liquido ou extracBes em fase sélida’® No primeiro caso, a extracdo dos analitos
e realizada pela particdo da amostra entre doigidbg imisciveis, sendo
normalmente um agquoso e outro organico. A extrag@iofase soélida emprega
cartuchos empacotados com silicas derivadas ouen8aseia-se na retencao
seletiva dos analitos de interesse presentes me m@iogica.

As extracOes liquido-liquido ou em fase solida aomrse muito
interessante quando além da extracédo se faz naoess@ncentracao dos solutos.
Por outro lado, tais métodos podem apresentar sygsioblemas como, por
exemplo, falta de reprodutibilidade dos resultadequerem um grande consumo
de tempo, sdo de dificil automacdo e necessitangrdedes quantidades de

solventes que muitas vezes s&o0 tOXitos.

A etapa de preparacdo das amostras pode ser me#as, um fator
limitante no tempo total da analise. Deste modonerosos esforcos tém sido
realizados com o intuito de diminuir o tempo gastan o pré-tratamento das
amostras biolégicas e minimizar as perdas do anglite muitas vezes estao
presentes como tracos.
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Visando simplificar, economizar tempo e diminuirnenuseio de
amostras, novos metodos de pré-tratamento, enwdven injecdo direta de
amostras bioldgicas no sistema de CLAE, estdo seedtensamente
investigados***Dentre esses métodos, o uso de colunas conteredasacesso
restrito (RAM), ou seja, fases que permitem injscOretas e repetitivas de

biofluidos nao tratados no sistema de CLAE %tém se destacado.

Esses métodos sdo bastante vantajosos em pesa@uméhses clinicas,
toxicologicas e farmacéuticas, devido a sua capdeide reduzir o tempo e a mao-

de-obra empregados no procedimento analitico.

1.3.1 — FASES DEACESSORESTRITO (RAM)

O termo “fase de acesso restrito”, introduzido RESILETS e
colaboradoreg®, em 1991, expressa a acessibilidade limitada dzameléculas
aos sitios de adsorcéo interno do suporte poroswlale sua elevada massa

molecular.

O principio fundamental das fases de acesso regtré presenca de
uma superficie hidrofilica, responsavel pela exdusndo adsortiva de
macromoléculas (proteinas, acidos nucléicos) nomel morto da coluna sem
acumulacdo destrutiva, e de sitios hidrofébicoseoad pequenas moléculas
(farmacos e seus metabdlitos) se ligam sendo setdaeparadas® '°?Essas
colunas, portanto, combinam os principios da crografia de exclusédo e de fase
reversa ou de troca idnica, para produzir uma Crognafia de Superficie

Discriminante 100194

Inicialmente, as fases RAM foram classificadas derdo com o
mecanismo de exclusdo de macromoléculas. Esse m@moafundamenta-se em
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uma barreira de difusao fisica, baseada no tamdnlporo da silica utilizada, para
evitar 0 acesso das macromoléculas ao interiorpdogs, e/ou uma barreira de
difusdo quimica criada por uma rede de polimemigtsos/naturais ou proteinas,
ligados covalentemente ou simplesmente adsorvidagarficie do suporte, para

evitar a difusdo das protein&s.

BOSS e RUDOLPH{% ampliaram essa classificacéo, considerando o
tipo de grupo ligado na superficie interna e exatas particulas, subdividindo a
classificacdo em quatro grupos como: fases de fécipebimodal e unimodal,

ambas com barreiras de difusdo quimica e fisiga(a 1.11)

As fases de superficie bimodal sdo caracterizadés gresenca de
uma regido externa hidrofilica e outra interna dfidloica. Aqui estdo agrupadas
entre outras, as fases reversas imobilizadas cotaipas, as fases ISRP (internal-
surface reversed-phase), ADS (alkyl-diol silic®RS (semi-permeable surfack)

99, 102-104, 107-111(|:igura 1.12).

As fases de superficie unimodal apresentam ambpaerfEles da
silica, externa e interna, com carateres hidroSlie hidrofobicos. Neste grupo
estdo incluidas as fases MMP/MFP (mixed-functioraseh e SHP (shielded
hydrophobic phaséy***’ (Figura 1.13).
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Fase RAM Barreira de difuséo Tgﬁgequﬁigiﬁa Tipo
ru--u; _D
Fisica Unimodal A
i —0
Fisica Bimodal B
Quimica Unimodal &
Quimica Bimodal D

Figura 1.11: Classificacdo das fases RAM®
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Figura 1.12: Representacéo esquematica das fases de acesso beabda

Fase Hidrofébica Fase ISRP de Pinkerton
Imobilizada com

Proteina

Gy~

Lmﬁ

Gy~

Ghy-Phe-Phe”

Fase ADS
{Alkyl-Diol Silica)

Fase 5P5
{Semipermeahle Surface Phase)

Polimeros de /

polioxietileno

Fase SHP
(Shielded Hidrophobic Phase)

Fase MFP
(Mixed-Function Phase)

Diol
Cc18

Linﬁ

Diol
c18

Polimeros
de Polioxietileno

Anéis Aromaticos

Figura 1.13 Representacao esquematica das fases de acdsso negnoda
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Dos diferentes tipos de suportes existentes, anaale fase de acesso
restrito imobilizada com proteina tem sido utilizatbm sucesso em nosSso grupo
de pesquisa para os mais variados tipos de amo&tras '®'#A superficie
externa desta fase é hidrofilica, permitindo ausé@b de proteinas e os poros sao

hidrofébicos o suficiente para reter os farmacesus metabdlitos.

Essas fases foram primeiramente desenvolvidas @8HIDA e
colaboradore®™ em 1984, realizando simplesmente a saturacaticeeaquilicas

(C1g), com proteinas desnaturadas.

Mais recentemente, nesta mesma classe, MENEZE$akocadores
107199 Jesenvolveram as fases de albumina sérica bovirfeumana imobilizadas
em suportes de silica {@ Gg) e estabilizadas através de ligacdes cruzadas com
glutaraldeido. Também nesta classe, vale destacasas de aminopropil-silica

conjugada com avidin&****

As colunas RAM possuem uma ampla gama de aplicdeato das
andlises de farmacos e metabdlitos em diversos tgm matrizes bioldgicas,
enquanto sdo também muito versateis quanto a slizag#o, podendo ser
aplicadas no modo simples ou no modo multidimersida analise?® 4 2°

No modo simples, as amostras nao tratadas saardeate injetadas
no sistema cromatografico, os interferentes saliglas e os analitos permanecem
retidos com posterior extracdo por eluicdo gradiefit **" ***?*®Desta forma, a
coluna de acesso restrito funciona simultaneamemteo coluna de excluséo e
analitica.

MENEZES e FELIX'' descreveram uma metodologia para a anélise
de pesticidas em leite utilizando as colunas RAMmuamo simples de analise e;
recentemente, FELIX e CAMPESE’ desenvolveram uma nova coluna RAM-
BSA quiral para andlise dos farmacos oxazepam,zdépan, temazepan,
lormetazepan, em plasma humano. A superficie iateta nova fase RAM é
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composta do seletor quiral d&ciclodextrina e a superficie externa com BSA.
Neste trabalho, foram obtidos excelentes resultpdos a exclusdo protéica e para
a enantiosseletividade dos farmacos. A extensdo @#ros seletores quirais esta
sendo realizada, comoe y-ciclodextrinas e antibidticos.

Na maioria dos metodos, as colunas de acessdoesta utilizadas no
modo multidimensional de analise como colunas s acopladas a colunas
analiticas aquiraig® °" 9 102 106, 108, 120, 12L 13, q)jrais™'® 119 122 Ag gnélises sdo
entdo realizadas por um sistema de troca de coloma®e a fracdo contendo o
analito é transferida de uma coluna para outravédrale uma valvula seletora.
Nestes casos de acoplamento de colunas, com ddsremcdes em um sistema

192 Essa técnica é

cromatografico, a cromatografia € denominada muaigdsiona
atil em andlise de amostras com muitos constitsjnéepode ser utilizada para
fracionar componentes ou possibilitar a determinagium ou mais componentes
especificos em misturas complexas.

Em geral, o uso de colunas RAM oferece varias gams em relacéo
aos metodos de pré-tratamentéline, entre elas a eliminacéo de varias etapas no
pré-tratamento (precipitacdo de proteinas, cegtiféo, evaporacdo do solvente,
filtracdo), diminuindo erros de manipulacdo e psrd@ analito; € totalmente
compativel com sistemas automatizados, evitandasesm de amostras perigosas
ou infecciosas e aumenta significativamente o narderanélises por tempd’: *2®
127

SOUVERAIN e colaboradore$®, MULLET '® e CASSIANO e
colaboradores®™, em recentes revisbes, descreveram métodos pandlise de
farmacos em diversos tipos de fluidos biologicesnglo colunas de acesso restrito
como colunas extratoras. De acordo com estes hi@bal possivel avaliar a grande
aplicacdo do uso das colunas de fases de acessiorgmra a analise e

quantificacdo de farmacos, por injecao direta, éeraehtes matrizes complexas.
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Foram relatados mais de 140 trabalhos na analifgmacos em diversas matrizes
biologicas, sendo estas: plasma, soro, lagrimaureulde células, urina, bile,
tecidos, secrecao pulmonar, saliva, microdialikste bovino.

No entanto, o desenvolvimento e a aplicacdo de duostatilizando
colunas de acesso restrito para a analise de ctmspem leite € ainda muito
reStritO.los’ 107-109, 115, 123

Deste modo, dentro deste contexto, o presentelliabem também
por objetivo o desenvolvimento de métodos analtipara a quantificacdo de
farmacos no leite, por injecao direta de amostraxelunas RAM e emprego da

cromatografia multidimensional, por acoplamentoi@dpaquiral e aquiral-quiral.

1.4 —- ESPECTROMETRIA DE MASSAS E ESPALHAMENTO DE LUZ COMO

DETECTORES NA ANALISE DE FARMACOS E METABOLITOS POR CLAE

1.4.1 — LC-MS/MS

A espectrometria de massas tem sido uma imporfani@menta no
estudo do metabolismo e biodisponibilidade de féosa assim como seus
produtos de biotransformacao em organismos vivos.

Grande parte desses estudos eram tradicionalmesaiteados por GC-
MS, e na maioria dos casos havia a necessidadeparp da amostra ou derivacéo
do farmaco, a fim de torna-lo adequado para asmah fase gasosa. Entretanto, o
uso de cromatografia liquida acoplada a espectr@r massas tem crescido em
importancia com o desenvolvimento e aperfeicoameatoterfaces, que permitem
o acoplamento das técnicas sem perda de eficiérsgasibilidadé?®

O advento da ionizacdo em fase liquida, como pameio,

electrospray,tornou possivel a aplicacdo de métodos LC-MS &outds de alta
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polaridade. Deste modo, as técnicas de LC-MS tém aplicadas a uma ampla
gama de produtos farmacéuticds **> ?" 12 como anticancerigenos, anti-
helminticos, antibidticos, ansioliticos, analgésjcantiepiléticos, antagonistas de
receptores, antioxidantes [&bloqueadores; assim como compostos de grande
massa molar que incluem peptideos naturais e pastéerapéuticas obtidas pela
tecnologia de DNA recombinanté® 1%

As interfaces que utilizam técnicas de ionizac@oessado atmosférica
(API) s&o as que atualmente encontram as maioresagjes; a maioria dos
trabalhos descritos na literaturgd®**° utilizam ESI €lectrospray e APCI
(ilonizagdo quimica a presséo atmosféyice analise dos compostos de interesse
por cromatografia liquida acoplada a espectromdg&imassas.

A selecdo da interface apropriada para um dadoit@nal feita
considerando-se que o ESI transfere ions da sojué@oa fase gasosa, enquanto
gue na APCI, a ionizac&o ocorre em fase gasosao@egna geral, analitos que ja
estao ionizados em solucao sao melhores analigaoSSI, enquanto que, para
analitos ndo-idnicos, a melhor escolha usualme& sobre a interface APCI.

De uma maneira geral, a ionizac&o por electrospoag ser dividida
em trés etapas: nebulizacdo da solucdo da amastrpadiculas eletricamente
carregadas, liberacdo dos ions das goticulas,nepee dos ions da regido da
fonte de ionizac&o a pressao atmosférica parawwvao analisador de massas do
espectrometro.

A solucdo da amostra € introduzida através de upo tapilar
submetido a um forte campo elétrico onde €é crianhofimo jato de goticulas
altamente carregadas. O campo elétrico é geradogpitacdo de uma voltagem
diretamente ao capilar de entrada da solucéo, aantr eletrodo localizado a

alguns milimetros da ponta do capilar; a voltag@ticada fornece um gradiente
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eletromagnético necessario para produzir a sepameaargas na superficie do
liquido. 129132
Nessas condi¢des, o liquido emergente assume umatimrconico;

uma névoa de goticulas carregadas € ejetada da mmtcone e atraida
eletrostaticamente para o orificio da entrada que&sdmetro. Cada goticula &
carregada com véarias unidades de carga, e enqaksalecrescem de tamanho
com a evaporacdo do solvente, a densidade de cal@p@o em sua superficie
aumenta. A repulsdo mutua entre as cargas na mi@ddrna-se tdo grande que
excede a forca de tenséo superficial, fazendo asemaggoticula se desintegre em
varias outras de tamanho menor, que sofrerdo 0 mesotesso, até que restem

apenas os ions da amostra, que sero levados|sadod’ (Figura 1.14).

alto vdcuo
"Cone de Taylor" '

+2-5kV

/ +1 kV
elétrons ——p» Fonte de alta [elérons —jp

%
/

voltagem

OXIDACAOD REDUGAOQ

Figura 1.14 —Mecanismo de funcionamento da técnica E3l.

A intensidade do ion depende da sua estrutura &tédda pela
composicdo do solvente e presenca de aditivos; gahuadancia do ion em um
intervalo dem/zé mais afetado pela eficiéncia do transporte,ragfa e deteccéo
do ion. No entanto, para que ndo haja interferérm@aabundancia e intensidade
dos ions, a formacéo de um “spray” estavel em H&h@amental. Variaveis como,
voltagem aplicada, condutividade e tensdo supalfido liquido devem ser

cuidadosamente avaliadd¥: 132
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Solutos de polaridade, volatilidade e massa moladarada e néo
termolabeis podem ser determinados com grandebdalele com o0 uso da
lonizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI).tdNegerface, a fase movel
vinda do sistema de HPLC é transformada em “speaydpidamente evaporada
através de um fluxo de nitrogénio e do aquecimeatdonebulizador a altas
temperaturas (100-500 °C). Embora essas tempesauwasam degradar os
analitos, a alta vazéo da fase movel e o fluxo iebae nitrogénio evitam a quebra
das moléculas®

Nesse modo de ionizagéo, a amostra € ionizadaaavablisdo com
ions reagentes gerados a partir da fase movel elestarga elétrica provocada na
ponta de um filamento de a¢o, denominado cororscipoado proximo a entrada
da regiéo de alto vacuo do equipameRigyra 1.15. Esses ions sdo normalmente
ricos em elétrons e a colisdo do analito ocorre semsferéncia de energia
excessiva aos ions quase-molecular formados redaltam um menor grau de
fragmentacao->" 1%

A ionizacdo das moléculas da amostra se da na aameaionizacao
por colisdo com um excesso de ions reagentes, gotesado relativamente alta
(10° — 10% atm). Os fons reagentes s&o geralmente posititaroarregados, e s&o

gerados ou de um gas puro ou de uma mistura ds.gase
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GasNebEzadnr Cimara de Tonizacio F) | | | —

Amostra Liguida ——

CORONA E—
(responsavel pela UADRUPOLOS
discarga eléirica) B

VACTO VACUO

o

Figura 1.15 - Representacdo esquematica de uma interface doA#d no

sistema MS.

E importante ter em mente que na ionizacdo via AREIreacdes
quimicas ocorrem em fase gasosa. O processo cametga formacéo de ions,N
e O por meio de descargas continuas da corona; estesntdo reagem com o
solvente e com moléculas do analito. Devido ao temglativamente longo de
permanéncia na fonte de APCI, os ions detectadoseséltantes de processos de
equilibrio em fase gasosa.

A utilizacdo do espectrometro de massas como @oeteem
cromatografia surgiu como a solucdo de varios probk principalmente
relacionados a presenca de interferentes na amosieavez que a técnica oferece
alta sensibilidade e seletividade, principalmentanco uso do artificio de
monitoramento de reacdes multiplas (MRM) na andes ions. No entanto, essa

idéia vem sendo fortemente questionatfa.

Embora a técnica de MRM ofereca a vantagem de oraniento de
fragmentos especificos de um unico ion (alta s#detile), o processo de formacgao
do ion, tanto em ESI quanto em APCI, pode sofr@rferéncias resultantes do
meio em que se encontra. Compostos enddégenos pamefair com 0 composto

de interesse quando o pré-tratamento da amostraniénon combinado com um
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baixo tempo de analise cromatografica. Esses cdmgasmbora sejam invisiveis
ao detector no modo MRM de andlise, podem afetmifgiantemente a eficiéncia
e reprodutibilidade do processo de ionizagao quatace na interface LC-MS.
Como resultado disso, o chamado efeito de matrie mausar uma supressao ou
até mesmo um aumento da ionizacdo levando primegydk a problemas de

precisdo e exatiddo dos métodds.

Uma vez que o efeito de matriz pode levar a ermoalitecos
significantes, guias de validacao estabelecidasspditetrizes da Unido Européia e
o FDA determinam que no caso de procedimentos aseem LC-MS e LC-
MS/MS, o efeito de matriz deve ser investigado p@rantir precisao, seletividade
e sensibilidade do método. No entanto, nenhum oOr§aclaro quanto ao

procedimento que deve ser realizado para tal vagfio**'%®

Deste modo, na analise de matrizes biologicas am@p)
independente do detector a ser utilizado, € fundahejue a etapa de pré-
tratamento seja realizada de forma a remover ornmaimero de interferentes
presentes na amostra e a andlise cromatografiaasskgtiva, para o sucesso do

método 133-136

1.4.2-LC-ELSD

O detector de espalhamento de luz (ELSD-evaporhgjlie scattering
detector) foi desenvolvido em 1966 como uma altermaaaos detectores
cromatograficos disponiveis na época, como UV-viadice de refracdo (RID).
Apesar do alto potencial, 0 novo detector s0 comegeer efetivamente utilizado
no final dos anos 70 e atualmente tém sido extammwte utilizado no
desenvolvimento de métodos qualitativos e quamitatde uma série de classe de

compostos, especialmente aqueles que ndo apresgntpos croméforos®’
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A Figura 1.16, mostra o resultado de um estudo realizado por
LUCENA e colaboradores®, onde a crescente aplicacdio do ELSD em
procedimentos analiticos pode ser verificada peloesmto significativo do namero

de trabalhos publicados nos anos de 1978 a 2006.

120

100

80+

50

40+

Number of publications

20+

1864 1986 1988 1980 1982 1984 1996 1988 2000 2002 2004 2006

Year of publication

Figura 1.16 —Variacéo no nimero de publicacdes com o uso do Ef’SD

Esse crescente numero de trabalhos publicadosveeadaplicacdes
diferentes das usuais dos detectores cromatogsafioma vez que a resposta
apresentada pelo ELSD permite, por exemplo, a metacdo de respostas
caracteristicas para uma classe de compoStts:14°

O detector de espalhamento de luz tem como primeipiebulizacéo
da fase movel com um gas inerte e evaporacao derdgelpara produzir pequenas
particulas que serdo detectadas em uma cela dearspato de luz. A intensidade
da luz espalhada depende do tamanho das partfoutagdas durante o processo

de nebulizagag?, 30, 137, 140

De uma maneira geral, o ELSD opera de acordo césnetiapas bem
definidas: nebulizag&o (1), evaporacgao (2) e date¢s) Figura 1.17)
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(1) < ) Fluxo de gas
Camara de Nebulizaciao

>

(2) < Camara de Evaporacio ;

\ o y
vl Detector

-

Fonte de Inz

Figura 1.17 —Principio do detector de espalhamento de luz. Astp?

Na etapa de nebulizagdo, a fase movel vinda doenssst
cromatografico € volatilizada em um tubo aquecidom © auxilio de um fluxo de
gas constante (nitrogénio ou ar comprimido), paoédtancdo de um aerossol com
pequenas goticulas. O aerossol é direcionado pedaara de evaporacao onde o
solvente/fase movel € evaporado para formar agcpkas do analito de interesse.
Essas particulas passam por uma cela oOptica omigdédo um feixe de luz, e
provocam um desvio/espalhamento dessa luz o qualeéddo por um tubo
fotomultiplicador. A medida da luz é proporcionajj@antidade de amostra na cela
e ndo depende de um grupo funcional especificamudforos?® 3 137. 139 140

O espalhamento de luz € um processo complexo quelven

diferentes mecanismos; a interacédo da luz com dicydas vai depender do seu
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tamanho, forma e propriedades superficiais. Quantlz atinge a particula, uma
oscilagao dos elétrons ocorre produzindo radiaS@&oa particula € perfeitamente
homogénea, toda radiacdo emitida tera um efeitdrudie® dessa energia;
entretanto, se a particula ndo € homogénea, edisgda é espalhada em outras
diregc”)es.zg’ 30, 139, 140

O fendbmeno de espalhamento de luz é geralmentetdgsar quatro
mecanismos denominados: espalhamento Rayleighlhaspento Mie, difracao e
reflexdo. A importancia relacionada a cada mecamiémrincipalmente governada
pelo tamanho das particulas ou mais propriamerte greporcdo dos tamanhos
das particulas ao comprimento de onda da luz erftid’

Devido as interagdes envolvidas, a relacdo enttengentracdo do
analito e o sinal produzido pelo ELSD néo obedeteiade Beer, mas sim uma
equacdo exponencidlz km®, ondel é a intensidade da luma massa da particula
espalhadak e b sdo constantes determinadas principalmente palaezatda fase
movel e parametros do detector. Para facilitaroodeste detector, a equacao torna-
se linear na forma logaritmiciyg | = log k + b x log m 2% 3% 139

Vérias séo as aplicacdes cromatograficas, incluandeterminacéo de
resinas, polimeros, polietilenoglicois, carboidsatolipideos, triglicerideos,
fosfolipideos, esterdides, adocantes, aditivoseti®i@o, agentes surfactantes, entre
outras com o uso do espalhamento de luz como detétt*>* *'Em analises
farmacéuticas esse detector também tem sido bastalitado principalmente em
sistemas de triagem de substancias, onde as ampegitivas sdo confirmadas por
detectores mais seletivos e sensiveis como esp®ttia de massas. Sao métodos
qualitativos rapidos desenvolvidos para analisgrdede quantidade de amostras

com o intuito de reduzir o uso de técnicas anaktinfisticadas e de alto cusfo.
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‘Ndo basta dar os passos que nos devem levar um dia aos objetivos,
cada passo deve ser ele proprio um objetivo em si,

gue ao mesmo tempo nos leva para adiante’.

VON GOETHE



Objetivos

2—OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1 — O preparo de colunas de acesso restrito (RA&albumina sérica
bovina, imobilizadas nos diferentes suportes: @uheé amino;

2 — A avaliacao da eficiéncia das colunas RAM-B8é@paradas para a
exclusao das proteinas do leite bovino;

3 — O desenvolvimento de métodos para a quargficade
antibidticos aminoglicosideos em medicamentos wWeteos, que possam ser
utilizados como uma ferramenta no controle de dadk desses medicamentos;

4 — O desenvolvimento de métodos por CLAE multafisional
aquiral-aquiral para a analise de antibiéticoslosfarinicos e aquiral-quiral para a
analise de anti-helminticos benzimidazélicos nteJajue possam ser utilizados na
investigacdo de niveis maximos de residuos persitiem leite de consumo
humano, assim como, para serem utilizados em estddomonitoramento de

eliminacéo destes farmacos no leite bovino.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

'O conhecimento € um tesouro, mas a prdtica € a chave para obté-lo.”

THOMAS FULLER
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3 —PARTE EXPERIMENTAL

3.1— GENERALIDADES

As colunas cromatograficas utilizadas foram empatas no DQ —
UFSCar, utilizando-se uma empacotadora SHANDON e asalises
cromatograficas foram realizadas nos seguintepamantos:

1- Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZAuWna bomba
LC 10ATvp, com uma valvula seletora de solvente FCM)ALvp, um detector de
ultravioleta de comprimento de onda variavel SPIDAvp, um detector de indice
de refracdo RID 10A e um alto injetor SIL 10AF. Qugamento esta acoplado a
uma interface SCL 10Avp e 0s cromatogramas sactragos através de um
“software” CLASS-VP.

2- Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMAD&uas bombas
LC 10AD, um detector de ultravioleta de comprimed& onda variavel SPD —
10Avp, um detector de espalhamento de luz da n#ditsch e modelo 2000ES e
um alto injetor SIL 10AF. O equipamento esta aabpla uma interface CBM 10A
e 0S cromatogramas sao registrados atraves deafitwdse” CLASS LCI10.

3- Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia SHIMADZluas bombas
LC 10AD, um alto injetor SIL 10A, um detector deéravioleta de comprimento de
onda variavel SPD — 10A, um detector de arranjdotiediodos modelo SPDM
10Avp, interface CBM 10A acoplados a um espectréonele massas triplo-
guadrupolo, QuattroLC — Micromass. Os cromatograsaasregistrados atraves de
um “software” CLASS LC10 e MassLynxs.

4- Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZtdém duas
bombas LC 20AD, com uma valvula seletora de soévédftV — 20AL, um
degaseificador de membrana SHIMADZU DGU-20A5, urtedir de ultravioleta
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de comprimento de onda variavel SPD — 20A, e um aletor SIL 20A. O
equipamento estad acoplado a uma interface CBM 2@8 eromatogramas séo
registrados através de um “software” CLASS-VP. Qiggmento esta acoplado a
um espectrometro de massas ESQUIRE 6000 e os capraatas e espectros de
massa sao registrados e processados em um “sdf@racker Daltonics.

As medidas de absorcdo molecular na regido do UWWeli para
analise de exclusédo de proteinas foram realizaghasire espectrofotometro HP
8452A, utilizando-se uma cela de vidro de 10 mnaatainho oOptico.

A agua deionizada utilizada no preparo das solut@®péo para a
composicao das fases moveis foi obtida em um sastdtaLI-Q (MILLIPORE).

As medidas de pH foram feitas utilizando um pH-metr
QUALXTRON, modelo 8010, com precisao fi,01pH, calibrado com solugdes
tampéo pH 4,0 e 7,0 (CHEMIS).

A pesagem dos reagentes foi feita em uma balanglitiea AND,
modelo HR200, com precisdo de 0,0001 g. Utilizotasebém uma balanca semi-
analitica MARTE com preciséo de 0,001 g.

Os antibidticos aminoglicosideos foram gentiimeni@ados pela
empresa veterinaria Ouro Fino Produtos Veterinatitda (estreptomicina —
064K0564 — Sigma; neomicina — 3007040548 - Jebsgemtamicina —
2010602050 - Sigma; canamicina — 104K0663- Signay, metabdlitos
Albendazol-Sulfoxido e Albendazol-Sulfona, forameparados e gentilmente
cedidos pela aluna Katia Roberta Anacleto Béfdze o albendazol-2-amino-
sulfona 98% foi adquirido da LAN AESER.

O leite bovino utilizado para analise foi adquiritm comércio de Sao
Carlos.

As micropipetas utilizadas no preparo das amodtiasn da marca

GILSON. A centrifugacéo do leite bovino foi reaiizaem uma centrifuga JOUAN
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B4i/BR4 i termostatizada e a homogeneizacdo das amostrasat@ada em um
agitador de tubos IKA.

Os solventes graus HPLC utilizados nas analisematagraficas
foram adquiridos da MALLINCKRODT, J. T. BAKER ou THA. Todos foram
filtrados a vacuo em um sistema MILLIPORE, utilidarse membranas de nylon
PHENOMENEX de 0,45um, e posteriormente degaseificados em um ultra-som
COLE-PALMER 8852 antes de serem utilizados. Osrgkgeusados foram sempre
medidos na relacao volume/volume.

Os demais reagentes quimicos utilizados foram abtde diferentes
fontes:

. acido trifluoracético (TFA), pentafluorpropibnicdPKPA) e
heptafluorbutirico (HFBA) da ALDRICH,;

. acetato de amonio da MERCK;

. fosfato de potassio monobasico da CINETICA QUIMICA;

. dihidrogénio fosfato de tetrabutilamoénio da SIGMA,

. glutaraldeido 25% da ACROS;

. boroidreto de sodio da MERCK;

. albumina sérica bovina (fraction V powder minimu?® da
SIGMA;

. coranteCoomassie Brilliant Bluda MALLINCKRODT;

. acido fosforico (85% P. A.) da J. T. BAKER,;
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3.2—PREPARO DAS COLUNAS RAM-BSA

3.2.1-SiLICAS UTILIZADAS

As silicas utilizadas no empacotamento das coltorasn: octilsilica
(Cs) LUNA (100A, 1Qum); octadecilsilica (G) LUNA (1204, 1Qum); fenil-silica
LUNA (120A, 5um) e aminopropil-silica LUNA (100A, 10n).

3.2.2—EMPACOTAMENTO DAS COLUNAS

A silica de fase hidrofébica (1,0 g) foi suspensa3® mL de metanol,
homogeneizada no ultra-som durante 2 minutos e @tguda em uma coluna de
aco inoxidavel (5 x 0,46 cm D.l.) sob pressdo de@07psi, utilizando-se metanol
como solvente. As colunas foram condicionadas emtamoé durante

aproximadamente 4 horas a uma vazéao de 1,0 mL/min.

3.2.3- IMOBILIZACAO DAS FASESHIDROFOBICAS COM BSA

As colunas de fase de acesso restrito (RAM) foraepgradas de
acordo com o procedimento estabelecido no Labaoatte Sintese Organica e
CLAE do Departamento de Quimica da UFSCar, baseawoprotocolo de
MENEZES e FELIX."’

AplOs 0 empacotamento e condicionamento das colestas foram
eluidas, a uma vazéao de 1,0 mL/min, com solucapdande KHPQ, 0,05 mol/L
(pH=6,0) durante 20 minutos, solucdo de albumirtarhg/mL preparada em
tampao KHPQ, 0,05 mol/L (pH=6,0) durante 30 minutos, agua dig@® minutos

e, em seguida, eluiu-se duas fracoes de 5 mL dargldeido a 25% (v/v). Apos
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um repouso de 12 horas, uma solucao de boroideesddio 1,0 mg/mL foi eluida
pela coluna até a obtencdo de um eluente com delgH 10. Apdés mais duas
horas em repouso, a fase estacionaria foi, erdéiadh com agua Milli-Q durante
30 minutos e armazenadas na geladeira, numa tetm@eeatre 0-4 °C.

A coluna de fase de acesso restrito alquil-diatai{ADS) também
avaliada neste trabalho para os antibidticos anicusjdeos, foi adquirida
comercialmente (RP:gADS (2,5 x 0,40 cm d.i.; 26m, 60 A, Merck).

3.3 — AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXCLUSAO DAS PROTEINAS DO

LEITE BOVINO PELAS COLUNAS RAM-BSA —METODO DE BRADFORD 1#2

3.3.1-PREPARO DO REAGENTE DE BRADFORD

A solucéo do corante azul brilhante, “Coomassidii&nt Blue”, foi
preparada na concentracao 100 mg/mL, segundo aedgimento descrito por
Bradford . Em um béquer dissolveu-se 50,0 mg do corantelaitbante em 25
mL de etanol e a seguir acrescentou-se 50,0 micide #osforico. Transferiu-se a
solucéo para um baldo volumétrico de 500 mL e cetaptse o volume com agua
Milli-Q. A solucéo do corante foi estocada em uasto de vidro ambar.

3.3.2— PREPARO DAS AMOSTRAS

ApoOs o condicionamento da coluna RAM com agua anil@min
durante 30 minutos, injetou-se @0 de leite integral, eluiu-se com agua e coletou-
se a primeira e a segunda fracdo de 2,00 mL emlddies volumétricos. Em

seguida, a coluna foi eluida com acetonitrila-isppnol (90:10 v/v) por 10
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minutos a 1,0 mL/min, para a limpeza de lipideaspradicionada com agua por 30
minutos.

Este procedimento foi repetido para volumes deg@gede 100 pL e
200 pL, em triplicata, em todas as concentracfes. AsO&s coletadas foram
transferidas para frascos de vidro ambar e guasdadageladeira para posterior
analise.

As solucdes de referéncia foram preparadas admtlinge volumes
de 50, 100 e 200L de leite bovino integral em um baldo volumétritm2,00 mL
e completando-se o volume com agua. As solucdesfelencia ndo foram eluidas
pelas colunas RAM-BSA e foram também armazenadasasecos de vidro ambar
e guardadas na geladeira para posterior analisas Eslucdes representaram 100%

das proteinas presentes no leite bovino.

3.3.3— DETERMINACAO DAS PROTEINAS TOTAIS

Pipetou-se 25QuL das amostras eluidas das colunas RAM-BSA,
adicionou-se 5,00 mL da solugcdo do corante azuhdmie e, com constante
agitacéo, deixou reagir por trés minutos. Em seguicnsferiu-se uma aliquota
para uma cubeta de vidro e registrou-se o espeatregidao de 190 a 820 nm. As
absorbancias foram medidas no comprimento de o88and, relativo a maxima
absorcado do complexo proteina-corante. O mesmagimento foi repetido para
todas as fracOes coletadas, bem como para as esldedeferéncia.

A eficiéncia de extracdo foi calculada comparanelas absorbancias
das amostras coletadas e as absorbancias dasesotigdeferéncia, que fornecem

a quantidade total de proteinas presentes nq(1€1626).
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3.4 - AVALIACAO DO PODER DE RETENGCAO DOS ANTIBIOTICOS PELA S
COLUNAS RAM-BSA, ADS,FENILE Cyg

3.4.1— PREPARO DAS SOLUCOES DE FOSFATO DE POTASSIO DIBASICO
E ACETATO DE AMONIO (0,01M); DOS ACIDOS TRIFLUORACETICO ,
HEPTAFLUORBUTIRICO E PENTAFLUORPROPIONICO (0,005; 0,01; 0,025; 0,05;

0,075;0,08e 0,1M) E DA SOLUCAO DE TETRABUTILAMONIO 2MM

3.4.1.1- SOLUCAO ACETATO DE AMONIO (0,01M)

Para minimizar erros analiticos por se tratar desahmhigroscoépico,
foi preparada uma solucdo concentrada de 1,0 Me @md uma balanca semi-
analitica, pesou-se 7,708g do sal e transferiura pa baldo volumétrico de 100
mL completando o volume com agua deionizada (MIQ)- Em seguida,
utilizando-se um pipeta volumétrica uma aliquotd denL foi transferida para um
baldo de 1000 mL para a obtencdo de uma solu¢cdtM@o sal.

O pH da solucédo tampéo foi entdo ajustado paraahba adicdo de

uma solucao de acido acético (3,0 mol/L).

3.4.1.2—- SOLUCAO DE FOSFATO DE POTASSIO DIBASICO (0,01M)

A solucao fosfato de potassio dibasico foi prepag@esando-se 1,361
g do sal e solubilizando-o em um volume total dé01ltnL de agua. O pH da

solucdo foi entdo ajustado para 7,5 com a adicdarda solucdo de acido
cloridrico (1,0 mol/L).
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3.4.1.3- SOLUGAO DE TETRABUTILAMONIO (2 MM)

A solucao de TBA foi preparada pesando-se 6,7%ongal em
uma balanca semi analitica e solubilizando-o emvalame total de 10,0 mL de

solucao fosfato de potassio (0,01M, pH 7,5).

3.4.1.4-SoLucAo DE TFA (0,005;0,01;0,05;0,08E 0,1M)

A solucdo de TFA 0,1M foi preparada utilizando-s@au pipeta
graduada, onde uma aliquota de 14,9 mL do aciddiligida em agua deionizada
para um volume final de 1,0 L de solucdo. A patd@sta solucao, diluicdes
consecutivas foram realizadas para a obtencéoettaaisl concentracoes.

Para obtencao da solucao 0,08 mol/L, foram aligqlaste200 mL e
diluidos em agua deionizada para um volume fin&5&mL. Do mesmo modo, a
solucéao 0,05 mol/L foi obtida diluindo-se uma atifude 500 mL da solucéo 0,1
mol/L em agua deionizada para um volume final @1,

A partir desta solucéo (0,05 mol/L), foram aliqutia 200 mL e
diluidos em agua deionizada para um volume final @elL, para a obtencdo da
solucao 0,01 mol/L. Para a obtencéo da solucadb@g/L, 250 mL da solugao
0,01 mol/L foram aliguotados e dissolvidos em ademnizada para um volume
final de 500 mL.

3.4.1.5- SoLucAo bE HFBA (0,005;0,01;0,05;0,08e 0,1M)

A solucao de HFBA 0,1M foi preparada utilizandots®a pipeta
graduada, onde uma aliquota de 13,0dulacido foi diluida em agua deionizada
para um volume final de 1,0 L de solugéo.
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A partir desta solucéo, as mesmas diluicbes rezpara as solucdes

de TFA {tem 3.4.1.4 foram utilizadas para o preparo das solucoesk&A

3.4.1.6-SoLucAo be PFPA(0,01;0,025;0,05;0,075€ 0,1M)

A solucdo de PFPA 0,1M foi preparada utilizandodsea pipeta
graduada, onde uma aliquota de 10,4dulacido foi diluida em agua deionizada
para um volume final de 1,0 L de solugéo.

A partir desta solugao, uma aliguota de 37,5 mldimiida em agua
deionizada para um volume final de 500 mL, parebi@rmado da solucao 0,075
mol/L. A solucao 0,05 mol/L foi obtida a partir dalugao 0,075 mol/L, onde uma
aliguota de 200 mL foi diluida em um volume final2D0 mL de agua deionizada.
Do mesmo modo, a partir da solucédo 0,05 mol/L, &0 foram aliquotados e
diluidos em 200 mL de agua deionizada para a oétetdg solucdo 0,025 mol/L. A
solucao 0,01 mol/L foi obtida aliquotando-se 80,0 da solucdo 0,025 mol/L e

diluindo em agua deionizada para um volume fine2@@& mL.

3.4.2— SOLUCOES PADRAO

3.4.2.1- AMINOGLICOSIDEOS

As solucbes dos antibioticos aminoglicosideos 1@0mi, foram
preparadas dissolvendo 0,5 mg dos mesmos em aguadmldo volumétrico de
S5 mL.

As demais solucbes de diferentes concentracOesadas| foram
preparadas por diluicdes realizadas a partir de solacdao de 1,0 mg/mL,
preparada dissolvendo-se 2,0 mg em agua em um\aal#oétrico de 2,0 mL.
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3.4.2.2—- CEFACETRIL

A solucao do cefacetril de 500 pg/mL foi preparadpartir de uma
solucdo 1,00 pg/mL, onde o volume de 100 pL fosalisdo em agua em um
baldo volumeétrico de 2,00 mL; a solugcéo de coneeéty 100 ng/mL foi preparada
dissolvendo-se 10,0 pL da solugéo 500 pug/mL em éguam baldo volumétrico
de 5,00 mL. As demais solucdes utilizadas foramamaas a partir da solucéo de
500 pg/mL.

3.5—METODOS ANALITICOS E BIOANALITICO

3.5.1-EMPACOTAMENTO DAS FASES ESTACIONARIAS

3.5.1.1- COLUNAS AQUIRAIS (Cyg e fenil)

As silicas Gg e fenil (2,3 g), foram suspensas em 50 mL de métan
homogeneizadas no ultra-som durante 2 minutos e@tgdas em uma coluna de
aco inoxidavel (15 x 0,46 cm d.i.) sob presséo 5@07si, utilizando-se metanol
como solvente. As colunas foram condicionadas emtamoé durante

aproximadamente 12 horas a uma vazao de 1,0 mL/min.

3.5.1.2- COLUNA QUIRAL

A fase estacionaria quiral (tris(3,5-dimetilfeniloamato) de amilose,
adsorvida em APS Nucleosil (500Aui, 20% g/g) foi preparada no grupo pela
aluna Kétia Roberta Anacleto Belaz de acordo com procedimento ja
estabelecido no grupd’ e gentilmente cedida para este estudo. A faseieséia
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(2,3 g) foi entdo suspensa em 50,0 mL de hexampodpanol (50:50 v/v),
homogeneizada no ultra-som durante dois minutospmaeotada em coluna de aco
inoxidavel (15,0 x 0,46 mm d.i.) sob pressdo de 0758i, utilizando-se
hexano:isopropanol (90:10 v/v) como solvente.

A coluna foi condicionada em hexano:isopropanoll0@®/v) durante
12 horas, utilizando-se uma vazéao de 0,8 mL/mirosAgste periodo a coluna foi
entdo convertida para o modo reverso de eluicade dmi eluida durante 1 hora
com isopropanol, seguida de uma mistura de acetardigua (50:50) também
durante aproximadamente 1 hora. Apos este periaaduaa foi armazenada em

isopropanol para posterior uso.

3.5.2-METODOS ANALITICOS

3.5.2.1- PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

3.5.2.1.1 — DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE DO

ANTIBIOTICO ESTREPTOMICINA

De acordo com a porcentagem especificada no padii@ado para a
validacdo do método, uma massa de 133,3 mg dogadtato de estreptomicina
foi precisamente pesada, dissolvida em uma solde&ddFA 0,05M e transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL. A solucao estqureparada apresentou uma
concentracao de 10,0 mg/mL de estreptomicina.

As solucdes padrdo e as solucbes padrdo de comkeolpualidade
foram obtidas, por diluicdo da solucéo estoquesagaintes concentragoes:

Solugdes padrao de calibragdo: 0,500; 1,00; 1,/A%); B,00; 3,75;
4,50 e 5,00 mg/mL
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Solugbes padréo de controle de qualidade: 0,6 2,0 mg/mL.

3.5.2.1.2 — DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE DO

ANTIBIOTICO NEOMICINA

De acordo com a porcentagem especificada no padii@ado para a
validacdo do método, uma massa de 154,8 mg do@adiato de neomicina foi
precisamente pesada, dissolvida em uma solucad=8e0J050 M e transferida
para um baldo volumétrico de 10,0 mL. A solucaomst preparada apresentou
uma concentracéo de 10,0 mg/mL de neomicina total.

As solucOes padrdoes e as solucbes padrao de eodieotualidade
foram obtidas, por diluicdo da solu¢éo estoquesagaintes concentracoes:

Solucdes padrao de calibracao (concentracdo de iciaantotal):
0,500; 1,00; 1,75; 2,50; 3,00; 3,75; 4,50 e 5,00nmhg

Solugbes padrao de controle de qualidade (con@éatrde neomicina
total): 0,60; 2,0 e 4,0 mg/mL

3.5.2.1.3 — DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE DO

ANTIBIOTICO GENTAMICINA

De acordo com a porcentagem especificada no padii@ado para a
validacdo do método, uma massa de 160,5 mg do@adif@to de gentamicina foi
precisamente pesada, dissolvida em uma solucad=8e0J050 M e transferida
para um baldo volumétrico de 10,0 mL. A solucaomst preparada apresentou
uma concentracéo de 10,0 mg/mL de gentamicina total

As solucbes padrdes e as solucbes padrbes de leotdrayualidade
foram obtidas, por diluicdo da solucéo estoquesagsintes concentragoes:
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Solugbes padrédo de calibragdo (concentracdo dergea total):
0,500; 1,00; 1,75; 2,50; 3,00; 3,75; 4,50 e 5,00nmg
Solugbes padrao de controle de qualidade (cong@atrade

gentamicina total): 0,60; 2,0 e 4,0 mg/mL

3.5.2.1.4 — DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE DO

ANTIBIOTICO CANAMICINA

Uma massa de 20,0 mg do padrdo de canamicina égisamente
pesada, dissolvida em uma solucéo de TFA 0,050tMnsferida para um baldo
volumétrico de 10,0 mL. A solucdo estogue preparagaesentou uma
concentragcao de 2,00 mg/mL.
As solucbes padrdes e as solucbes padrbes de leotdrayualidade
foram obtidas, por diluicdo da solucéo estoquesagaintes concentragoes:
Solugbes padrao de calibragao: 0,1; 0,2; 0,35;, @®0; 0,75; 0,90 e
1,0 mg/mL
Solucdes padrao de controle de qualidade: 0,18;003180 mg/mL
Os valores de concentracdo das solugdes padraoleote qualidade
de todos os métodos foram calculados como segue:
1- O controle de qualidade de concentragcdo mais leaxsorno de
110-120%, em relagdao a menor concentracao da dercalibracao.

2- O controle de qualidade de concentracdo média ero te 40-
60%, em relac&o a maior concentracdo da curvaliibeacao.

3- O controle de qualidade de concentracao alta, eno e 75-
95%, em relac&o a maior concentracdo da curvaliibeacao.
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3.5.2.2— PREPARO DAS AMOSTRAS DE CALIBRAGAO E CONTROLE DE

QUALIDADE

3.5.2.2.1-METODOS ESTREPTOMICINA , NEOMICINA , GENTAMICINA E

CANAMICINA

Aligquotas de 200 pL da solucéo padrao apropriadarfgipetadas em
tubos de ensaio e o volume ajustado para 1000 plueoa solucdo de TFA 0,050
M. As amostras foram entdo homogeneizadas em voaexi0 s e em seguida,
aliquotas de 35@L foram transferidas para ogals do autoinjetor, tendo sido
injetado um volume de 15 pL no sistema cromatogwafi

3.5.2.3- OBTENCAO DAS CURVAS ANALITICAS

A partir da solucdo estoque, as solucbes padramld@acédo foram

preparadas em triplicata, nas seguintes conceesaco
a-) estreptomicina: 0,10; 0,20; 0,35; 0,50; 0,60; 0,75; 0,90 e 1,0

mg/mL.

b-) neomicina total: 0,10; 0,20; 0,35; 0,50; 0,60; 0,75; 0,90 e 1,0
mg/mL.

c-) gentamicina total: 0,10; 0,20; 0,35; 0,50; 0,60; 0,75; 0,90 e 1,0
mg/mL.

d-) canamicina: 0,02; 0,04, 0,07; 0,10; 0,12; 0,15; 0,18 e 0,20mhg/

As curvas de calibracdo foram obtidas, atravésedeessdo linear,
considerando as areas das bandas cromatograflatisa® as concentracbes dos
antibioticos, ambos em escala logaritmica. A lisate foi verificada através do
valor do coeficiente de correlacéao.
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As condi¢cbes cromatograficas utilizadas para oldiendas curvas
analiticas foram:

a)- coluna: G Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.; 120 A, 10n);

b)- fase movel: TFA (0,05M)/ MeOH (99:01 v/v) para
estreptomicina; TFA (0,05M) 100% para a neomicindF& (0,05M)/ CHCN
(97:03 v/v) para a canamicina e gentamicina;

As condicdes utilizadas no detector de espalhantentoz foram:

c)- vazao: 1,0 mL/min;

d)- temperatura do tubo: 12& para a estreptomicina; 107 °C para a
neomicina e 113,6 °C para a gentamicina e canaamicin

e)- vazao do gas: 3,2 L/min para a estreptomi@nh;L/min para a
gentamicina, canamicina, neomicina,

Para todos os métodos foi utilizado um ganho de 1.

3.5.2.4-PARAMETROS ANALITICOS AVALIADOS

3.5.2.4.1-LINEARIDADE

A linearidade foi avaliada de acordo com o coefitdede correlacao
(r) obtido pelo calculo de regresséo linear a patés curvas de calibracao,
construidas em escala logaritmica.

3.5.2.4.2-PRECISAO E EXATIDAO

A precisao intradia e interdia e a exatidao foraaliadas em trés dias

nao consecutivos, utilizando-se as amostras centtelqualidade do método, as
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guais foram preparadas em replicata (n=5) comoritesco item 3.5.2.2 A
precisdo do metodo foi expressa pelo coeficienteadacdo (CV%) das replicatas.
A exatidao foi calculada atraves da razéo da nambaconcentracdes encontradas e
o valor médio das concentragdes nominais, e faiesga em porcentagem.

A exatiddo do método foi também avaliada atravétesie cego, onde
foram preparadas, em triplicata, e analisadas, t@asosde concentracdes

desconhecidas ao analista.

3.5.2.4.3-LIMITES DE QUANTIFICACAO (LQ) E DETECCAO (LD)

O LQ foi estabelecido como a menor concentracag@ ptecisao,
expressa pelo coeficiente de variacdo (CV), ndedew o valorde 2 % (n =5) e a
exatidao (%) apresentou desvios ndo superiores% 8o valor nominal da
concentragao.

O LD foi estabelecido como a menor concentracaocaguesentou um

sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

3.5.3 — METODO BIOANALITICO

3.5.3.1- PREPARO DAS SOLUGCOES PADRAO DOABZ-SO,-NH, ABZ-
SO,E (+)-ABZ-SO

Foram preparadas, individualmente, trés soluctes|@s emCH;CN :
H,O (50:50) na concentracdo de 1,0 mg/mL para o ABZ$K),, para ABZ-SQ e
para o (£)-ABZ-SO, através da dissolu¢do de 2,0degada composto em um
baldo volumétrico de 2,0 mL.
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A partir destas solugdes, foram obtidas, por dilojcuma solucao
estoque com os antibioticos combinados nas coragéis: 10 ug/mL de ABZ-
SO-NH,, 60 pg/mL de (x)-ABZ-SO e 30 pg/ml de ABZ-§O

As solucbes padréo de calibracéo e as solugbe&qddrcontrole de
qualidade foram obtidas por diluicdo da solucamgest com o0s antibioticos
combinados, nas seguintes concentracoes:

Solugdes padrédo de calibracédo: 0,160; 0,180; 0,2(®40; 0,280;
0,320; 0,360 e 0,40Qg/mL para o ABZ-S@NH,; 0,480; 0,540; 0,600; 0,720;
0,840; 0,960; 1,08 e 1,2y/mL para cada enatibmero do (+)-ABZ-SO e também
para o ABZ-SQ.

Solucgdes padrao de controle de qualidade: 0,1880@ 0,38Gg/mL
para o0 ABZ-S@NH,; 0,552; 0,780 e 1,14g/mL para a cada enatiobmero do (%)-
ABZ-SO e também para o0 ABZ-SO

Os valores de concentracdo dos controles de qdelida método
foram calculados da seguinte forma:

1- O controle de qualidade de concentracdo makabamn torno de
110-120%, em relagdo a menor concentracao da dercalibracao.

2- O controle de qualidade de concentracdo médidoemo de 40-
60%, em relagcdo a maior concentracao da curvalitbeagziio.

3- O controle de qualidade de concentracéo altapemo de 75-95%,

em relagcdo a maior concentracédo da curva de ogdibra

3.5.3.2- PREPARO DAS AMOSTRAS DE CALIBRACAO E CONTROLE DE

QUALIDADE

As amostras foram preparadas pipetando-sgl50a solucao padréo

apropriada, em uma série de tubos de ensaio. kobaado a cada tubo, um
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volume de 95QuL de leite A desnatado, previamente centrifugadoCékCN
H,O (50:50) (para avaliar a eficiéncia da extracéds calunas RAM-BSA). As
solucdes foram homogenizadas por agitacdo em vpaet5 segundos. Aliquotas
de 350uL foram transferidas para egals do autoinjetor e um volume de 100

foi injetado no sistema multidimensional de CLAE.

3.5.3.3- OBTENCAO DAS CURVAS ANALITICAS

As amostras de calibracao foram preparadas encatalnas seguintes
concentragdes: 8,00; 9,00; 10,0; 12,0; 14,0; 18300 e 20,0 ng/mL para o ABZ-
SO-NH,; 24,0; 27,0; 30,0; 36,0; 42,0; 48,0; 54,0 e 60¢inh. para cada
enantiomero do (£)-ABZ-SO e também para o ABZ-.SO

A equacéao da regressao linear e o coeficiente delagdo (r) foram
calculados pelo método dos minimos quadrados, d@emagido a area da banda
cromatografica referente a cada concentracao disdcdicos.

Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes cromaiogsabara obtencéo
das curvas analiticas:

Bomba 1:

0,00-5,00 min: fase movel: 100%,® (exclusdo das proteinas pela
coluna RAM-G-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.)); vaz&o de 1,0 mL/min

5,01-6,30 min: fase movel: ;B:CH;CN (60:40 v/v) (extracdo dos
compostos da coluna RAMgBSA); vazdo de 1,0 mL/min

6,30-7,30 min: fase movel:,B:CH,CN (60:40 v/v) (transferéncia dos
compostos da coluna RAMg@SA para a coluna analitica); vazéao de 1,0 mL/min

7,40-12,4 min: fase movel: GBN:H,O:ISO (75:15:10 v/iviv)
(limpeza da coluna RAM-BSA); vazéo de 1,0 mL/min
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12,4-21,0 min: fase movel:,B (condicionameto da coluna RAMsC
BSA); vazéo de 1,0 mL/min

Bomba 2:vazéo de 0,8 mL/min;

0,00-6,30 min: fase moével: .B : CHCN (50:50 v/v)
(condicionamento da coluna analitica tris(3,5-diliegtilcarbamato) de amilose
(15x 0,46 cm d.i.));

6,30-7,30 min: fase movel:,B : CHCN (60:40 v/v) (transferéncia
dos compostos da coluna extratora para a colurldicana

7,30-21,0 min: fase movel:,B: CHCN (60:40 v/v) (analise do ABZ-
SO-NH,, ABZ-SG0;, e (x)-ABZ-S0O), deteccéao por LC-MS/MS, analisadortgho
ion-trap.

3.5.3.4- PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DE FARMACOS

EM MATRIZES BIOLOGICAS

3.5.3.4.1- SELETIVIDADE

Embora analises por espectrometria de massammiem(MS/MS)
sejam consideradas capazes de gerar respostagaselatseletividade do método
foi avaliada pelo monitoramento de transicdes dBpas de cada molécula
protonada, sendo elas: ABZ-$8H, (240> 198); (x)-ABZ-SO (282 240) e
ABZ-S0, (298>266) e tambéem através do estudo de efeito de nma#izado.
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3.5.3.4.2 - EFICIENCIA DE EXTRAGAO (RECUPERACAO) E

TRANSFERENCIA DOS ANALITOS

A eficiéncia de extracao dos analitos da matrizogica foi avaliada
utilizando-se as solug¢des de controle de qualidadeeplicatas (n=5).

Calculou-se o percentual de eficiéncia da extrag@ocolunas RAM,
por comparacao dos resultados obtidos para as @mnasintrole, preparadas em
leite bovino, com o0s obtidos com as amostras paglear na fase movel:
H,0O:CH;CN (50:50 v/v) (n=5).

3.5.3.4.3 PRECISAO E EXATIDAO

A preciséo (intra e interdias) e a exatidao foramliadas em trés dias
nao consecutivos, utilizando-se as amostras centlel qualidade do método,
preparadas em quintuplicata. A precisdo do métodexpressa pelo coeficiente de
variacao (CV%) das replicatas. A exatidao foi clada atraveés da razdo da media
das concentragdes encontradas e o valor médiootasrdracdées nominais, e foi
expressa em porcentagem.

A exatiddo do método foi também avaliada atravéwesi® cego, onde
foram preparadas, em triplicata, e analisadas, doascOes de concentragcao

desconhecida ao analista.

3.5.3.4.4 LIMITE DA QUANTIFICAGAO (LQ) E DETECCAO (LD)

O LQ foi estabelecido como a menor concentraca@ ptecisao,
expressa pelo coeficiente de variacéo (CV), ndedew o valor de 20 % (n =5) e
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a exatidao (%) apresentou desvios ndo superio23d @ do valor nominal da
concentracgao.
O LD foi estabelecido como a menor concentracaocaguesentou um

sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

3.5.3.4.5-ESTUDOS DE ESTABILIDADE

A estabilidade das amostras foi verificada atralgdeterminacéo das
concentragcdes das amostras controle de qualidagparpdas em triplicata,
analisadas por interpolacdo com a curva de cafbrag precisdao e exatidao
obtidas nestas analises determinaram a estabilidadeamostras, onde foram
consideradas estaveis as amostras que apresentarahilidade de até 15%,

conforme critério de aceitacdo do método.

3.5.3.4.5.1 — ETUDO DE ESTABILIDADE DA SOLUCAO PADRAO

A estabilidade das amostras em solucéo foi avapadam periodo de
10 dias a temperatura ambiente. As amostras forapapdas em uma mistura de

agua e acetonitrila na proporcéo de 1:1.

3.5.3.4.5.2- ESTABILIDADES APOS CICLOS DE CONGELAMENTO E

DEGELO

As amostras de leite fortificadas com os metal®ldo albendazol,
recém preparadas, foram analisadas, e posteric@neengeladas a -20°C. Apoés
um periodo de 24 horas, as amostras foram degetatl®peratura ambiente e
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novamente analisadas. Este procedimento foi relalirzais duas vezes, sempre em

intervalos de 24 horas para cada ciclo.

3.5.3.4.5.3 ESTABILIDADE DE LONGA DURACAO

As amostras de leite fortificadas com os metal®ldo albendazol,
recém preparadas, foram analisadas, e postericnoemigeladas a -20°C. Apos
um periodo de 3, 5 e 7 dias, as amostras foramattsgea temperatura ambiente e

novamente analisadas. Os degelos foram realizadagiaica vez.

3.5.3.4.5.4 ESTABILIDADE DE CURTA DURACAO

As amostras foram preparadas, analisadas recérarpdgs e apos
mantidas a temperatura ambiente por 6 horas. ©dmede 6 horas foi baseado no
tempo excedente de duragcado do preparo das ampatess injecdes no estudo de

interesse.

3.5.3.4.5.5 - ESTABILIDADES DAS AMOSTRAS DURANTE A
PERMANENCIA NO AUTO -INJETOR

As amostras foram preparadas e analisadas apga samatidas no
auto-injetor por 10 horas. O periodo de 10 horekdseado no tempo excedente de

duracéo das analises para a obtencéo da curvaanali

3.6 —ESTUDO DO EFEITO DA MATRIZ

Uma bomba seringa Havard Apparatus (Holliston, MAJA) foi
usada para os experimentos de infusdo continua. &®atiar o efeito da matriz
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sobre a ionizacdo do composto de interesse, ungaquem “T” foi colocada entre
o sistema de LC e a fonte de MS.

Solugbes contendo separadamente 0S compostos @essd na
concentracdo de 500 ng/mL foram infundidas a unEiwade 10 pL/min. As
amostras brancos das matrizes avaliadas e outlagdss testes isentas dos
analitos, foram injetadas no sistema cromatogradica resposta foi monitorada

continuamente para produzir um perfil do efeitorderiz.
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"A mente que se abre a uma nova janela,
Jamaris volta ao seu tamanho original”

ALBERT EINSTEIN



Resultados e Discussdo

4 —RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1— DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE COLUNAS RAM-BSA

411 - HRREPARO DAS COLUNAS DE FAsSe HIDROFOBICA

| MOBILIZADAS COM PROTEINA

O desenvolvimento de métodos para a andlise deadasne
metabolitos em fluidos biolégicos tradicionalmermelui etapas de tratamento
preliminar da amostra, como por exemplo, precifibagle proteinas, extracao
liquido-liquido, extragdo em fase solida, etc. Emitas casos tais procedimentos
Sao 0s responsaveis por grande parte do tempo gagdarem um método analitico
e, além disso, o grande manuseio da amostra, assmo dificuldades na
reprodutibilidade e possiveis decomposicfes dastaasopodem ocasionar baixos
niveis de recuperacao dos analitos que se encoatrabaixas concentragoes.

O uso de injecéo direta de amostras biologicasdfamecido varias
vantagens em relacdo aos métodos de pré-tratarnentencionais, tais como,
economia de tempo, menor manuseio das amostragjicias e volume reduzido
de lixo quimico gerado. Dentro desse contexto,aaed de acesso restrito foram
desenvolvidas especialmente para analise de coogodstmassa molar baixa em
matrizes complexas, uma vez que esses materiaisiteer a injecao direta de
amostras nado tratadas de fluidos biolégicos semngpoometimento do sistema
cromatografico.

Dentre as fases de acesso restrito disponiveifgsas hidrofébicas
imobilizadas com albumina sérica bovina (BSA) eletzadas através de ligacoes

cruzadas com glutaraldeido tém sido utilizadas essm grupo de pesquisa com
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sucesso para as mais variadas matrizes biologicaso por exemplo, plasma
humano e bovino, leite e ovos de galinha poed®irg; 118123

Deste modo, levando em consideracdo a experiébti@amo grupo,
a facil disponibilidade comercial da albumina sgrimvina, ao facil preparo da
fase, seu baixo custo e principalmente, as sugsipdades fisico-quimicas, a fase
de acesso restrito de albumina sérica bovina fdecemada para o
desenvolvimento deste trabalho.

Nas fases reversas imobilizadas com proteinagexfttie externa do
suporte cromatografico € saturada com proteinasyarido-se hidrofilica e
favorecendo assim a exclusdo de macromoléculas,ceoncexemplo, proteinas,
enquanto que a superficie interna do suporte maaséraracteristicas hidrofobicas
de modo reverso, onde os analitos de interesseefidos. Nessas fases apenas a
superficie externa do suporte é recoberta, umaweons pequenos poros da silica
n&o permitem o acesso das proteinas a superfier@an >

As fases hidrofobicas selecionad&sy(ra 4.18 foram previamente
empacotadas conforme protocolo do Laboratorio deeS¢ Organica e CLAE do
DQ-UFSCar e as colunas extratoras do tipo RAM-B®#farh posteriormente
preparadas com base no protocolo descrito por MEBMEZ FELIX '

representado esquematicament&igarra 4.19.

Fase Hidrofdbica

Imobilizada com Estrutura Quimica da

Proteina

Coluna Cadeia Hidrofdbica (FH)
}100_120 1 BSA - Gg U (CH)17/CHs
BSA — NH O (CH,):NH,

Figura 4.18 —Fases hidrofobicas imobilizadas com proteing; Gctadecilsilca;
NH,: aminopropilsilica; BSA: albumina sérica bovina.

74



Resultados e Discussdo

a) Primeira Etapa b) Segunda Etapa c) Terceira Etapa
1 2 3
&

A 4

GLUTARALDEIDO 25%

ail
-

e
Reversa
¢l BSA
Descarte

Figura 4.19 —Esquema representativo das etapas envolvidas parpgdo das
colunas RAM-BSA!®

A Figura 4.19apresenta um esquema das etapas realizadas nooprepa
das colunas RAM-BSA utilizadas neste trabalho. Nimgira etapa, inicialmente a
coluna foi condicionada com tampao ¥}, (0,05 M; pH 6,0), e entdo albumina
sérica bovina (BSA) foi imobilizada situ na fase hidrofébicar@bela 4.8 através
de cromatografia frontal. Apos a imobilizacdo daABfara promover as ligacdes
intercruzadas entre as proteinas, em uma segumoia, et fase foi tratada com uma
solucéo de glutaraldeido (25% v/AA 17

Para evitar possivel hidrolise da dupla ligacdobdae de Schiff
formada e evitar que os grupos aldeidos residwsg@am posteriormente com

compostos analisados nas colunas, esse grupos &maseguida, reduzidos com
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uma solucdo 1 mg/mL de borohidreto de sodio (texceiapa ddigura 4.19). A
Figura 4.20 apresenta as reacdes envolvidas nas etapas dosswoake
imobilizacao e estabilizacado da BSA.

A reacao de intercruzamento da proteina com orgldiido, seguida
de reducé&o com borohidreto de sodio, confere nestabilidade e durabilidade as
colunas assim preparadas, uma vez que o0 intercamtanevita a perda das
proteinas, que pode acontecer quando esta estasapéarvida na superficie do

suporte.

Tabela 4.8:Propriedades fisico-quimicas das fases estacamatiiizadas para a
preparacdo das colunas RAM

Silica Fabricante Tamanho Tamanho

(Tipo) de de Poro
Particula A
Cis Luna 10 120
NH; Luna 10 100

% Dados fornecidos pelo fabricante.
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1) Intercruzamento da BSA 2) Reducao das bases de Schiff e de
com glutaraldeido 25% grupos aldeido residuais com NaBH 4
BSA adsorvida a) E E
na fase hidrofébica NH2 —+C=N—+
0 0 ' ||_| '
\S
Ne—(CHy)—¢7
/ AN
H H Hzo NaBH4
0 R
CBSAD—N=¢—(CHals—C "CHomNH
’ H s s
b '
: A0
—C
CBSA>—NH, . H
Hzol NaBH,
N=C—(CH,);—C=N i
||_| (CH2)3 ||_| ——CH,OH

Figura 4.20- Reacdes envolvidas na estabilizacdo da BSA imalidizem fases
hidrofébicas™®

4.1.2 - AVALIACAO DO PODER DE EXCLUSAO DAS PROTEINAS DO

LEITE PELAS COLUNAS RAM-BSA

Varios métodos sdo empregados na determinacédondardoacéo de
proteinas totais em fluidos biologicos, entretaasomais utilizados sdo os métodos
espectrofotométricos no ultravioleta visivéf.

Baseado no trabalho de TANAKA e colaboradorés, e

principalmente em trabalhos realizados no grupa péesma humand> 18120

6. 57 123 6 gyos de galinhd®, o método de

plasma bovino'?, leite bovino
BRADFORD **? (ou Coomassie Brilhant Blue-CBBG-250) foi escothigara

avaliar a performance de exclusdo protéica pelasas RAM-BSA.
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Esse método baseia-se nas interagcdes de Van dés Maidrofobicas
entre corante CBBG-25@igura 4.21) e as proteinas de alta massa molar, que
contém aminoéacidos de cadeias laterais basicasomaticas™*, provocando um
deslocamento na absorcdo de 465 para 595 nm, o @uahonitorado
espectrofotometricamente. O método de BRADFORD é&omutilizado para a
determinacéo de proteinas devido a sua alta skaatl@, rapidez, baixo custo e
especificidade para proteina%.

A Figura 4.21 mostra uma das estruturas de ressonancia do eorant

CBBG-250.'*
SO; Na'

OEt

Figura 4.21 —Uma das estruturas de ressonancia do corante Csientzdliant
Blue (CBBG-250).

A Figura 4.22 ilustra o procedimento realizado para as medidas de

exclusdo das proteinas do leite bovino pelas celiR#M-BSA, descrito no Item

3.3 da parte experimental.
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Coleta das Amostras Medidas Esp(lectrofotométricas

I )

Fluxo: 1mLimin.

—E—| ‘ ESPECTROFOTOMETRO ’

Reagente de
BRADFORD

' (5 mL)
250 UL

de Eluato

W
o) ﬂ ) || )

Figura 4.22 - Procedimento realizado para avaliar a eficiéncieexidusdo das

proteinas do leite bovino pelas colunas RAM-BSAaptddo da referéncia 106.

A avaliacdo da eficiéncia de exclusdo das protedwadeite pelas
colunas RAM, foi analisada através da recuperagd@tbteinas. Esta recuperacéo
foi calculada através das absorbancias (em 595dongpmplexo corante-proteina
das solucdes padréao de leite, que fornecem a dadetitotal de proteina uma vez
gue elas nao séo injetadas na coluna, comparadaasabsorbancias das fragdes
de leite eluidas pelas colunas RAM-BSA, conforneedimento descrito na parte
experimental (Item 3.3).

A maioria dos estudos realizados em nosso grupgmesguisa faz uso
das colunas RAM-BSA com 10 cm de comprimerfto®” 10> 18123 A 100
realizou um estudo para verificar a influéncia @amanho da coluna RAM-BSA na
capacidade de exclusédo das proteinas para amdst@asma humano. De acordo
com esse estudo, foi verificado que o tamanho tmamao apresentou diferencas
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significativas na eficiéncia da exclusdo das pnatei Tanto a coluna de 4 cm
avaliada, quanto a coluna de 10 cm apresentarametio@ncia de exclusao das
proteinas de plasma humano em torno de 99%. Deasie,mo intuito de avaliar
diferencas com relagcdo ao tamanho dessas colunaschesdo das proteinas do
leite, foram preparadas colunas de 5 cm de comptorgara este estudo.

Os resultados obtidos mostraram que tanto a efici&uanto o tempo
de exclusao para as colunas de 5 cm foram muittasg® aos da coluna de 10 cm
para as proteinas do leite bovifd.”” A vantagem da utilizacdo das colunas de 5
cm para o desenvolvimento de métodos de analisaesjpgao direta de amostras &
0 ganho de tempo durante as analises.

Na Figura 4.23 € apresentado o espectro de absor¢cédo do corante na
regidao de 350-820 nm. Conforme pode ser observa@dyandas bem definidas
com maximos de absor¢cdo em 460 e 640 nm correspi@sdas formas catibnica e

neutra do corante, respectivamenté.

1,2 l

1,

0,8

0,6 l

0,4 -

Absorbancia

0,2 -

O I I I I 1
350 450 550 650 750 850

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.23— Espectro do corante “Coomassie Brilliant Blue”.
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A Figura 4.24 apresenta os espectros de absorbancia correspenden
as fracdes coletadas das colunas RAM-BSA r€agidas com o corante (BBG-
250), da amostra padrao e do corante (BBG-250) @a@dume de injecao de 100

ML.
2 —
K
[&]
C
«©
=
o
n
Q
<
1
350 450 550 650 750 850
Comprimento de ona (nm)
Figura 4.24 — Espectros obtidos: - amostra padraoyermelho (b) -

corante-proteina da primeira fracdo (2 min) deeleltido da coluna extratorggC
Azul (c) - reagente; - corante-proteina da segunda fracdo (4 min) de

leite eluido da coluna extratoragC

Os resultados obtidos para as duas colunas RAM-E8Aira 4.25),
apresentam excelente poder de exclusdo para @stalo leite, com uma
performance de exclusdo em média de 91%. De acordaesses resultados, pode-
se inferir que 10% das proteinas que nao foramuias podem estar ficando
adsorvidas nas fases estacionarias ou ainddritmslas colunas cromatograficas,
conforme j& reportado por YU et &!.

De acordo com estes autores, ap0s um determinadweraude
injecOes de fluidos biologicos, ha a necessidadengeeza dos frits ou até mesmo
a sua substituicdo, para eliminar problemas deae#®y da pressado do sistema

cromatografico, perdas da precisdo dos tempostelecdo e da simetria das bandas
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cromatograficas dos analitos de interesse. Seguwsloautores, a adsorgéo
acumulativa de proteinas e/ou gorduras nos futs é® surgimento de um volume

morto, apos um determinado volume de injecao naneol

Excluséo das proteinas do leite

100
95
90

85 50 pL
80 B 100 pL

& 200 L
70

% de exclusao

BSA - Cyq BSA - NH,

Fases RAM

Figura 4.25 —Porcentagem de proteinas excluidas pelas colund&BR2A C;g e
amino.

Embora as linhas de base dos espectros apresen@Bapira 4.23
nao estejam corrigidas, € importante destacar guespectro correspondente a
amostra corante-proteina da segunda fracdo elwdki® (2-4 min), € muito
similar ao proprio espectro do corante. Isto su@paiga concentragéo de proteina
nesta fracdo que foi coletada apos 2 minutos digdelusendo este resultado
observado independente do volume de injecéo da leit

Entretanto, observando-se o cromatograma de excheas@ ambas as
colunas, é possivel observar, até 4 minutos desanéluicdo de macromoléculas.
A Figura 4.26 mostra os perfis de exclusao apresentados pdlasasoRAM-BSA

C.s € amino para as amostras de leite utilizando agow fase movel, com vazéao
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de 1,0 mL/min e\ = 280nm (absorbancia dos aminoacidos tirosimatofano e

fenilalanina das proteinas) para o volume de injeg200uL.

400 4
350

w0l | Coluna RAM-BSA Gg

350

Coluna RAM-BSA NH

300

250 - 1
250

200
200

150

Absorbancia
Absorbancia

100

50 50 -
0 04
T T T T T T LA B B L E | T 1

. — T
00 20 40 60 80 100 120 140 16,0 00 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4.26 — Perfil de exclusdo para as amostras de leite anidl@a as colunas
RAM-BSA Amino e Gg Condicbes Cromatograficas: Fase MovejOHvazéo:

1,0 mL/min;A: 280 nm; volume de injecao: 2Q.

E importante destacar que, embora a avaliacdo ddil pe
cromatografico de exclusdo tenha sido realizadiizanido um comprimento de
onda de maxima absorcdo dos principais aminoacddesroteinas, os resultados
obtidos ndo podem ser inferidos apenas as protdimdaite, uma vez que outras
substancias presentes no meio com absorbancia8@mm2podem contribuir com
a resposta obtida pelo detector. Deste modo, odasexpressdo exclusdo de
macromoléculas foi preferida a excluséo de prosediaeeite.

Nesta avaliacdo de exclusédo foi escolhida aguagseisquer aditivos
para ser utilizada como fase modvel, uma vez qudrdizalnos no grupo que
empregam com sucesso essas condicdes cromatogrédieaalise de farmacos em
plasma humano por injecao direta de amostraszairiio-se uma coluna BSA;C
como coluna extratora:® ***Embora &Figura 4.26 apresente cromatogramas onde
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€ possivel detectar a eluicdo de compostos aténdtos, pode-se afirmar que as
colunas RAM-BSA sdo extremamente satisfatorias ne diz respeito a sua
utilizacdo como colunas extratoras no desenvolviméle meétodos analiticos em
CLAE por injecédo direta de amostras biologicas, wea que apenas agua em
vazao de 1,0 mL/min, durante 4 minutos, foi sufitkepara uma exclusao de 90%
das proteinas do leite, de acordo com as mediddgadas pelo método de
Bradford.**?

Para essas fases imobilizadas com BSA desnatuadoiaa excluséo
de proteinas indica que a BSA é hidrofilica o seffite para excluir proteinas
nestas condicbes cromatograficas, ou seja, a BSfgpece negativamente
carregada por possuir um ponto isoelétrico de 4,8&tevés de interagdes
repulsivas, exclui as proteinas do leite. Aqui @anante salientar que no leite as
proteinas mais abundantes sdo k-cas@igacaseinags;-caseinaf-caseinag-
lactalbumina,-lactoglobina B e A e que essas proteinas aprasenia ponto
isoelétrico de 4,6 a 20 °€° e, portanto também se encontram negativamente
carregadas quando se usa agua como fase movel.

No desenvolvimento dos métodos de analises pocéaojalireta, a
composicdo da fase moével deve ser mantida considiera pH e forca ibnica
apropriados de maneira a prevenir a precipitacdpraeinas*®. A superficie de
contato entre proteina e agua constitui uma irdertande ha, naturalmente, uma
tensdo superficial, conseqltientemente as proteti@aaram uma forma globular
para minimizar esta energia superficial, ou sej@pra@eina se encontra em um
estagio chamado de nativo.

A presenca de aditivos, como por exemplo, saiggar@cos em uma
determinada concentracdo, aumentam a tensdo sigdeidbrigando a proteina a
permanecer no seu estado nativo. Nesta situacédivoase encontra excluido da

camada superficial em torno da proteina, devidepallsdo entre as proteinas no
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estado nativo e 0s sais presentes, e a proteieacemtra bem mais soluvel por
estar rodeada majoritariamente pelas moléculaguke a

Quando a concentracdo de sal € aumentada, a teog&oficial
também aumenta e as proteinas se agregam pararredazarea superficial
acessivel ao solvente (dgua + sal), resultandoneanpuiecipitacao induzida por sal
(efeito “salting-out”).**’

A primeira etapa deste efeito, ou seja, quandooteipra se encontra
mais solavel, com pequenas percentagens de salumdada por agua, é algumas
vezes, essencial para excluséo de proteinas pamasohidrofobicas imobilizadas
com proteinas:'* Deste modo, para verificar a influéncia da presete sais na
fase mével para a exclusdo das proteinas, foism@liambém o perfil de exclusao
utilizando solucéo acetato de amonio e fosfatoalassio dibasico ambos 0,01M e
com pH ajustado para 6,5, onde néo influenciarigpnegipitacao de proteinas e
também néo seria prejudicial ao suporte cromatmgr.af

Para a coluna RAM-BSA com suportgg@ma discreta melhora pode
ser observada com o alcance mais rapido da linhmaske até 5 minutos de analise
utilizando-se a solugédo de acetato de amonio. d& @acoluna RAM-BSA no
suporte aminopropil uma alteracdo significativa perfil de exclusdo das
macromoléculas pode ser observado. Este comportampevavelmente se deve a
interacdes promovidas pela solucdo de acetato deianentre os grupos amino do
suporte e as proteinas a serem excluidabigfira 4.27 apresenta os perfis de

exclusao observados.
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Figura 4.27 - Perfil de exclusdo das macromoléculas das amosieaseite
utilizando as colunas RAM-BSA Amino e;{CCondicbes Cromatograficas: Fase
Mével: NH,Ac (0,01M, pH = 6,5); vazao: 1,0 mL/mii; 280 nm; volume de
injecao: 20QuL.

Os resultados apresentados pela coluna RAM-BSA-MiHizando
solucdo fosfato de potassio também ndo foram a#irghs, uma vez que uma
baixa eficiéncia de exclusdo das macromoléculagldservada. Os cromatogramas
comparativos sao apresentados Figura 4.28 e a presenca tanto de um sal
organico quanto a de um sal inorganico mostramus#&ol de macromoléculas em

periodos de até 8 minutos.
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Absorbancia (mAbs)

400 +

300
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NH,Ac

W KH,PO,
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Figura 4.28 - Perfil de exclusdo para as amostras de leitezaitlo a coluna

amino-BSA para as solucdes de acetato de amorosfatd de potassio (0,01M,

pH=6,5). Condi¢cdes cromatogaficas: vazéo: 1,0 mi/mk: 280 nm; volume de

injecao: 20QuL.

Com a coluna ¢ RAM-BSA, embora o perfil de exclusao tenha sido

melhor utilizando a solucéo de fosfato de potassimo fase movel, o uso da

solucdo de acetato de amonio também levou a um pesfil de exclusdo das

macromoléculas. Essa ultima fase movel tem a vantade ser um sal organico

podendo ser utilizado no espectrometro de massabigiva 4.29 mostra o

cromatograma comparativo da colung RAM-BSA para as duas fases moéveis

avaliadas.
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Figura 4.29 - Perfil de exclusao para as amostras de leiteaitio a coluna {&
BSA para as solucdes de acetato de amonio e fasfgpotassio (0,01M, pH=6,5).
Condicdes cromatogaficas: Vazao: 1,0 mL/mik; 280 nm; volume de injecao:

200 L.

Para avaliar se 0 baixo desempenho de exclusacempaelo pela
coluna RAM-BSA-NH era devido ao uso de solucbes de sais organicos ou
inorganicos como fases moveis, foi também avaliada coluna RAM-BSA em
um suporte fenil. Essa coluna vem sendo utilizama sucesso em nosso grupo de
pesquisa para a analise de compostos hidrofilicosatrizes como plasma e leite.
115, 148

A coluna RAM-BSA fenil ndo apresentou um bom peatél excluséo
quando do uso de solucédo fosfato de potassio cas® hovel. Ja, o perfil de
excluséo obtido utilizando solugéo acetato de amfimisemelhante ao perfil com
a utilizacdo de agua, com eficiente eliminacaomdasromoléculas das amostras de
leite em 5 minutos de analise. Aigura 4.30 apresenta os perfis de excluséo
obtidos para as fases moéveis avaliadas.
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Figura 4.30 - Perfil de exclusdo para as amostras de leiteaidlo a coluna fenil
BSA para as solucdes acetato e fosfato (0,01M, @)= para agua. Condicoes

cromatogéaficas: Vazao: 1,0 mL/mii; 280 nm; volume de injec&o: 2QQ.

As colunas RAM-BSA preparadas mostraram exceleagserdpenho
na exclusdo das macromoléculas do leite, utilizaAdoa como fase movel.
Entretanto, de acordo com os resultados obtidpsssgivel inferir que a utilizacao
de sais organicos ou inorganicos altera completeamerperfil de exclusdo pela
coluna RAM-BSA-amino. Deste modo, a aplicacdo ideata esta coluna na
analise de leite seria para compostos onde aag#iz de fases moéveis aquosas
fosse possivel.

De acordo com esse estudo, as colunas RAM-BSA eCfenil
apresentaram performance adequada de exclusaesqlacéo acetato de amonio.
Ja para a solucéo fosfato de potassio, a coluna-BSK fenil teve o perfil de

exclusdo das macromoléculas bastante prejudicado.
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4.1.3 — AVALIACAO DA CAPACIDADE DE RETENCAO DOS

ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS PELAS COLUNAS RAM-BSA

Dentre os compostos citados como objeto de esteske drabalho, os
cefalosporinicos e o anti-helmintico albendazadesis metabdlitos ja foram
amplamente estudados com relacéo a retencdo emasdRAM-BSA.>" 115 122
retencédo dos antibidticos aminoglicosideos no émtandio haviam sido estudados
em colunas RAM-BSA sendo entéo selecionados p#easestido.

Por se tratar de cromatografia liquida no modo resvele eluicéo
deve-se ter em mente que quanto maior a hidroftdmel de um composto, maior
sera o seu tempo de retencéo. Deste modo, quandoraposto acido ou basico se
ioniza, ele se torna mais hidrofilico e, conseggmente, seu tempo de retencéo é
reduzido; assim, quando o pH da fase movel aumantaiencdo de um analito
acido diminui e para um analito basico aumentaa R@mpostos neutros nao
ocorre variacdo do tempo de retencdo em funcadidiafase movef?

Neste trabalho, para a caracterizacdo da retengéoadtibioticos
aminoglicosideos pelas fases RAM, um estudo dogdsnde retencdo dos
antibidticos em diferentes pHs néo é justificadonawez que na faixa de trabalho
de pH permitido para as colunas com suporte deas{ipH 3 - 8), os trés
aminoglicosideos encontram-se ionizados.

Apesar da excelente exclusdo das macromoléculasapamostras de
leite, usando agua como fase movel pelas colunasl-B8A, optou-se pela
utilizacdo de um tamp&o organico volatil, uma ver gm agua haveria uma
lonizacdo n&o controlada dos antibioticos levandalteragcbes dos tempos de
retencdo, e também, por se tratar de uma solugioresstricbes para 0 uso em

detectores como espectrometro de massas.
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Deste modo, de acordo com os resultados obtidasjuma RAM-
BSA C;3 e a solugcdo de acetato de amonio (0,01M, pH=&Stajo com HCI
0.1M) foram selecionados para o estudo.

Para esse estudo foi utilizado o detector de indéceefracdo (RID),
uma vez que nado havia a necessidade da utilizag@sgkctrometro de massas,
minimizando custos operacionais e tempo de utdiaalp espectrometro.

Solugcbes (50 pg/mL) dos antibidticos neomicina, tgaicina e
estreptomicina foram injetadas no sistema cromafimgr separadamente e para
cada injecdo uma analise de agua foi realizada ymarcar a deflexdo causada
pelo indice de refracdo do solvente de preparorisiza.

De acordo com os resultados obtidos, para os tnéibicicos
avaliados, nenhuma banda cromatografica foi vadfic com excecéo da deflexédo
referente ao indice de refracéo da agua de prejpaamostra.

Acreditando ter usado uma fase movel muito fracaforga foi
aumentada adicionando-se 2% (v/v) de acetonitAldzigura 4.31 apresenta o
cromatograma obtido onde uma banda bastante inpexgaser observada antes de
dois minutos de andlise, sugerindo que a fase mdiihda era muito forte para

0S compostos analisados.
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Figura 4.31 —Andlise da amostra de neomicina (§mL) em solucdo aquosa
utilizando a coluna BSA-fg Condi¢cdes Cromatograficas: Fase Movel: ;Néd
(0,01M, pH = 6,5) / CECN (98:02); vazao: 1,0 mL/min; volume de injecato 1
pL; Deteccdo: RID

Tendo aceitado ser esta banda cromatografica osoghaosideos
eluindo no tempo morto da coluna, a formacdo deamobnico durante o preparo
das amostras foi considerado. A adicdo de conbts-#oamostra para a formacao
do par ibnico € uma técnica que vem sendo usadasuooasso pelo nosso grupo,
para o desenvolvimento de métodos para compostosfiticos. '*> 142

Foram avaliados o uso de acido acético (1M) e atiflaoracético
(0,11 M) de modo que, durante o preparo da amosstas eram adicionados em
excesso para garantir a formacéo do par ibnicodse amostra.

A adicao dos acidos foi avaliada primeiramentezatido 100% da
solucdo de acetato de amoénio (0,01M, pH=6,5 —agjastom HCI 0,1M) como
fase movel, para a coluna;gCRAM-BSA. O perfil cromatografico obtido foi
exatamente 0 mesmo para os 3 antibioticos em estdoos dois acidos usados,

onde as bandas cromatograficas observadas eramentefe aos contra-ions
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utilizados no preparo da amostra, sendo confirngeda injecdo de solucdes dos
contra-ions nas mesmas condi¢cdes de analise.

Nenhuma outra banda cromatografica foi observamhcando a nao
eluicdo ou a n&do deteccao dos analitos de interesse

A fase movel contendo 2% de acetonitrila, anter@r®a considerada
forte para os antibidticos avaliados, foi re-amale utilizando-se o acido
CH;COOH (1M) na amostra. De acordo com o cromatograbtalo, a banda
cromatografica observada no tempo morto da coluaareferente a solucdo do
contra-ion utilizado no preparo da amostra, indicamma possivel ndo eluicdo dos
antibioticos em estudo.

Uma fase movel mais forte contendo 10% de aceilaniti avaliada
sem o uso dos acidos na amostra e, assim com@fade acetonitrila, uma banda
cromatogréafica intensa referente a agua utilizadapreparo da amostra foi
observada Kigura 4.32), indicando uma possivel retencdo dos antibigticas

simplesmente a n&o deteccao pelo detector utilizado
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Figura 4.32 - Cromatograma de andlise da gentamicina {i@enL) utilizando a
coluna RAM-BSA Gs Condi¢cdes cromatograficas: FM: DNkt (0,01M,
pH=6,5)/CHCN (90:10); Vazao: 1,0 mL/min; Volume de injecac001pL;
Deteccéao: RID.

A coluna RAM-BSA-Gg foi entdo substituida pela coluna RAM-BSA-
fenil a qual também foi avaliada com a fase moMelAc/CH;CN) (98:02) a fim
de verificar a influéncia da fase estacionariagtancgdo dos compostos.

Do mesmo modo, a banda cromatografica observadeeta@ente a
agua utilizada no preparo da amostra.

Uma alteracdo do modificador organico e consequmeariee da forca
da fase movel utilizada, foi também avaliada cosalastituicdo de acetonitrila por
metanol, o qual segundo SNYDER e KIRKLANBtornaria a fase mais fraca.

De acordo com os cromatogramas obtidos, nenhumesagdio foi
verificada, sendo a Unica banda cromatogréaficareada referente a agua do
preparo da amostra.

Assumindo possiveis problemas com o detector e damb
considerando que a néo deteccdo dos compostosigpaeercausada pela baixa

concentracdo utilizada para as amostras, uma swisstde perfil cromatografico
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conhecido, o antibiotico cefalosporinico cefacetdm boa absorbancia no UV foi
avaliado para comparagcéo em um estudo de conc@otrac

Foi verificado que o detector apresentava boa stagmara o cefacetril
e também foi verificado que a concentracao de it utilizada no estudo para
0s antibioticos aminoglicosideos era muito baixdepalo ser esta a razao para a
nado deteccdo dos compostos. No entanto, para asoglmbsideos avaliados
nenhuma alteracdo da resposta do detector foi \@dmser para diferentes
concentragdes analisadas (100, 1000 e 2000 pg/mL).

Para avaliar também a influéncia da albumina séboana na
retencdo dos antibioticos, a coluna extratora fdisstuida por uma coluna
analitica fenil Hypersil (15 x 0,46 cm d.i). Pastoi dois percentuais de acetonitrila
em solucéo de acetato de amonio foram avaliadgssdes de 100 uL de amostras
de 2 mg/mL foram realizadas. Os cromatogramas adfidram semelhantes para
os trés antibitdticos avaliados, e apenas uma deflexferente a agua no tempo
morto da coluna foi observada.

Considerando que a concentracdo utilizada para natises foi
suficiente para boa deteccéo por indice de refragfiee o detector ndo apresentava
problemas, foi assumido que fortes interacdes evdrantibidticos e as fases
estacionarias usadas estavam ocorrendo, de modmauerouve eluicdo dos
compostos com as fases moveis avaliadas. Portantgs fases moveis mais
fortes foram avaliadas para a coluna fenil-BSAT#bela 4.9apresenta as fases
moveis avaliadas.

Apesar da variacdo da forca da fase movel nenhuinadab
cromatografica foi observada, indicando mais uma wae alta retencdo dos

antibiéticos pela coluna.
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Tabela 4.9 — Fases moveis avaliadas para a extracdo dos aitisiot

aminoglicosideos da coluna RAM-BSA fenil.

Composicao % (v/v)
NH,Ac (0,01M, pH=6,5)/CHCN 90:10
NHJAc (0,01M, pH=6,5)/CHCN 85:15
NH4Ac (0,01M, pH=6,5)/CHOH 80:20
NH,Ac (0,01M, pH=6,5)/CHCN 2575
NH4Ac (0,01M, pH=6,5)/CHOH 20:80

Novamente o uso de agentes de pareamento i6nicoof@iderado
utilizando como fase mével uma solucdo de acidlodriacético (TFA) (0,01M). A
coluna Gg Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.) foi utilizada, de nwod tentar reproduzir as
condicdes utilizadas com sucesso por INCHAUSPE Hmbocadores® na
separacéo de uma série de antibidticos aminogtieosi

A Figura 4.33 mostra os cromatogramas obtidos para os 3
aminoglicosideos em estudo. Para a estreptomicimeoeicina, foi possivel
observar bandas cromatograficas diferentes do wimd®rpara a agua; ja para a
gentamicina varias bandas podem ser observadasamdd a separacao entre os
componentes da gentamicina.

Uma eficiente separacao para 0s constituintes daéaméina foi
obtida por CLAROT e colaboradoréscom a utilizacdo de uma fase mével de
TFA 48,5 mM e metanol (97:03) empregando o detedtoespalhamento de luz
(ELSD). Com base neste estudo, foram avaliadas aggesf moveis TFA
(48,5mM)/CHOH nas proporcoes 97:03 e 99:01.

Com excecdo da estreptomicina 0s outros dois atitbs
apresentaram bandas distintas do indice de refrag8ervado para a agua. A

Figura 4.34 mostra os cromatogramas obtidos para a gentamitasa duas
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propor¢coes da fase movel, onde é possivel obs@war com o aumento da
porcentagem do modificador organico a retencaadbbioticos diminuiu.

Uma vez que foi possivel a separacdo dos compandatantibiotico
gentamicina utilizando-se a colung@nalitica e TFA (48,5 mM, pH=1,5)/MEOH
(99:01) como fase moével, a mesma fase movel fdiadapara a coluna;gRAM-
BSA. Os cromatogramas obtidos foram semelhantea partrés antibidticos
avaliados, onde a banda cromatografica observaalarederente ao indice de
refracdo da agua, solvente de preparo da amostra.
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Figura 4.33 - Cromatogramas de analise dos antibioticos armouosjdeos (2
mg/mL) utilizando a coluna & Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.). Condicdes
cromatograficas: FM: TFA (0,1M, pH=1,2); Vazéo: 1niL/min; Volume de
injecdo: 5QuL, Deteccao: RID.
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Figura 4.34 - Cromatogramas de analise da gentamicina (1 mgtnilijando a
coluna Gg Hypersil (15 x 0.46 cm d.i.). Condi¢cdes cromatfiges: FM: A-TFA
(48,5 mM, pH=1,5)/MEOH (99:01B- TFA (48,5 mM, pH=1,5)/MEOH (97:03),

Vazéo: 1,0 mL/min; Volume de injec&o: A0, Deteccéo: RID.

A utilizac&do do indice de refracdo como detecton s antibidticos
em estudo ndo foi satisfatéria, uma vez que os atmgnamas obtidos ofereceram
duvidas com relacédo a existéncia ou ndo de bamdasatograficas, devido a sua
baixa sensibilidade para os analitos e alta ingdadie. O detector de espalhamento
de luz, ndo seletivo, universal como o indice deacéo, foi entdo utilizado para
dar continuidade as avaliacbes de retencdo dasi@mps aminoglicosideos nas
colunas RAM-BSA.

Um primeiro teste foi realizado repetindo as codes;experimentais
descritas por CLAROT* de modo a verificar se as condicbes otimizadaa par
detector estavam boas para a andlise dos antdsoti& Figura 4.35 mostra o

cromatograma obtido, onde € possivel identificar aderdo com o artigo a
gentamicina &, C,, C,e G.
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Figura 4.35 - Cromatograma de andlise da gentamicina (1 mg/miliyartdo a

coluna Gg Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.). Condi¢cdes cromatfiges: FM: TFA
(48,5 mM, pH=1,5)/MEOH (97:03), Vazao: 1,0 mL/miolume de injec&o: 50
uL Condicdes do detector de espalhamento de luzadd&/alo gas: 1,6 L/min;

Temperatura: 70°C

Confirmada a boa peformance do detector, as mesmadicOes
foram aplicadas utilizando a coluna RAM-BSAg(para os 3 antibiéticos em
estudo. Assim como 0s resultados anteriores, osnatogramas obtidos
apresentaram bandas cromatograficas eluindo naotemopto da coluna.

Varias proporgdes de fase mével foram novamentikades [abela
4.10),e de acordo com os resultados obtidos, as coRAdM-BSA apresentaram
uma alta retencao dos analitos de interesse caizagio de solucéo acetato de
amonio (0,01M, pH=6,5) independente da porcentagemrmodificador orgéanico
utilizado e uma baixa retencdo com a utilizacaddado trifluoacetico (TFA) 48,5
mM.
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Tabela 4.10 Fases moéveis avaliadas utilizando as colunas RAM-BS e fenil

para os antibioticos aminoglicosideos e detecca&psD.

Composicao % (v/v)

NH,Ac (0,01M, pH=6,5) 100
NHJAc (0,01M, pH=6,5)/TFA (48,5 mM) 99:01
NH,Ac (0,01M, pH=6,5)/TFA (48,5 mM) 97:03
NH,Ac (0,01M, pH=6,5)/CHOH/TFA (48,5 mM)| 95:04:01

TFA (48,5 mM)CHOH 99:01

TFA (48,5 mM)CHOH 97:03

Foi considerado entdo, o uso de duas fases mawessprimeira para
excluir com eficiéncia as macromoléculas e retarmmoglicosideos de interesse e
uma segunda fase movel para extrair-los da coluAM-BSA para posterior
analise.

Apesar dos bons resultados obtidos para a excludae
macromoléculas do leite pelas colunas RAM-BSA zdilido a solugcédo acetato de
amonio como fase moével, a fase movel NEICH;OH (97:03), que embora nao
tenha sido avaliada quanto ao poder de exclusagmdsinas, foi selecionada
como fase de exclusdo com base nos estudos redizgdr YU e
WESTERLUND”®.

Segundo o0s autores a presenca de pequenas questicim
modificador organico na fase movel auxiliou a esétu protéica, além de
proporcionar um aumento na recuperacao dos conypasttucdo da adsorcao de
lipideos e compostos enddgenos sob a superficisudorte e estreitamento da

banda cromatografica dos analitos de interesse.
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Deste modo, a fase movel hkt/ CH;OH (97:03) foi utilizada para a
exclusdo das macromoléculas do leite e diferentepopgbes de TFA foram
avaliadas como fases de extracao dos antibioticos.

As fase moveis testadas foram:

Linha A: NH,Ac (0,01M, pH=6,5)/ CHOH (97:03)

Linha B:

NHAc (0,01M, pH=6,5)/ CHOH /TFA (48,5mM) (95:03:02)

NH.Ac (0,01M, pH=6,5)/TFA (48,5mM) (96:04)

NHAc (0,01M, pH=6,5)/TFA (48,5mM) (97:03)

NH,Ac (0,01M, pH=6,5)/TFA (48,5mM) (90:10)

TFA (0,01 M)/ CHOH (97:03)

TFA (0,005 M)/ CHOH (95:05)

Foi também realizada a mudanca do modificador acgate metanol
para acetonitrila na fase de exclusdo e nenhunexagdio significativa foi
observada; todos os resultados apresentaram baralaatograficas eluindo no
tempo morto da coluna.

Devido a alta hidrofilicidade e polaridade dos #oalavaliados, o
tamanho da coluna BSA utilizada (5 cm) poderiarestmdo um fator limitante
para a eficiente retencdo dos antibioticos aminogideos avaliados. Deste modo,
uma coluna G — BSA de 10 cm de comprimento foi selecionada paa
continuidade ao estudo.

A concentracao de TFA foi alterada para 0,02M parantir eficiente
formacdo de par idnico na amostra e varias propsrci@ fase movel utilizando
TFA 0,02M, NHAc 0,01M, CHCN e CHOH foram avaliadas. Apesar das
variagcfes de forca da fase moével, os tempos degd@teobtidos para os trés
aminoglicosideos estudados foram menores que Soside analise.
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Uma vez que nenhuma fase movel avaliada foi adeqpada as
analises dos aminoglicosideos utilizando as colirzel-BSA e baseando-se no
estudo realizado por INCHAUSPE e colaboraddfesma avaliagéo do fator de
retencéo (k) para os antibioticos estudados utitinzaa coluna RAM-BSA ¢ para
diferentes concentracdes de TFA foi realizado.

Foram avaliadas as concentragdes 0,005, 0,01e(00BM de TFA, as
guais apresentaram um valor de pH entre 2,6 eql@,embora seja um fator
limitante nas analises, uma vez que a silica atlhzno preparo das colunas BSA
suportam uma faixa de pH entre 2 e 8, poderia aptas eficiente extracdo dos
antibidticos estudados. Uma comparacédo com a ca@nahtica Gg (Hypersil, 10
um, 120 A, 15 x 0,46 cm d.i.) foi também realizgpdaa verificar a influéncia da
albumina na retencéo dos antibioticos em diferecdasentracdes de TFA.

As solucbes padrbes foram preparadas em soluca&Al®,05M, na
concentracdo de 1,0 mg/mL para que ndo houvessemdagicom relacdo a
resposta do detector de espalhamento de luz dbliza

Os parametros do detector foram otimizados parasa &quosa de
100% de TFA, onde a temperatura do tubo foi de A1 5a vazédo de gas (ar
comprimido) 3,2 L/min, o ganho 1 e impactor off, s®do que uma eficiente
resposta fosse obtida.

Mudancas de retencéo foram poucos significantes ggamostras de
neomicina e estreptomicina quando a coluna RAM-B54foi avaliada usando
TFA como fase movel em diferentes concentracoesetanto, para as amostras de
gentamicina foi notado alteracdes de retencdo paseatracfes mais altas de
TFA. AsFiguras 4.36e 4.37 mostram os cromatogramas obtidos.
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Figura 4.36 — Cromatogramas de analise da Neomicina e Estreptmanid

mg/mL) utilizando a coluna &BSA (Hypersil 10x0,41 cm d.i). Condicdes
Cromatograficas: FM: TFA (0,005),01, 0,05 e 0,IM), Vazéo: 1,0 mL/min,

Volume de Injecdo: 15 uL. Condi¢des do ELSD: Terapern do Tubo: 115 °C,
Vazéao do Gas (ar comprimido): 3,2 L/min, Ganho:lfnpactor: off.
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Figura 4.37 —Cromatogramas de analise da Gentamicina (1 mg/milidamdo a
coluna GgBSA (Hypersil 10x0,41 cm d.i). Condicbes Cromaédgas: FM: TFA
(0,005, 0,01, 0,05 e 0,1M), Vazao: 1,0 mL/min, Volume de Inje¢édo: 15 uL.
Condicdes do ELSD: Temperatura do Tubo: 115 °C,avado Gas (ar

comprimido): 3,2 L/min, Ganho: 1 e Impactor: off.
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Pode-se observar, apesar do ruido da linha de basanicio de
separacdo dos componentes da gentamicina com acd@rda concentracdo de
TFA de 0,05 M para a 0,1 M. De acordo com essaraefa, € possivel inferir que
um aumento da concentracédo do agente pareanta lea@res tempos de retencao
e separacOes entre os componentes da gentamicina.

No entanto, concentracbes maiores resultardo emregalde pH
menores que 1,0 tornando inviavel sua aplicacaa, wea que o suporte de silica
utilizado para a coluna RAM-BSA néo suporta taienes de pH. Este pH também
poderia ser prejudicial a exclusdo das macromasgcdb leite, uma vez que de
acordo com um estudo ja realizado no grupo a eXclue proteinas do leite é
prejudicada em valores baixos de pH.

Para a coluna analitica;-0s resultados obtidos para os antibiéticos
neomicina e estreptomicina mostraram alteracéesgosignificativas nos fatores
de retencao de acordo com o aumento da concenula¢cdbA. Os cromatogramas
apresentaram bandas cromatograficas com tempastefeio menores que cinco
minutos de analise. No entanto, os resultados abtidara a gentamicina
confirmaram a seletividade do &cido trifluoracétioma vez que os fatores de
retencdo aumentaram de acordo com o aumento dartoagio do acido.

Foi possivel observar em todas as concentracOdmdas quatro
bandas cromatograficas referentes as gentamicipa£ G, € G. A separacao
entre elas aumentou, de acordo com o acréscimortzwtracdo de TFA. Deste
modo, com o intuito de obter condicbes cromatoga&fieficientes para o controle
de qualidade de medicamentos veterinarios, foi éamtealizado um estudo mais
detalhado envolvendo outros agentes de parean@mto i{tem 4.2).

De acordo com os resultados obtidos para o estadavdliacdo da
capacidade de retencdo dos antibiéticos aminogtieos pelas colunas RAM-
BSA, pode-se concluir que a utilizacdo destas edunproblematica uma vez que
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0 comportamento apresentado por estes antibiotiessas colunas é diferente e
imprevisivel. Isso péde ser percebido pelas arsatsalizadas, onde as varias fases
moveis com diferentes forcas e composicoes avaliagaesentaram retencdes
muito altas e outras vezes retencdes muito baizas)prometendo assim o
desenvolvimento de métodos para analise diretaslesimpostos.

Uma vez que a analise dos antibiéticos aminogliems utilizando as
colunas RAM-BSA néo apresentou resultados satisfatofoi também avaliada
uma coluna RAM RP  ADS (2,5 x 0,40 cm d.i.; 2fm, 60 A, Merck) para
verificar a influéncia do recobrimento da coluna NRAna retencéo destes

antibioéticos.

414 — AVALIACAO DA CAPACIDADE DE RETENCAO DOS
ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS UTILIZANDO A COLUNA D E FASE DE ACESSO
RESTRITO ADS E TFA COMO AGENTE DE PAREAMENTO IONICO COM DETECCAO
PORELSD

As fases chamadas ADS (Alkyl-Diol Silica) apresemtauma
superficie externa com caracteristicas hidrofilmastendo grupos diol e superficie
interna com caracteristicas hidrofobicas devidorésgnca de grupos alquilicos
(butil, octil ou octadecil) ligados a silica.

As condi¢cdes cromatograficas utilizando diferenteacentracdes de
TFA como fase movel, avaliadas para as colunas B&W; foram utilizadas para
a coluna ADS e os resultados obtidos foram semidhgrara os trés antibidticos
em estudo, onde foi observada uma intensa bandaatwgrafica com menos de

um minuto de analisé-{gura 4.38).
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Figura 4.38 — Cromatogramas de analise das amostras de estreptami
gentamicina e neomicina (1,0 mg/mL) utilizando &ra Gg-ADS (2,5 x 0,40 cm
d.i.; 25pm, 60 A). Condi¢Bes Cromatograficas: FM: TFA (0,@051 M), Vaz&o:
1,0 mL/min, Volume de Injecdo: 15 uL. Condi¢Oes EloSD: Temperatura do
Tubo: 103,4 °C, Vazao do Gas (ar comprimido): 3yhih, Ganho: 1 e Impactor:
off.

Foi feita entdo, variacdo na forca da fase movebdiao de metanol,
em diferentes proporcgoes:

- TFA (0,005M)/MeOH (97:03)

- TFA (0,01M)/MeOH (90:10)
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- TFA (0,05M)/MeOH (70:30)

- TFA (0,1M)/MeOH (85:15)

Embora uma consideravel alteracdo na for¢ca danf@sel tenha sido
realizada nenhuma outra banda cromatografica &emada.

Uma vez que os padrdes utilizados para as an&kisedescritos como
sais de sulfato dos respectivos antibioticos, uohac&o de sulfato de amonio foi
preparada e analisada para verificar se as banoastograficas observadas eram
referentes aos compostos de interesse ou ao donteadfato.

A Figura 4.39 mostra os resultados obtidos, onde pode-se \arific
que o sulfato resulta em uma intensa banda cromédicgy com menos de um
minuto de andlise. No entanto, a sobreposi¢cao Weatogramas das amostras e
do sulfato mostra que as bandas cromatograficaesamadas pelos antibidticos
sao mais largas e com a presenca de um “ombrotando co-eluicdo com o
sulfato.

Deste modo, assim como para as colunas recobaemasatbumina
sérica bovina, a coluna ;£ ADS apresentou baixa retencdo para 0s trés
aminoglicosideos avaliados, tornando inviavel ézaido da mesma para essas
analises.

Uma vez que nenhuma das condicbes cromatograficdsmdas foi
eficiente, para a retencdo adequada dos antils&iconoglicosideos (gentamicina,
neomicina e estreptomicina) ndo foi possivel o madgimento de um método

direto de analise utilizando as colunas de fasacdeso restrito &— BSA e — ADS
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Figura 4.39 —Cromatogramas de analise das amostras de neongeintamicina,
estreptomicina e do sulfato de amoénio (1,0 mg/ntillzando a coluna ¢-ADS
(2,5 x 0,40 cm d.i.; 25m, 60 A). Condigdes Cromatograficas: FM: TFA (0,1M)
Vazéo: 1,0 mL/min, Volume de Injecao: 15 uL. Codis do ELSD: Temperatura
do Tubo: 103,4 °C, Vazdo do Gas (ar comprimido)l B/min, Ganho: 1 e

Impactor: off.

4.2 — AVALIACAO DO FATOR DE RETENCAO (K) PARA OS
ANTIBIOTICOS  AMINOGLICOSIDEOS  UTILIZANDO  CROMATOGRA FIA  DE

PAREAMENTO IONICO E DETECCAO POR ELSD

As cromatografias de par idnico e no modo reverssseem varias
propriedades em comum, as fases estacionarias esrgdo as mesmas diferindo
principalmente na adicdo do contra-ion na fase mpae a cromatografia de
pareamento idnico.

Neste tipo de cromatografia, o pH da fase mévgustado de modo
gue os compostos de interesse estejam na sua fomzada sendo a retencao
controlada pela adicdo de um contra-ion de cargstapna fase movel. Deste
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modo, a retencdo nesta cromatografia € dependemteodcentracdo e da
hidrofobicidade (cadeia alquilica) dos agentesategmento idnico, uma vez que 0
agente pareante se encontra em um equilibrio docéemtre a fase mével e a fase
estacionaria hidrofébica da colur&.

Apesar dos mecanismos de retencao para cromatbgepareamento
idnico ndo serem completamente compreendidos, tdosias sdo proposta¥: **

152 formacéo do par iénico e troca ibnica dinamica.

No primeiro modelo, o analito e o contra-ion formarpar iGnico na
fase mével e a separacao ocorre pela distribuiggmad entre as fases estacionaria
e movel Figura 4.40A). A retencdo pode ser controlada variando a cdraggio
do modificador organico na fase mével, como no nmederso classico.

O segundo modelo assume que a porcdo hidrofobiceodtra-ion
adsorve na fase estacionaria e o par idnico é peitauma interacdo dinamica do
soluto com a monocamada do contra-ion adsonkagufa 4.40B). Os solventes
da fase movel podem ser usados para impedir agé@erdo contra-ion com a fase
estacionaria, alterando deste modo a capacidadeldaa em adsorver o contra-
fon.

Ambos 0s mecanismos de retencdo propostos saov@ssE a
expressdo matematica para a relagéo fator de &tdne concentracdo do contra-
ion € a mesma nos dois modelos.

O mecanismo de retencdo dos analitos pode sernoaniente
alternado de modo reverso a troca ionica (par @rde acordo com a quantidade
de contra-ion adsorvido na fase estacionaria; e étafetado variando a
concentracdo do contra-fon na fase mével.

Para ambos modelos de mecanismo de retencédo, ontaurda
concentracdo do agente de pareamento i6nico lewa aumento do k (fator de
retencao).
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Do mesmo modo, a adsor¢céao dos agentes de pareadw@ntona fase
estacionaria aumenta até um valor onde ocorre arasaénto da coluna
cromatografica de modo que a adsorcéo tende aumniesmo com o aumento da
concentracdo do contra-ion. Uma vez que o mecan&molvido € o de troca
iObnica, o0 aumento da concentracdo do agente derpardo conseqientemente
leva a um aumento na concentracdo do respectivbaemm no meio, o qual
compete com a formacdo do par idnico na superflaiecoluna cromatografica
influenciando o mecanismo de retencag:*® **°

A PE— <>

A+
SiO-Ct SiO-C* SiO-C* SiO- At
[ ] [ ]
Fase Estacionaria Fase Estacionaria
+ A* X Ct
X A C+
X-
A* X
B _ >
CES
SiO-Ct SiOo-C* SiO-C* SiO" A*
[ ] I ]
Fase Estacionaria Fase Estacionaria

Figura 4.40 —InteragGes entre o soluto cationicd & a fase estacionaria de silica
de acordo com os mecanismos: (A) formacdo do pacadna fase movel e (B)

troca i6nica dindmica na fase estacionaria, naepges do aditivo )C™ na fase
movel.
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De acordo com a natureza do agente de pareamemnioo,id
concentragcdes diferentes resultam em um mesmoakymardeterminado analito;
uma vez que agentes hidrofébicos saturam a fasei@séria, em cromatografia de
fase reversa, em uma concentracdo menor do qugeosea mais hidrofilicos?
Deste modo, a concentracédo do agente de pareandemto € de fundamental
importancia para uma eficiente separacéo cromdtogra

A cromatografia de pareamento ibnico € o metodanatografico
mais utilizado na analise de aminoglicosideos, die\ds caracteristicas polar,
ibnica e basica apresentada por estes compostaan®a-ions mais utilizados séo
carregados negativamente como, por exemplo, penthegano e heptano
sulfonatos. Entretanto, alquilsulfonatos ndo podsmusados em aplicacdes de
LC-MS devido as suas caracteristicas ndo-volateteeqpdo ser substituidos por
acidos carboxilicos perfluorados volatéfs os quais tém sido utilizados com
sucesso nas analises de cromatografia preparitiva.

As aplicabilidades dos diferentes contra-ions perfldos, para a
analise de aminoglicosideos, tém sido comparadasnecanismo de separacao
também tem sido investigado. INCHAUSPE e SAMAM analisaram os
antibidticos aminoglicosideos usando como eluengesagentes de pareamento
ibnico, acido pentafluorpropionico (PFPA), acidopta#luorbutirico (HFBA) e
TFA. Apesar das pequenas cadeias carbonicas, dsdeFPA e HFBA podem ser
utilizados com eficiéncia como contra-ions para apgibioticos neomicina e
estreptomicina; entretanto, para a gentamicinaofiiida uma baixa separacdo
cromatografica. O TFA, por outro lado, mostrou-speeialmente seletivo para a
gentamicina, com adequada resolucdo cromatogréfitee os constituintes da
gentamicina.®® **®
A habilidade do TFA, para a retencédo seletiva daageicina, pode

ser explicada pela pequena distancia do grupo (metiposicaax em relacdo ao
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grupo amina) com a fase estacionaria, o que pernitgeracdo simultanea do
grupo amino com o contra-ion, e do grupo metil @fase hidrofébica da coluna
(Figura 4.47).

0
O
NH, NH
O O
CH ,cd
/ +
VRN NH; \c
\\\\ CH3 \\\\ |_|3
CcCoO \ /COO
Contra-fon TFA| V' Interacao Hidrofébica FC
M\/\ 28X Nenhuma interag8o
] Ck,
Fase Estacionaria Contra-ion HFBA/
YAV AVAVAVAN
Fase Estacionaria

Figura 4.41 — Mecanismo de retencdo para a gentamicina usandibosaci

fluorinados como agente de pareamento iénico.

Baseado nos resultados obtidos com a avaliacdcapacidade de
retencéo dos antibioticos amionoglicosideos utilitraas colunas RAM-BSA, foi
realizado um estudo do fator de retencdo destespasios utilizando
concentragdes diferentes de trés agentes de pareapefluorados (TFA, PFPA e
HFBA) e duas colunas analiticas§@& fenil Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.)). O
conhecimento do comportamento cromatografico dest&snpostos na
cromatografia de pareamento i6nico € essencial pa@senvolvimento de novos
métodos de analise.
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4.2.1— AVALIACAO DO FATOR DE RETENCAO PARA OS ANTIBIOTICOS
AMINOGLICOSIDEOS UTILIZANDO O AGENTE DE PAREAMENTO IONICO TFA NAS

COLUNAS C;5E FENIL

Para o estudo do fator de retencdo utilizando cagente de
pareamento i6nico o acido TFA, foram avaliadas @sentracdes 0,005; 0,01,
0,05 e 0,1 M. As solucbes padroes foram preparahasTFA 0,05M na
concentragao de 1,0 mg/mL.

Os parametros do detector foram otimizados parasa &quosa de
100% de TFA, onde a temperatura do tubo foi de A1 5a vazédo de gas (ar
comprimido) 3,2 L/min, o ganho 1 e impactor off, s®do que uma eficiente
resposta fosse obtida.

De acordo com os resultados obtidos, os antib®ticeomicina e
estreptomicina apresentaram fatores de retencacodaitilizando a coluna
analitica Gg, mostrando a baixa afinidade dos pares ioniconddps pela fase
estacionaria. Nenhuma alteracao significativa atarés de retencao foi verificada
para ambos compostos com o aumento da concentidacaoido. AFigura 4.42
apresenta os resultados obtidos.

Os resultados obtidos para a gentamicina confirnmaraseletividade
do &cido trifluoracético, uma vez que os fatoresetlencdo aumentaram de acordo
com o aumento da concentracao do acido.

Aqui também foi possivel observar, em todas as aunacoes
avaliadas, as quatro bandas cromatograficas réeésras gentamicinas, G, Cya
e G e a seletividade entre elas foi aumentada de @coodh 0 acréscimo na
concentracao de TFA. Kigura 4.43 mostra o aumento do k de acordo com as
concentracOes avaliadas para as quatro gentamicbszsvadas e Bigura 4.44
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apresenta os cromatogramas obtidos, onde podessvab separacdo entre as

gentamicinas a partir da concentragao 0,05M.
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30| ® Estreptomicina
2.5 "
L] | ]
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Figura 4.42 - Influéncia da concentracdo de TFA no fator de &Een(k) dos

antibidticos neomicina e estreptomicina.
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Figura 4.43 — Influéncia da concentracdo de TFA no fator de gen(k) do

antibiotico gentamicina.
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Figura 4.44 —Cromatogramas de analise da Gentamicina (1 mgtimlidando a
coluna Gg (Hypersil 15x0,41 cm d.i). Condigcbes Cromatograic&M: TFA
(0,005,0,01, 0,05 0,08 e 0,1M), Vazao: 1,0 mL/min, Volume de Inje¢ao: 15 uL.
Condicdbes do ELSD: Temperatura do Tubo: 115 °C,avado Gas (ar

comprimido): 3,2 L/min, Ganho: 1 e Impactor: off.
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Excelente resolucéo foi obtida entre todas as lsandanatograficas
de gentamicina, quando TFA foi usado na concerarded,05 M Figura 4.45).
Deste modo, essa concentragcdo pode ser utilizadadquda otimizacéo de
condi¢cOes de separacdo em menor tempo de analise.

Para verificar a influéncia da fase estacionaria re@ncdo dos
compostos analisados, a coluna fenil foi entdoiadalnas mesmas condicbes da
coluna Gg. Em cromatografia no modo reverso, as interacdedopminantes na
coluna fenil, assim como na§ sdo interacdes hidrofébicas. No entanto,
interagdes do tipaeTy, predominantes nesta coluna no modo normal deaalyi

podem também ocorrer.
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Figura 4.45 —Cromatograma de analise da Gentamicina (1 mg/milizardo a
coluna Gg (Hypersil 15x0,41 cm d.i). Condigcbes Cromatograic&M: TFA
0,05M, Vazéo: 1,0 mL/min, Volume de Injecdo: 15 Wondi¢cdes do ELSD:
Temperatura do Tubo: 115 °C, Vazao do Gas (ar dongw): 3,2 L/min, Ganho: 1

e Impactor: off.

De acordo com os resultados obtidos, uma diminung&ofatores de
retencéo para os trés antibiéticos aminoglicosi@sasiados foi verificado com o
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aumento da concentracdo de 0,005M para 0,01M de. TA&-Apartir desta
concentracao, nenhuma alteracao significante riosefade retencéo foi verificada
assim como nenhuma resolugéo para as gentamioinalsservado. Acigura 4.46
mostra 0s cromatogramas obtidos para os trés @tintids nas concentracdes 0,005
e 0,01M.

Esses resultados mostram que somente um dos nTaOarEsopPOostos
para a cromatografia de par ibnico deve estar eada, ou seja, a formacéo do par
iGnico na fase moével, e ndo troca i6nica dinamiela @dsor¢do do contra-ion na
fase estacionaria, uma vez que neste Ultimo casoaumento no tempo de
retencao seria esperado.

A comparacéo entre as colunas fenil,ggara as concentragcoes 0,005
e 0,01M Figura 4.47) mostra a grande diferenca obtida para a conggra
0,005M e a semelhanca entre as bandas cromata@grafac concentracdo 0,01M,
indicando que o0 mecanismo de retencéo € diferemtegs duas colunas.

Na coluna Gg provavelmente o mecanismo € o0 da troca ibnica
dindmica pela adsorcdo do contra-ion na fase estata, onde o0 aumento da
concentracdo do agente de pareamento idnico leuaa maior adsor¢édo do
mesmo na fase estacionaria aumentando o numerbasedssponiveis para a troca
iOnica favorecendo assim a retencdo dos compos@gados. Ja para a coluna
fenil, 0 mecanismo predominante € o da formac&oada@dnico na fase movel onde
a retencdo dos compostos se da por hidrofobiaahdjminui com o aumento da

concentracao do acido.
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Figura 4.46 —Cromatogramas de analise das amostras de gentaymeomicina e
estreptomicina (1 mg/mL) utilizando a coluna Fdhi/persil 15x0,41 cm d.i).
Condi¢cdes Cromatograficas: FM: TFA,005 0,01 M), Vazédo: 1,0 mL/min,
Volume de Injecdo: 15 uL. Condi¢Ges do ELSD: Terapen do Tubo: 115 °C,

Vazao do Gas (ar comprimido): 3,2 L/min, Ganho:lihpactor: off.
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Figura 4.47 — Cromatogramas das amostras de neomicina, gentamiein
estreptomicina utilizando as Colunas Fenil g CEypersil 15x0,41 cm d.i).
Condi¢cdes Cromatograficas: FM: TFA (0,005, 0,81, Vazdo: 1,0 mL/min,
Volume de Injecdo: 15 uL. Condi¢cdes do ELSD: Terapea do Tubo: 115 °C ,
Vazéao do Gas (ar comprimido): 3,2 L/min, Ganho:ltnpactor: off.
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4.2.2 -AVALIACAO DO FATOR DE RETENCAO PARA OS ANTIBIOTICOS
AMINOGLICOSIDEOS UTILIZANDO O AGENTE DE PAREAMENTO I0ONICO HFBA NAS

COLUNAS Ci5E FENIL

O acido HFBA foi avaliado nas mesmas concentradde3FA, no
entanto nenhuma banda cromatografica foi obsenvaticando a nao eluicdo dos
antibioticos. Deste modo, para aumentar a forcafadea movel, foi utilizado
metanol como modificador orgéanico na proporcao ;@HHFBA (60:40)
mantendo as concentra¢cdes do acido anteriormealadas.

As condi¢cOes do detector de espalhamento de l@mferovamente
otimizadas de acordo com a porcentagem dgOEHadicionada na fase moével para
eficiente nebulizacdo, evaporacdo e deteccado daibiGticos avaliados. As
condi¢cbes otimizadas foram mais brandas, uma vezagporcentagem de fase
aquosa na fase movel é menor facilitando o proogsseebulizacdo e evaporacao.
A temperatura do tubo foi 94,3 °C, a vazao do gas@mprimido) 2,5 L/min, o
ganho 1 e o impactor: off.

Os resultados obtidos utilizando a concentracadd,085M foram
descartados para evitar erros nos calculos dosefatle retencdo, uma vez que 0s
cromatogramas obtidos apresentaram duvidas cogémefobservacao das bandas
cromatograficas. Para as outras concentracoe®$siyel a observacao de bandas
cromatograficas intensas para os trés aminoglieosidvaliados e uma separacao
parcial dos componentes da gentamicina foi obtida.

Pouca alteracdo nos fatores de retencao foi oltker¢em o aumento da
concentracao do acido e um leve decréscimo a jpariioncentracédo 0,05 M pode
ser observado n&igura 4.48 Este decréscimo pode ser justificado pela alta
concentracdo do acido utilizada levando a uma agdiorda superficie da coluna
cromatografica diminuindo sua eficiéncia, além aeaupossivel competicdo do
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contra-ion do agente de pareamento pela formacgmmd@nico na superficie da
coluna cromatogréfica influenciando o mecanismoretencdo. AFigura 4.49

mostra 0os cromatogramas obtidos.
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Figura 4.48 —Influéncia da concentracédo de HFBA no fator dergfio (k) dos

antibioticos neomicina, gentamicina e estreptonaicin
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Figura 4.49 — Cromatogramas das amostras de neomicina, gentamiein
estreptomicina, utilizando a colunagGHypersil 15x0,41 cm d.i). Condicdes
Cromatograficas: FM: MEOH/HFBA (0,00,05 0,08e0,1M) (60:40), Vazao: 1,0

mL/min, Volume de Injecdo: 15 uL. Condi¢bes do ELSBmperatura do Tubo:

94,3 °C, Vazéao do Gas (ar comprimido): 2,5 L/mianfo: 1 e Impactor: off.

As mesmas condi¢cdes de andlise foram também apéicpdra a
coluna fenil, e os resultados obtidos foram senmdsa Nenhuma diferenca

significante no tempo de retencéo foi observada c@umento das concentragoes

(Figura 4.50). Para a gentamicina, diferentemente do observada p TFA,

nenhuma separacao parcial foi obida.
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Assim como o TFA, o HFBA apresentou 0s mesmos mecas de
formacdo do par i6nico nas duas colunas cromaiogeaf o mecanismo de
formacao do par i6nico na fase mével e retencadigoofobia para a coluna fenil
e, 0 mecanismo de formacao do par idnico na faseiesaria com retencao por

troca iGnica para a coluna{

] Estreptomicina 1600 — .-
1400 A ﬁ P HFBA ] Neomicina
] ——0,01M 14004 HFBA
1200 — 005M ] oo1m
] ——0,08M 1200+ 0,05M
1000 0.1M J oo
1 1000 | 01M
800 J I
> 1 800
> ]
£ 600 £
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400 400_'
200 n 200 J !
0 0 P —
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 0 2 4 6 8 10
Tempo (min) Tempo (min)
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1400 HFBA
] —0,01M
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1000 —0,1M
800 |
> 4
€ 5004
400
200 ] &
0 ] \-,L ‘J A A
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 4.50 — Cromatogramas das amostras de neomicina, gentamiein
estreptomicina utilizando a coluna Fenil (Hypeisix0,41 cm d.i). Condicdes
Cromatograficas: FM: MEOH/HFBA (0,00,05 0,08e0,1M) (60:40), Vazao: 1,0
mL/min, Volume de Injecdo: 15 uL. Condi¢bes do ELS®Bmperatura do Tubo:
94,3 °C, Vazéao do Gas (ar comprimido): 2,5 L/miano: 1 e Impactor: off.
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4.2.3- AVALIACAO DO FATOR DE RETENCAO PARA OS ANTIBIOTICOS
AMINOGLICOSIDEOS UTILIZANDO O AGENTE DE PAREAMENTO I0NICO PFPA NAS

COLUNAS Ci5E FENIL

O acido PFPA foi também avaliado como agente deapaento
iGnico. As concentracdes avaliadas foram 0,01;5),005; 0,075 e 0,1M.

Assim como no uso de HFBA, os antibioticos avakadéo eluiram
com uma fase movel de 100% de PFPA em todas a®rmacies estudadas.
Deste modo, para tornar a fase movel mais forteufiizada a mistura 50:50
CHs;OH/PFPA nas concentra¢cfes do acido avaliadas.

As condic¢Oes do detector de espalhamento de lamfotimizadas de
acordo com a porcentagem de metanol na fase mavalgiiciente nebulizacéo,
evaporacdo e deteccdo dos antibioticos avaliadosendperatura do tubo foi
otimizada em 87,5 °C, a vazao do gas (ar comprinfigh L/min, o ganho 1 e o
impactor: off.

Para o antibidtico estreptomicina, na colung © fator de retencao
diminuiu com o aumento da concentracdo do acidoa Ra gentamicina e
neomicina essa diminuicdo também foi observadaaaténcentracdo 0,05M e a
partir desta um leve aumento pode ser verificadgjna como uma separacao
parcial dos componentes da gentamicina.

Na retencdo por cromatografia de pareamento iémiconcentracao
do agente de pareamento idnico pode levar a musl@®;enecanismo de retencao
de modo reverso para troca-idnica. Considerandea@msmo de troca-idnica dois
fatores sdo importantes: 1) a saturacdo da fasei@saria - que depende da
relacdo de concentracdo do agente de pareamentm ida fase movel pela
concentracao na fase estacionaria e 2) a competité® 0 contra-ion do agente de
pareamento idnico e o analito, pelo agente pareas@rvido na fase estacionaria.
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Fazendo estas consideracbes, pode-se inferir gdiniauicdo na
retencdo da estreptomicina com 0 aumento da coacéot do agente de
pareamento ibnico pode ter ocorrido pelo mecanisi@otroca ibnica com a
competicao do contra-ion do agente pareante.

Para a neomicina e gentamicina o alto fator dencéte observado
indica que o mecanismo Iinicial € de retencdo noameserso; e o decréscimo
observado até a concentracdo 0,05M pode ser eaplidavido a uma transicao
entre 0s mecanismos de modo reverso e troca-ionoit& vez que apds este
decréscimo nenhuma alteracdo significante no vdrfator de retencdo foi
observada.

Dentre os trés compostos avaliados, a formaca@admpico foi mais
eficiente para a neomicina, a qual apresentou nvaior de fator de retencao (k)
em todas as concentra¢cOes avaliadas do PFPA uaddsenmovel.

A Figura 4.51 mostra a relacdo encontrada entre a concentragao do
agente de pareamento idnico PFPA e o fator deg&tetios compostos e~ggura
4.52mostra os cromatogramas obtidos para este estudo.

A coluna fenil apresenta uma fase estacionaria wamor polaridade
do que a coluna {g assim, uma saturacéo desta fase com uma menmentmacao
do agente de pareamento iGnico pode ocorrer. 3@ ger observado de acordo
com os resultados obtidos onde as retencdes formnes do que as obtidas para
a coluna Gs.

Foi verificada uma diminuicéo dos fatores de raiergos antibioticos
aminoglicosideos com o aumento da concentraca@ido 8FPA; pode-se inferir
gue o mecanismo predominante neste caso é o @eidrtica com uma competicao
do contra-ion do agente de pareamento com o0s @itds aminoglicosideos
devido a alta concentracdo de PFPA no meio.Figura 4.53 mostra o0s
cromatogramas obtidos.
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Figura 4.51 —Influéncia da concentracdo de PFPA no fator dengéto (k) dos

antibioticos estreptomicina, gentamicina e neoraicin
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Figura 4.52 — Cromatogramas das amostras de neomicina, gentamiei

estreptomicina, utilizando a colunagGHypersil 15 x 0,46 cm d.i.). Condicbes

Cromatograficas: FM: MEOH/PFPA (0,01 e 0,1M) (1:Vgzéo: 1,0 mL/min;
Volume de injecdo 15 pL. Condi¢cdes do ELSD: Tempesado Tubo: 87,5 °C,
Vazéo do gas (ar comprimido): 2,6 L/min, Ganho:lthpactro: off.

128




Resultados e Discussdo

350

897 Estreptomicina 1 Gentamicina
PFPA 300 PFPA
1 —0,01M
60 —0,01M 250 - 0.1M

—0,1M J
200

404
z Z 150
100
204
I B
04 0 A
T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (min) Tempo (min)
801 Neomicina
PFPA
60 —0,01M
—0,1M
S 40

20
o_w

Tempo (min)

Figura 4.53 - Cromatogramas das amostras de neomicina, gentamiein
estreptomicina utilizando a coluna Fenil (Hypefidl x 0,46 cm d.i.). Condi¢des
Cromatograficas: FM: MEOH/PFPA (0,01 e 0,1M) (1:Vgzéo: 1,0 mL/min;

Volume de injecdo 15 pL. Condi¢cdes do ELSD: Tempesado Tubo: 87,5 °C,
Vazéo do gas (ar comprimido): 2,6 L/min, Ganho:lthpactro: off.

De acordo com esse estudo, foi possivel verificabmportamento
cromatografico dos antibidticos aminoglicosideostgeicina, estreptomicina e
neomicina em cromatografia de pareamento ionidizartido os acidos TFA, PFPA
e HTBA nas colunas e fenil.

Este estudo é de fundamental importancia para endeliimento de

métodos de analise direta dos mesmos, uma vez guei@ia dos métodos
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descritos faz uso de derivacdo poés-coluna paracghepor ultravioleta e/ou
fluorescéncia™*

Baseado neste estudo, condicdes cromatograficasa par
desenvolvimento de métodos de andlise de contrae qdalidade para
medicamentos veterinarios contendo estes antibgticforam também

investigados.

4.3 — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

PARA O CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS VETERI NARIOS

Os antibioticos aminoglicosideos sao amplamentézadbos na
medicina veterinaria no tratamento de mastites ttasudoencas relacionadas,
apresentam alta toxicidade, de modo que deve akrado um controle adequado
destes compostos como ativos em medicamentos.

Uma vez que os aminoglicosideos ndo apresentargaupmaoforos,

a maioria dos métodos analiticos utilizados faz desalerivacdo da amostra com
deteccéo por fluorescéncia’ Entretanto, técnicas de derivacdo apresentamsvaria
desvantagens, influenciadas por parametros expadise como reacdo de
derivacdo incompleta, interferéncia dos reageritasgyjo tempo de preparo da
amostra, entre outros.

Uma alternativa aos métodos de derivacéo € a @etediceta dos
aminoglicosideos utilizando detectores universama espectrometria de massas
(EM), indice de refracéo (IR) e o detector de dsgraknto de luz (ELSD).

Dentre esses detectores o ELSD tem se destacado wonaetector
simples, sensivel e eficiente para este tipo désanéo contrario do IR, ndo € um
detector sensivel a alteracbes de temperatura godEmbém ser usado em

eluicbes gradiente sem mudancas significativasnia Ide base. Com relagcéo ao
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EM, o ELSD, embora menos sensivel, destaca-seepamsa técnica mais simples
e relativamente barata.

Levando em consideracdo os resultados obtidos stodas descritos
no item 4.2 e a necessidade de métodos de analise simplesst®sdiforam
selecionados a coluna analiticg€o acido TFA na concentracdo de 0,05M para o
desenvolvimento de métodos analiticos de contrelqudlidade de medicamentos

veterinarios com detecgéo por ELSD.

4.3.1. - QUANTIFICACAO DO ANTIBIOTICO ESTREPTOMICINA EM

MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A estreptomicina Kigura 4.54 ¢é um importante antibidtico
pertencente ao grupo dos aminoglicosideos. E pralymelo fungostreptomyces
griseuse é particularmente ativo contra bactérias aeaghicam-negativa$™

Este antibi6tico é bastante utilizado na apiculfdtpara proteger as
abelhas contra uma série de doencas e especialncente medicamento

veterinario no tratamento da mastite e outras doerejacionadas.

H,N
>=NH
HN
o OH
HO HO NH
_-0 OH >: NH
HaC H2N
OH
o)
HO
o)
HO NH
\
HO CHs

Figura 4.54 —Estrutura quimica da estreptomicina.
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4.3.1.1- DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO

Embora, de acordo com o estudo realizado, boaseéste tenha sido
obtida com a utilizacdo da fase movel 100% TFA B,@bigura 4.55A), visando
proporcionar uma protecdo para a coluna utilizagmbguenas porcentagens de
metanol foram adicionadas na fase movel. As coedgig@valiadas foram: TFA
(0,05M)/MeOH (99:01 v/v) e (97:03 viv).

De acordo com os cromatogramas obtidos pode-séicaergue a
presenca do metanol leva a bandas cromatografiaaésfmas e, como esperado,
com menores tempos de retencéo.

Dentre as fases moéveis avaliadas, a que faz us&odde metanol foi
selecionada por apresentar um cromatograma comotel@mpnalise adequado e
melhor simetria de banda.Agura 4.55Bmostra o cromatograma com a condicéo
selecionada para analise.

140 1 -
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1 A Estreptomicina 180 B

120 4 160 -

| 140 Sulfato
100

80 4 Sulfato

mvV

60+

mV
@
)

1

40 |
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o4+4——JI o4—-

T T T T T T T T T T =20 T T

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4.55 —Cromatogramas de analise de uma amostra de estiejta (500
ug/mL) utilizando a coluna { (Hypersil 15 x 0,41 cm d.i.) (120 A, 1,0m).
Condicdes cromatograficas: FM) TFA 0,05M eB) TFA (0,05M)/MeOH (99:01

v/v); Vazéo: 1,0 mL/min; Volume de injecao 15 L.
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Com as condicdes cromatograficas estabelecidas, éodm
desenvolvido foi validado. As figuras de mérito leadas foram linearidade,
precisao, inter e intradia, exatidao e limites dangificacao e deteccao.

As analises foram realizadas utilizando-se a c@oediogomatografica e
parametros do detector descritos Tebela 4.11,e aFigura 4.56 apresenta o

cromatograma obtido durante a validagcao do meétodo.

Tabela 4.11: Valores otimizados do método LC-ELSD para a aeali®

antibiotico estreptomicina.

Coluna C.s Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.) (120 A, 106n)
Fase Movel TFA (0,05M)/ CHOH (99:01 v/iv)
Vazéo 1,0 mL/min
Tempo de Analise 5 minutos
Temperatura do Tubo 115°C
Vazéao do Gas (ar comprimido) 3,2 L/min
Ganho 1
Impactor off

De acordo com os principios de funcionamento eostapde detector,
para facilitar sua utilizacdo para a quantificacas, curvas de calibracdo séo
geralmente plotadas em uma escala logaritmicataesial em uma resposta linear.

Deste modo, utilizando as condi¢Oes descrifabéla 4.1) e levando
em consideracdo a pureza do padrao secundaridiceeld utilizado (75,1% de
estreptomicina), a curva de calibracdo para apstrecina Figura 4. 57) foi
obtida em funcdo das areas das bandas cromategraitativas as seguintes
concentracdes de estreptomicina: 0,10; 0,20; FH; 0,60; 0,75; 0,90 e 1,0
mg/mL de acordo com a curva de calibracdo logasérug A = blog Ggm. + 109
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a. As amostras foram preparadas, em triplicata, ¢/ D,05M, para cada
concentracao, injetadas (ll5 e a curva mostrou-se linear na faixa de
concentracao utilizada. O desvio padrdo da regrebséaar foi de 0,001 para

ambos os coeficientes de correlacdo linear e andalaurva.
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300+
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-50 . , . , . , . , . |
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Figura 4.56 — Cromatograma tipico obtido da andlise da estregiomina
concentracao de 0,35 mg/mL durante a validacaoatodu.

A preciséo expressa pelo coeficiente de variacd4d)das triplicatas
foi inferior a 2% e a exatiddo apresentou um desweanor que 5% do valor
nominal de concentracdo em todas as concentragdasvh incluindo para o LQ.

A precisao e exatidao, intra e interdias do metddiodeterminada
analisando-se as quintuplicatas dos trés contd#egualidade (0,12; 0,40 e 0,80
mg/mL), em um mesmo dia e em dias n&o consecutivgsecisao foi expressa
pelo coeficiente de variagdo (CV%) e a exatiddo donliada através da
interpolacéo dos resultados na curva de calibraggressa como percentagem de
desvio entre as quantidades adicionadas e as fiteods nas trés concentracdes
examinadas. Os resultados estao mostraddsioaa 4.12
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Figura 4.57 —Curva de Calibracdo obtida para a estreptomicina.

A precisdo apresentou para as quintuplicatas dassteam, CV de
0,380 a 1,86%, e a exatiddo apresentou valoregl@ad105% da concentracéo
nominal. Todos os valores estdo de acordo comit@sias de aceitacdo do método
com variabilidades menores ou iguais a 2 e 5%entsamente™>’

A exatiddo do método foi também avaliada pela aeatie duas
amostras de concentracdes desconhecidas ao aeatistanado de teste cego. Os

resultados estédo apresentado3 alaela 4.13

Tabela 4.12 Exatiddo (%) e precisao (%) intradia e interdiaaparanalise da

estreptomicina.

Concentracdd  1° dia (=5) 2° dia (=5) 3°diaf=5) 3dias (média)
(mg/mL) (n=15)
Exatiddo CV Exatiddoc CV Exatidac CV Exatidac CV
(%) %) (%) () ®) %) (%) (%)

0.12 101 1.05 955 176 946 0.38M6.9 1.06
0.40 105 1.75 102 190 971 186 101 184
0.80 98.4 1.65 98.7 0.87097.1 0.940 98.1 1.15

% Concentracéo tedrica
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Tabela 4.13 Preciséo e exatidao obtidas para a estreptomicitaste cego (n=3).

Concentracdo CV Exatidao
adicionada (%) (%)

(mg/mL)
Amostra 1 0,195 1,02 98,1
Amostra 2 0,650 2,00 96,2

O critério de aceitagdo para o limite de quantf@a foi que a
precisdo e a exatidao das triplicatas n&o ultragass o valor de 2 e 5% de
variabilidade respectivament®, enquanto que o limite de deteccéo foi calculado
obtendo-se um sinal trés vezes maior que o ruiddetiector. Os valores obtidos
foram de 0,0175 mg/mL e de 0,0091 mg/mL para o#dsnde quantificacéo e

deteccao, respectivamente.

4.3.1.2— APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA ANALISE DE

ESTREPTOMICINA

O método foi aplicado e dois diferentes medicanseneterinarios
(Estreptomakl - Ouro Fino e estreptomicina — Fort Dodge) foramaliados em
triplicata. Para a andlise, o conteido de doiscdsdoi pesado e misturado e
considerando o valor do rétulo, trés amostras em oni@sma concentracao foram
preparadas para analise.

A preciséo e exatidao obtidas n&do ultrapassaravaloses de 2 e 5%
aceitos. Os resultados encontrados estao descaiicabela 4.14

Os valores encontrados para os medicamentos aladi$a,5 g para a
amostra 1 e 5,3 g para a amostra 2) estavam emroodade com os rotulos (5,0 g

de estreptomicina).
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E importante destacar que a seletividade para rapgsiicina no
produto acabado nao foi avaliada. Esta avaliac8erm ser realizada pela analise
de um placebo, fornecido pelas empresas vetermaiaentdo pela construcéo de
uma curva de calibracédo utilizando o método dedadide padrdo. No entanto,

nenhum desses procedimentos foi realizado.

Tabela 4.14 Exatidao, precisao e concentracdo experimentalaba analise em
triplicata da estreptomicina em medicamentos veiens de acordo com o método

desenvolvido.

Amostral Amostra 2

Concentracdo Teodrica (mg/mL) 0,60 0,60
Concentracdo Encontrada (mg/mL) 0,64 0,66
CV (%) 0.50 0.71

Exatidao (%) 106 111

4.3.2 - QUANTIFICACAO DO ANTIBIOTICO GENTAMICINA EM

MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A gentamicina (sulfato), antibidtico produzido peldungo
Micromonospora purpurea efetivo contra um amplo espectro de bactériasgr
positivas e gram-negativas, consiste principalmdatgquatro substancias analogas
designadas como; (T, C, e G, (Figura 4.58). 31

O método oficial para a determinacédo de gentamemdormulacdes
farmacéuticas, segundo a farmacopéia ameritdné& um método microbioldgico,
o qual demanda um longo tempo de analise. Alénodesdalta de material de
referéncia padrado dos constituintes da gentamutifieulta a quantificacdo direta
de cada componente, de modo que a analise croraftagré limitada a

137



Resultados e Discussdo

determinacdo da fracdo relativa, a qual é infledei pelas diferentes
absortividades de cada componente (fator de regpost

Aproveitando a vantagem do ELSD de apresentarefatde resposta
semelhantes para moléculas com massa moleculamef@onulas estruturais
semelhantes e levando em consideracéo a faltadtégsapara cada componente
da gentamicina, MEGOULAS e KOUPPARI& apresentaram um estudo
envolvendo o desenvolvimento e validacdo de um deétde andlise dos
componentes do sulfato de gentamicina em formusa¢éenacéuticas por LC-
ELSD, utilizando os valores de coeficiente lineangular de uma equacao de reta
obtida a partir de uma curva de calibracdo corddrydbara um composto

semelhante a gentamicina, denominado canamicina.

HoN
o NH»
HO
0]
o CHs
HO
/NH
HoC OH
Gentamicina

Ci.Ri=R,=CHze Rs=H
Ci1aR1=R2=R3=H

C2. R]_: R3=HeR2=CH3
C2a. R]_: R2= He R3= CH3

Figura 4.58 —Estrutura quimica dos componentes da gentamicina.

Segundo o estudo, levando em consideracao a raspmstetector de
espalhamento de luz (ELSD), o coeficiente lineaargular das curvas de

calibracao logaritmica dos componentes da gentaangida canamicina devem ser
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estatisticamente iguais. No entanto, para a queagdo dos componentes da
gentamicina deve ser introduzido um fator de céwedas proporcdes de cada
componentex).

De acordo com esses parametros foram construidasgasssoes
lineares dos componentes da gentamicina e readizaslajuantificacdes de cada
composto em quatro formulacdes comercidisDeste modo, a canamicina foi
utilizada como padréo externo secundario para atijigacéo das substancias que
compdem o antibidtico gentamicina.

Baseando-se no estudo realizado, foram desenveldds métodos
de andlise; um utilizando a gentamicina como pads&terno levando em
consideracdo a pureza do padrdo e as proporcoesesizectivas areas de cada
componente da mistura e o outro baseado no méteddVBGOULAS e
KOUPPARIS®! com a utilizagéo da canamicina como padréo extsegandario.
Isso foi feito para avaliar a necessidade de usoumepadrdo diferente da

gentamicina.

4.3.2.1- DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DOS METODOS

A alta seletividade apresentada pela gentamicitiaamdo o acido
TFA e a analitica coluna;gEpermitiu um estudo de otimizacdo das condi¢des
cromatograficas mantendo a alta resolucéo obtidararmenor tempo de analise.
Foram avaliadas nesse estudo as seguintes fasessmov

- TFA (0,05M)/CHCN (95:05) (v/v)

- TFA (0,05M)/CHCN (96:04) (v/v)

- TFA (0,05M)/CHCN (97:03) (v/v)
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A Figura 4.59 mostra os cromatogramas obtidos e dentre as fases
moveis avaliadas, a que faz uso de 3% de acelaridriselecionada por apresentar
um cromatograma com excelente resolucéo e tempodlse adequado.

Foi feita a andlise da solucdo padrdo de canamiciaa mesmas
condicOes selecionadas para separacdo da gentamiessas condi¢cdes, foi
possivel analisar a canamicina e 0s 4 componerdegedtamicina com alta
seletividade e resolucao para todos os compondatasostra.

Séao apresentados fAabela 4.15as condi¢cdes cromatograficas e os
parametros do detector otimizados para a analiseadtbidticos gentamicina e
canamicina

Considerando as respectivas polaridades dos comigsneda
gentamicina, a ordem de eluicdo designada parandigdm cromatografica
utilizada foi G, C,, C,z e G. Esta ordem de eluicdo também esta de acordo com a
ordem de eluig&o proposta por MEGOULAS0 trabalho acima citado.

Com as condicdes cromatograficas estabelecidas, mésodos
desenvolvidos envolvendo a analise simultanea dangi@ina e da gentamicina
foram validados, e as figuras de meérito analitiaesliadas foram linearidade,

precisdo inter e intradia, exatidao e limites dangficacéo e deteccéo.
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Figura 4.59 —Cromatogramas de analise da gentamicingufL) utilizando a
coluna Gg (Hypersil 15 x 0,41 cm d.i.) (120 A, 1Qm). Condicdes

cromatograficas:A: TFA (0,056M)/CHCN (95:05), B: TFA (0,05M)/CHCN

(96:04) eC: TFA (0,05M)/CHCN (97:03). Vazao: 1,0 mL/min; Volume de injec&o
15 pL. Condicdes do ELSD: Temperatuta do tubo: 28, Vazédo do Gas (ar

comprimido): 3,1 L/min, Ganho: 1 e Impactro: off.
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Tabela 4.15: Valores otimizados do método LC-ELSD para a aeali®s

antibidticos gentamicina e canamicina.

Coluna C,5 Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.) (120 A, 10m)
Fase Movel TFA (0,05M)/ CHCN (97:03 v/v)
Vazao 1,0 mL/min
Tempo de Analise 5 minutos
Temperatura do Tubo 113,6 °C
Vazao do Gas (ar comprimido) 3,1 L/min
Ganho 1
Impactor off

4.3.2.1.1- PADRONIZACAO EXTERNA UTILIZANDO A GENTAMICINA

Utilizando as condi¢cbes descrita3abela 4.15 e levando em
consideracdo a pureza do padrdo secundario ubligg?,3% para a mistura de
gentamicina), as curvas de calibragao para os coempes da gentamicinkigura
4.60 A-D) foram obtidas em funcdo das propor¢cdes das adeas bandas
cromatograficas relativas as seguintes concenagéegentamicina total: 0,100;
0,200; 0,350; 0,500; 0,600; 0,750; 0,900 e 1,00nmhgde acordo com a curva de
calibracéo logaritmica log A = b log Gym. + l0g a. As solugBes de calibragéo
foram preparadas e analisadaspy{20em triplicata em TFA 0,050M, para cada
concentracao. As curvas analiticas mostraram-earlinas faixas de concentracéo
utilizadas Tabela 4.1§. O desvio padrdao da regresséo linear para octeate
angular foi de 0,007; 0,010; 0,012; 0,008 paraeagagicinas &, C,, C,, e G,
respectivamente. Para o coeficiente de correlagaarl os valores obtidos foram
de 0,010; 0,009; 0,011; 0,008 para as gentamici@as C, C,, e G,

respectivamente.
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E importante destacar que os valores obtidos paraoeficientes
linear e angular de todas as equacOes de retaas@ante semelhantes entre si,
ratificando que compostos semelhantes apresentampostas similares pelo
detector de ELSD. Deste modo, pode-se inferir qualidacéao utilizando a propria
gentamicina como padrdo externo € confiavel, unma quee 0s compostos séo

extremamente semelhantes entre si.

Tabela 4.16:Concentracdes dos componentes da gentamicina.

Gentamicina Concentragdes (mg/mL)
Cia 0,016; 0,032; 0,059; 0,082; 0,102; 0,126; 0,150168
C, 0,037; 0,076; 0,133; 0,196; 0,226; 0,284; 0,34B8&D
Coa 0,016; 0,031, 0,054; 0,077; 0,096; 0,119; 0,182165
C, 0,030; 0,061, 0,104; 0,144; 0,175; 0,221; 0,267283
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Figura 4.60-Curvas de calibrac&o obtida para os componentgsramicina.

As precisbes, expressas pelo coeficiente de varidCd/%) das
triplicatas, foram inferiores a 2% e as exatidg@esentaram um desvio menor que
5% do valor nominal de concentragcdo em todas aseotracdes para as quatro
curvas obtidas, incluindo para os LQs.

As precisdes e exatidOes, intra e interdias dosodon&t foram
determinadas analisando-se quintuplicatas dosctmésoles de qualidade (0,120;
0,400 e 0,800 mg/mL de gentamicina total), em unsmuedia e em dias néo

consecutivos, respectivamente. A precisao foi esgar@elo coeficiente de variacao
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(CV%) e a exatidao faavaliada atraveés da interpolagao dos resultadesima de
calibracdo e expressa como percentagem de destie @s quantidades
adicionadas e as quantificadas nas trés conceafragaminadas. Os resultados
estao mostrados Aabela 4.17

A precisdo apresentou para as replicatas das awdsS¥f de 0,52 a
2%, enquanto a exatidao valores de 92,6 a 115ata®tracdes nominais. Todos
os valores estdo de acordo com os critérios detagéei do método com
variabilidade menores ou iguais a 2 e 15% respauinte.

Foi também avaliada a exatiddo do método pela snd@le duas
amostras de concentracdes desconhecidas ao aeatistanado de teste cego. Os
resultados estéo apresentado3 alaela 4.18

O critério de aceitacdo para o limite de quantf@&a foi que a
precisdo e a exatiddo de trés amostras nao ult@gsesn o valor de 2 e 15% de
variabilidade respectivament®, enquanto que o limite de deteccéo foi calculado
considerando um sinal trés vezes maior que o mdddetector. Os valores obtidos
para o limite de quantificacdo estdo apresentado&ahela 4.19e para o limite

deteccao ndabela 4.20
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Tabela 4.17 Exatiddo (%) e precisao (%) intradia e interdiaaparanalise dos

componentes da gentamicina.

cT?® C p?® 1°dia =5) 2°dia(=5) 3°dia 3 dias (média)
(mg/mL) (mg/mL) (n=5) (n=15)
Ex CcVv Ex CV Ex CV Ex CcVv
(%) (%) () (%) (%) %) (%) (%)

Cwa| 0,019 107 0,520 115 1.98 98,2 1,96 110 1.49
0.120 C, | 0,044 107 1,77 114 0,81098,9 1,90 110 1,49
Cs | 0,019 104 0,670 115 1,81 93,7 1,98 107 1,49
C, 10036 978 1,23 114 1,56 114 2,00 108 1,60

Cia| 0,067 101 2,00 107 1,21 99,0 1,73 102 1.65
0400 C, | 0,450 104 1,25 110 1,43 102 1,47 105 1,38
C,| 0,066 974 1,78 106 1,61 92,6 2,00 98,7 1,80
¢ | 0117 100 0,52 108 2,00 108 2,00 105 1,51

Cwa| 0,134 96,8 196 102 1,74 98,7 1,69 99,3 1,80
0800 C, | 0,299 999 149 104 1,85 101 1,89 101 1,74
Csa| 0,132 95,7 095 103 2,00 946 1,32 97,8 1,42
C 10234 993 1,71 107 2,00 107 1,67/ 104 1,79

Concentracao tedrica

CT?- Concentracéo tedrica total de gentamicina

CP?- Concentracgéo tedrica proporcional de gentamicina
Ex - Exatidao
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Tabela 4.18:Preciséo e exatidao obtidas para a neomicinast® ¢ego (n=3).

Gentamicinas Concentracdo CV Exatidao
adicionada (%) (%)

(mg/mL)
Amostra 1 0,205
Cia 0,046 0,790 91,8
C, 0,055 2,00 92,0
Coa 0,045 1,69 89,9
Ci 0,059 2,00 98,1
Amostra 2 0,343
Cia 0,077 0,72 95,7
C, 0,096 1,04 96,2
Caa 0,076 2,00 945
C, 0,094 2,00 93,9

®Concentracédo total de gentamicina

Tabela 4.19:Limites de Quantificacdo para os componentes deagecina.

Gentamicinas LQ (mg/mL)
Cia 0,012
C, 0,028
Coa 0,012
C: 0,022

147



Resultados e Discussdo

Tabela 4.20:Limites de Deteccéo para 0os componentes da gernitamic

Gentamicinas LD (mg/mL)
1 0,009
2 0,013
3 0,009
4 0,015

4.3.2.1.2— PADRONIZACAO EXTERNA UTILIZANDO A CANAMICINA

COMO PADRAO SECUNDARIO

Embora os valores necessarios para o desenvohandenmétodo da
gentamicina, utilizando a canamicina como padrdere® secundario, dependesse
apenas dos coeficientes linear e angular da retartamicina, a analise de precisao
e exatidao intra e inter dia foram também avaliadas

Utilizando as condi¢des descritdsabela 4.15, a curva de calibracao
para a canamicinaFigura 4.61) foi obtida em funcdo das areas das bandas
cromatograficas relativas as seguintes concensagéecanamicina: 0,020; 0,040;
0,070; 0,100; 0,120; 0,150; 0,180 e 0,200 mg/mLaderdo com a curva de
calibracéo logaritmica log A = b log Gym. + l0g 0, sendo que para isso as
amostras foram preparadas em triplicata em TFAO/Opara cada concentracéo,
injetadas (2(L) e a curva mostrou-se linear na faixa de coneeatr utilizada. O
desvio padrao da regressao linear para o coefceemjular foi de 0,006 e para o

coeficiente de correlacao linear o valor obtidodei0,007.
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Figura 4.61 —Curva de calibrac&o obtida para a canamicina.

A precisao expressa pelo coeficiente de variac&9d)das triplicatas
foi inferior a 2% e a exatiddo apresentou um deswenor que 5% do valor
nominal de concentracdo em todas as concentragdasvh incluindo para o LQ.

A precisao e exatidao, intra e interdias do metddiodeterminada
analisando-se cinco replicatas dos trés contraegudlidade (0,024; 0,080 e 0,160
mg/mL), em um mesmo dia e em dias ndo consecutngspectivamente. A
precisdo foi expressa pelo coeficiente de varigCao) e a exatidao foi avaliada
através da interpolacdo dos resultados na curvealileracdo e expressa como
percentagem de desvio entre as quantidades adieigmaas quantificadas, nas trés

concentragdes examinadas. Os resultados estaadustialabela 4.21
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Tabela 4.21: Exatidao (%) e precisao (%) intradia e interdiaaparanalise da

canamicina.
Concentracdd  1°dia (=5) 2°diaf=5) 3°diaf=5) 3dias (média)
(mg/mL) (n=15)

Exatiddo CV (%) Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV

(%) (%) () () (%) (%) (%)
0,024 96,0 1,74 114 1,2087,0 1,42 99,1 1,45
0,080 97,6 0,42 110 044915 0,86 99,7 0,57
0,160 98,5 1,81 112 1,3398,2 1,51 103 1,55

4 Concentracéo tedrica

A precisao apresentou para as replicatas das asdsy de 0,420 a
1,81%, enquanto a exatiddo valores de 87,0 a 112%odcentracdo nominal.
Todos os valores estdo de acordo com os critégieseitacio do métoda’

A exatiddo do método avaliada pelo teste cego, @masstras de
concentracdes desconhecidas ao analista, tambésatisiatoria e os valores sao

apresentados neabela 4.22

Tabela 4.22:Preciséo e exatidado obtidas para a canamicinastedego (n=3).

Amostral Amostra 2

Concentracao adicionada (mg/mL) 0,095 0,120
CV (%) 0,92 2,00
Exatidao (%) 97,4 87,9

Os valores obtidos para os limites de deteccaoaeatijigacdo foram

0,008 e 0,015 mg/mL, respectivamente.
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4.3.2.1.3— COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE QUANTIFICACAO

DESENVOLVIDOS PARA A GENTAMICINA

De acordo com o método descrito por MEGOULAS e KOWRISY,
os coeficientesa e b das curvas de calibracdo logaritmica dos compeseta
gentamicina e da canamicina devem ser estatistidanguais.

logA=Dblogm+loga

No entanto para a quantificacdo dos componentgsmamicina deve
ser introduzido um fator de correcédo relativo aspprcbes de cada um dos
componentesxf de modo que:

logA=blog (x m) +loga

- logA=blogm+ (loga + b log x)

Onde: x é a proporcao individual dos componentes da gecitzen
total, m é a concentracédo de gentamicina totaléea area da banda cromatografica
medida.

Deste modo, fazendo-se as substituicbes na equagiita para a
curva analitica da canamicina tem-se:

logx = (logA— 1,34 — 6,424 loqn)/ 6,424

Assim, foram calculados através da equacao acimsatmses de
concentracao de cada gentamicina e as respectiasale calibracao.

Comparando os valores de coeficientes linear elandas equacdes
das curvas de calibracdo obtidas através da cainanecda propia gentamicina
com padrdo externo € possivel observar semelhangaificativas entre elas. A
Tabela 4.23apresenta os valores obtidos.

151



Resultados e Discussdo

Tabela 4.23:Valores de coeficiente linear e angular obtidos e dois métodos

utilizados.

Gentamicina Coeficiente Linear Coeficiente Angular
MC* MG* MC* MG*

Cia 1,1503 1,3688  7,3259 17,5249
C, 1,1413 1,3850 6,9884 7,4033
Caa 1.1408 1,3849  7,2984 7,5488
Ci 1,1319 1,3901  7,2346 7,4498

*MC — método de padronizacdo externa utilizandoaaamicina como padréo
secundario.

*MG — método de padronizacdo externa utilizandertamicina.

Cabe lembrar que é através dos coeficientes liaeargular da reta
gue a correlacéo resposta do detector e concentdaganalito é realizada. Deste
modo, esses resultados indicam uma grande semalbatre os métodos, de modo
gue uma calibracdo utilizando a préopria gentamicimi@o padréo externo, desde
gue se tenha uma separagao cromatografica ensreapl@senta valores tdo exatos
e precisos quanto os obtidos utilizando métodgsadeonizacdo externa.

Para confirmar os resultados obtidos, uma comparagére o0s
controles de qualidade dos métodos foi realizadolaBela 4.24 apresenta 0s

resultados obtidos.
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Tabela 4.24:Valores de concentracédo obtidos para os contraegudlidade dos

meétodos.

Gentamicina| QC 1 (mg/mL) QC 2 (mg/mL) QC 3 (mg/mL)
MC* MG* A (%) | MC* MG* A (%) | MC* MG* A (%)

Cia 0,013 0,021 0,8 |0,058 0,068 0,9 0,133 0,130 0,3

C, 0,054 0,048 0,6 |0,237 0,156 8,1 |0,537 0,299 23,8
Caa 0,013 0,020 0,7 |0,057 0,064 0,7 {0,133 0,125 0,8
Ci 0,026 0,035 1,0 |0,112 0,117 0,5 0,259 0,233 2,7

*MC — método de padronizacdo externa utilizandoamamicina como padréo
secundario.

*MG — método de padronizacdo externa utilizandertgmicina.

De acordo com a maioria dos resultados obtidosieaedca entre os
valores apresentados € minima (abaixo de 1%). Desti® pode-se concluir que
ambos os métodos desenvolvidos apresentam valerasltsantes podendo ser
utilizados com seguranca na quantificagcao dos caemes da gentamicina.

E importante destacar que o método proposto uitiaan gentamicina
como padréao externo envolve compostos produzidds pesmo fungo com
estruturas e propriedades bastante semelhante &ahbbrar que essas
propriedades sdo as responsaveis pela resposteiaaida pelo detector de ELSD.
Ao contrario, a canamicina embora seja estrutumaiensemelhante a gentamicina
pode gerar uma resposta um pouco diferente, efs@rdja quando aplicada a

concentracOes baixas pode implicar em um erro akdaenaior.
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4.3.2.1.4 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA A ANALISE

DE GENTAMICINA

O meétodo utilizando a gentamicina como padrdo eatési aplicado
para andlise de um medicamento veterinario (GeéntrirOuroFino), o qual foi
avaliado em triplicata.

Considerando o valor do rotulo, duas amostras efaretites
concentragdes (0,300 e 0,510 mg/mL) foram preparpdea analise. A precisao e
exatiddo obtidas nao ultrapassaram os valores €e&% aceitos. Os resultados
encontrados estéo descritosTiazela 4.25

O resultado encontrado para o medicamento anali&f& mg/mL)
apresentou valores 2% acima da porcentagem a@#iaopcontrole de qualidade
de medicamentos veterinarios, uma vez que as @éspedes do rotulo sdo de 300
mg de gentamicina total. Essa andlise foi refeitaalres semelhantes foram
novamente obtidos. Assim como para 0 método dapstnicina, é importante
destacar que a seletividade para a gentamicinaogijp acabado nao foi avaliada.

De acordo com o método desenvolvido € possivet) dl& controle de
gualidade de gentamicina total, a determinacdo aasentracbes de cada

componente da gentamicina no medicamento avaliado.
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Tabela 4.25:Exatidao, preciséo e concentracao experimentalaobf analise em
triplicata da gentamicina em medicamentos vetaosate acordo com o método

desenvolvido.

Concentragcoes  Concentragao  Concentracdo Concentracao

tedricas de encontrada de tedrica das encontrada das cvV

gentamicina total gentamicina total gentamicinas gentamicinas (%)*

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Cia 0,000 Cy;; 0,075 0,50
C, 0,071 C, 009 1,44
0,300 0,348 Csa 0,068 C,, 0,073 1,62
Ci 0,091 C. 0,104 1,15

Cwn 01112 C,, 0,113 1,73

c, 0121 C, 0,153 1,34

0,510 0,551 C,. 01118 C,, 0,116 1,36
C, 0159 C, 0,169 0,48

4.3.3 — QUANTIFICACAO DO ANTIBIOTICO NEOMICINA EM

MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A neomicina (sulfato) também €& um antibidtico dassk dos
aminoglicosideos efetivo contra um amplo espectrdvakctérias gram-positivas e
gram-negativas. Essa substancia € composta poestaiseoisomeros majoritarios

denominados neomicina B (produto majoritario) emiema C Figura 4.62). **®
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Figura 4.62 —Estrutura quimica da neomicina.

Uma vez que a neomicina B e C séo diastereoisoneci®sando em
consideracdo o estudo realizado para a gentamieinegsposta do ELSD é
exatamente a mesma para as duas moléculas. Dedt® oo método simples,
direto e sensivel para a quantificacdo das neoascB e C foi desenvolvido
utilizando um detector de espalhamento de luz (BL.#Yando em consideragao a
pureza do padrao utilizado e as proporcoes dasctsps areas e concentragdes de

cada componente.

4.3.3.1- DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO

Embora boa seletividade entre os diastereoisonents sido obtida
utilizando a fase movel de 100% TFA 0,05M, visarailoda proporcionar uma
protecdo para a coluna utlizada, uma pequena pagem de metanol foi
adicionada na fase moével. A condicdo avaliadaT&A (0,05M)/CHOH (99:01
vlv) e de acordo com os resultados obtidos, umalapera resolucdo dos

diastereoisomeros foi observada.
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Considerando que no método desenvolvido para atifjcagéo da
estreptomicina foi utilizada uma porcentagem ataaucéo de TFA (0,05M) sem
danos consideraveis a coluna cromatografica, ai¢c@mdselecionada para o
desenvolvimento do método foi 100% de TFA (0,05M)Figura 4.63 mostra o

cromatograma obtido utilizando a condicéo seleclanzara analise.

300
Neomicina B
250 -

200

150

mVv

100

50 Neomicina C
0 e

T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (min)

Figura 4.63 — Cromatograma de andlise da neomicina utilizandmlana Gs
(Hypersil 15 x 0,41 cm d.i.) (120 A, 10m). CondicGes cromatograficas: TFA
(0,05M). Vazao: 1,0 mL/min; Volume de injecado 15.Zondi¢cdes do ELSD:
Temperatuta do tubo: 107,0 °C, Vazéao do Gas (apdondo): 3,1 L/min, Ganho:

1 e Impactro: off.

A identificacdo das bandas cromatograficas, com® efgmeros da
neomicina, foram feitas através de experimentdigarido o LC-MS/MS.

As condicdes ideais de ionizacdo foram obtidaszaado-se insercao
direta da amostra (5Qy/mL de neomicina) no espectrometro de masdagAra

4.64mostra o espectro de massa obtido.
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Figura 4.64 —Espectro de massa da amostra de neomicina.

Experimentos de LC-MS/MS foram entéo realizadosFegara 4.65
mostra o cromatograma obtido para uma analiseandio o experimento de SIM
para a amostra. Foram observadas duas bandas ocgoai@as com intensidades
diferentes., assim como observado anteriormeriteamto o LC-ELSD.

Um experimento decanfoi também realizado e o espectro de ions
fragmentos obtidos foram exatamente o mesmo indacajue as duas bandas
cromatograficas possuem a mesma estrutura e camgeqiente a mesma

fragmentacgdo. Aigura 4.66 mostra 0os espectros obtidos de ions fragmentos.
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Intens.
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Figura 4.65 — Cromatograma de analise da neomicina utilizandmlana Gg
(Hypersil 15 x 0,41 cm d.i.) (120 A, 10m). Condi¢Ges cromatogréaficas: TFA
(0,05M). Vazéo: 1,0 mL/min; Volume de injecdo 15. @ondi¢cées do MS: Modo
de analise: SIM; Analisador: lon-trap.
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Figura 4.66 —Experimento de LC-MS de ions fragmentos.

Confirmada a separacdo cromatografica dos diastengros, foi
realizada a validacdo do método desenvolvido comilizacdo de ELSD como
detector.

Uma vez que a resposta do detector € proporciomgiaatidade de
amostra presente na cefae a proporcdo de neomicina B é maior do que a
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neomicina C*®° a ordem de eluicdo determinada foi neomicina @dritaria)
como a banda de menor retencdo e neomicina B (ta@@y com a de maior
retencao.

Com as condicdes cromatograficas estabelecidas, éodm
desenvolvido foi validado, consistindo da avaliagdas figuras de merito
linearidade, precisao inter e intradia, exatidimges de quantificacéo e deteccéo.

A andlise do antibiético neomicina foi realizadalizando-se a
condicdo cromatografica e parametros do detectscriies naTabela 4.26,e a

Figura 4.67apresenta o cromatograma obtido durante a validdgdeetodo.

Tabela 4.26:Valores otimizados do método LC-ELSD para a anddasantibiético

neomicina.
Coluna C.s Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.) (120 A, 106n)
Fase Movel TFA (0,05M)
Vazao 1,0 mL/min
Tempo de Analise 5 minutos
Temperatura do Tubo 107 °C
Vazéao do Gas (ar comprimido) 3,1 L/min
Ganho 1
Impactor Off
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Figura 4.67 — Cromatograma tipico obtido da analise da neomicnaa

concentracao de 0,35 mg/mL total, durante a vaidap método.

Deste modo, levando em consideracdao o percentualedeicina
(64,6% de neomicina) especificado no padrao utibzaas curvas de calibracao
para 0s epimeros da neomicind@igira 4.68 foram obtidas em funcéo das
propor¢cdes das areas das bandas cromatograficasivasl as seguintes
concentracdes de neomicina total: 0,100; 0,20%00,3,500; 0,600; 0,750; 0,900 e
1,00 mg/mL de acordo com a curva de calibragcaaritmg@a log A = b log Ggme
+ log a, sendo que para isso as amostras foram prepgradgasada concentracéo
em triplicata em TFA 0,050M, e injetadas |(1» As curvas mostraram-se linear
nas faixas de concentracéo utilizad&abla 4.27. O desvio padréo da regressao
linear para o coeficiente angular foi de 0,030 &LD,para a Neomicina C e B,
respectivamente. Para o coeficiente de correlagaarl os valores obtidos foram
de 0,038 e 0,003 para a Neomicina C e B, respectinte.
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Tabela 4.27:Concentracdes dos epimeros da neomicina.

Neomicina Concentragdes (mg/mL)
C 0,006; 0,013; 0,023; 0,047; 0,061; 0,078 e 0,087
B 0,094; 0,187; 0,327; 0,553; 0,689; 0,822 e 0,913

6.29 Neomicina C
s0{ y = 7,48109 (+ 0,038) x
sa{ 1,31375 (¢ 0,038)
r=0,99913

7o Neomicina B

1y = 7,16771 (+ 0,003) x -

7.0

1 1,40038 (+ 0,011)

6.8 4

1] r=0,99921

6.6

o 6.4—-
o 6.2—-
6.0—-
5.8—-

5.6

-2.4 -2.2 -2.0 -1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1.0 -1.2 -1.0 -0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
log Conc log Conc

Figura 4.68 —Curvas de Calibracao obtidas para as neomicinaB.C e

As precisbes, expressas pelo coeficiente de varidCd/%) das
triplicatas, foram inferiores a 2% e as exatidg@esentaram um desvio menor que
15% do valor nominal de concentracao em todas mseotracdoes para as duas
curvas obtidas, exceto para os LQs, onde os desnmmitrados foram de 16%.

As precisdes e exatidOes, intra e interdias dosodongt foram
determinadas analisando-se cinco replicatas destmétroles de qualidade (0,120;
0,400 e 0,800 mg/mL de neomicina total), em um neesiia e em dias néo
consecutivos, respectivamente. A precisao foi esgar@elo coeficiente de variagcao
(CV%) e a exatidao foi avaliada através da intexg@d dos resultados na curva de

calibracdo e expressa como percentagem de desui@ @s quantidades
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adicionadas e as quantificadas, nas trés concéafaxaminadas. Os resultados

estdo mostrados Mabela 4.28

Tabela 4.28 Exatidao (%) e precisdo (%) intradia e interdiaaparanalise das

neomicinas C e B.

cT?® C P? 1°dia 6=5) 2°dia=5) 3 °dia (=5) 3 dias (média)
(mg/mL) (mg/mL) (n=15)
Ex CV Ex CV Ex CV Ex CVv
(%) (%) (%) () (%) () (%) (%)

0.12z0 C| 0,007 100 1,0/ 106 0,66 108 2,00 105 1,25
B| 0,113 988 154 101 154101 1,90 100 1,66
0400 C| 0,035 857 19 888 012884 162 87,6 1,23
B| 0,365 108 1,55 108 1,37 107 1,98 108 1,63
0800 C| 0,0/0 96,7 2,00 97,5 1,9/100 1,35 101 1,77
B| 0,30 101 0,60 101 0,82 101 126 101 0,89

% Concentracéo tedrica

CT - Concentracao total de neomicina

CP — Concentracao proporcional de neomicina
Ex - Exatidao

A precisdo apresentou para as replicatas das awdsS¥f de 0,60 a
2,00%, enquanto a exatiddo valores de 85,7 a 1G8%cancentragcbes nominais.
Todos os valores estdo de acordo com o0s criteeoaceitacdo propostos pela
ANVISA. ™7

A exatiddo do método foi também avaliada pela seatie duas
amostras de concentracdes desconhecidas ao aeatistanado de teste cego. Os
resultados estédo apresentadoSalaela 4.29

Os valores obtidos para o limite de quantificacéidi@ apresentados

na Tabela 4.30. Oslimites de deteccéo encontrados foram 23&gdmL para a

neomicina C e 7,0g/mL para a neomicina B.
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Tabela 4.29 Preciséo e exatidao obtidas para a neomicina tedego (n=3).

Neomicinas Concentragao adicionada (mg/mlJV (%) Exatidao (%)

Amostra 1 0,30C
C 0,020 0,59 95,1
B 0,280 1,92 95,2
Amostra 2 0,950
C 0,084 1,90 93,5
B 0,866 1,99 94,0

%Concentracéo total de neomicina

Tabela 4.30:Limites de Quantificagcao para os componentes danitata.

Neomicina LQ (mg/mL)
C 0,003
B 0,027

4.3.3.2— APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA A ANALISE DE
NEOMICINA

O método foi aplicado na analise, em triplicata,dides diferentes
medicamentos veterinarios (Flumast® - Fort DodgeEmemats Plus® - Merial).
Considerando o valor do rotulo, os dois medicangeritbam preparados na
concentracao de 0,70 mg/mL de neomicina total paédise.

Embora a seletividade para a neomicina também sébat sido
avaliada no produto acabado, a preciséo obtidaufiéapassou o valor de 2 %
aceito. Os resultados encontrados estéo descatbshela 4.31
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Os valores encontrados para os medicamentos alwi§al,1 mg/mL
- Flumast® - e 18,7 mg/mL — Ememast Plus®) estagamconformidade com as
especificagcdes dos rétulos (20 mg/mL de neomi@ted)t

Com esse meétodo foi possivel a determinacdo dasectacdes de
neomicina total e dos epimeros no medicamentoaalutilizando como padrao

externo a propria nheomicina.

Tabela 4.31 Exatidao, precisdo e concentracdo experimentalaba analise em
duplicata da neomicina em medicamentos veterin&@teoscordo com o método

desenvolvido.

Flumast® Ememast Plus®)
Concentracéo NeomicinaTotal0,700 NeomicinaTotal0,700
tedrica de neomicina (mg/mL) C 0,024 C 0,051
B 0,676 B 0,649
Concentracdo encontrada de NeomicinaTotal0,738 NeomicinaTotal0,655
neomicina (mg/mL) C 0,028 C 0,049
B 0,710 B 0,606

Variacao (%Y C 0,11 C 1,26

B 1,16 B 1,59

Todos os métodos desenvolvidos para a quantificdgé@ntibioticos
aminoglicosideos em medicamentos veterinarios &amlas (estreptomicina — 5
minutos; neomicina e gentamicina — 8 minutos ddise)adiretos (ndo necessitam
de derivacdo), de baixo custo; apresentaram liu@de, precisdo, exatiddo e
sensibilidade adequada e foram aplicados com suo@sanalise de medicamentos

veterinarios comercialmente disponiveis.
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Considerando que os padrag#izados, mesmo 0s primarios, Sao sais
de sulfato, a farmacopéia exige a quantificacdotedésn. MEGOULAS e
KOUPPARIS** * desenvolverem métodos cromatograficos para a ifjuagéo
do sulfato nos padrdes utilizados para o desemaelvio dos métodos de analises
da gentamicina e neomicina e os resultados obfiol@sn comparados com o
meétodo descrito pela farmacopéia e foram semelbantie si. Uma vez que um
método cromatografico para a quantificacdo de wulfai desenvolvido por
MEGOULAS e KOUPPARIS ®* % nos métodos desenvolvidos para a
estreptomicina, neomicina e gentamicina nao foraalizadas quantificagcdo do
sulfato, sendo considerado o valor apresentado ceoficados dos padrdes

utilizados.

4.4 — DESENVOLVIMENTO DE UM METODO POR CLAE-
MULTIDIMENSIONAL PARA ANALISE DE CEFACETRIL EM LEIT E BOVINO

UTILIZANDO O MS COMO DETECTOR

Assim como os aminoglicosideos, a classe de atitibgpertencentes
as B-lactamas, que incluem as penicilinas e cefalosperiesta entre as mais
amplamente utilizadas na medicina veterinaria paratamento da mastite bovina.
Os ensaios imunologicos e microbioldégicos tém siahplamente utilizados para a
determinagédo de residuos desses antibidticos e¢e) teique torna necessario o
desenvolvimento de métodos rapidos, seletivos sisga que possam ser usados
rotineiramente.

Em nosso grupo de pesquisa, foi realizado um esamolvendo
alguns compostos da classe das cefalosporina® glrsenvolvimento de métodos
utilizando colunas RAM-BSA na andlise de leite bovP® *" '*°> Para dar

continuidade a este estudo, o composto cefacEigli{a 4.69) foi selecionado e a
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otimizacéo das condi¢cOes cromatograficas parasendésse composto, por injecao

direta de amostra, foi avaliado.

Figura 4.69 —Estrutura quimica do Cefacetril.

De acordo com os resultados apresentados por ORNEf> a
presenca de um interferente no tempo de eluicacedacetril, ndo permitiu o
desenvolvimento de um meétodo de analise por LC-UWMidimensional. Uma vez
gue nao foi obtida a seletividade cromatograficayse do espectrémetro de
massas, como detector, foi considerado para danoatade ao estudo.

O espectrometro de massas é um detector bastaisigedee seletivo,
podendo ser operado em varios modos de analiseckemdo muitas informacoes
sobre a amostra. Analises onde a co-eluicdo oa#vepossiveis, desde que a
intensidade da banda cromatogréfica obtida naoasejada por outro analit&® -
167

Deste modo, para dar continuidade ao método propémtam
realizadas andlises utilizando solucédo acetatond@ni@ (0,01M, pH 7,5) para
verificar alteracdes na retencdo do analito naneoRAM-BSA, ja que a utilizacéo

da solucdo de fosfato ndo é possivel no espectr@ntkt massa devido a
volatilidade. Esta analise foi realizada no detedi® UV para uma comparagao
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com os resultados ja obtidos por OLIVEIR® utilizando solucéo fosfato de
potassio.
A Figura 4.70 mostra uma comparacao entre fases moveis com as

diferentes solucdes avaliadas, onde nenhuma d@tesgnificativa foi observada.

70
| ——NH,Ac (0,01M, ph 7,5)
60l — KH,PO, (0,01M, pH 7,5)

50
40

30

mABS

20 1

10 —F
0

T T T T T T LI T T T 1 T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (min)

Figura 4.70 — Cromatograma comparativo do cefacetril (&fmL) utilizando a
coluna G— BSA (5 x 0,46 cm d.i) (120A, 1@n). FM: NH,Ac (0,01M, pH 7,5) e
KH,PQO, (0,01M, pH 7,5), Vazao: 1,0 mL/min, Volume de kde: 50 uLA = 270

nm.

Uma vez que as condi¢cdes cromatograficas encostnadia tiveram
gue ser otimizadas, foi realizada a investigac&opdoametros do espectrometro de
massas para melhor ionizagcdo do cefacetril. Essastigacdo foi realizada
utilizando ionizacao por ESI no modo positivo dalee, uma vez que o cefacetril
apresenta em sua estrutura varios sitios paraaiginzno modo positivo.

As andlises foram realizadas com uma solucéo daceiil (200
png/mL) em acetato de amoénio (0,01M, pH 7,5)4CN (95:05). O solvente usado

foi 0 mesmo da fase mével de eluicdo da analiseatagrafica.
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A Figura 4.71 mostra o espectro de massas obtido com o ajuste dos
parametros de ionizagéo, onde adutos de sodio aiarftdiam obtidos como ions

mais estaveis no espectro.

lntigzz +MS, 2.6min #194
X074 o) +
] N:\/\N 357.2
44
1 +
] IN;VOY [M+N ]
1 o
3] COOH o) 3pp-2
] M
2]
1]
0_- L , LI L}l .
—————eee e et e
100 150 200 250 300 350 400 450 miz

Figura 4.71 —Espectro de massas do cefacetril na fase moveA&KD,01M, pH
7,5)/CHCN (95:05).

As condicbes de ionizagdo otimizadas para as asalsstao
apresentadas flabela 4.32
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Tabela 4.32:Condicbes otimizadas no espectrometro de massabsgaior tipo

ion-trap) para a analise do cefacetril.

Tune Source (ESI+) Set
Capillary Current Control Off
Trap Drive 45,00
Skimmer 40V
Lens 1 -11V
Octapole RF amplitude 200,00Vpp
Partition 4,3V
Lens 2 -45,0V
Capillary exit 33,2V
Oct1D.C 7,0V
Oct2D.C 1,70V
HV end plate offset -500V
Current end plate 1140,000nA
HV capillary 4000V
Current capillary 42,725nA
Dry temp 350°C
Dry gas 7,0L/min
Nebuliser 54,0psi
Trap
Charge control On
Accumulation time 5571pus
ICC target 95000
Max accumulation time 200000us
Averages 7 spectra

Vacuum System
Vacuum high

Vacuum fore

1,07 ©,05 mbar
3,25'®00 mbar
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Para o desenvolvimento de métodos analiticos emataomrafia
liquida utilizando-se 0 espectrometro de massaabetector, € recomendavel o
monitoramento de no minimo dois fragmentos car@atiess da amostra avaliada,
garantindo alta seletividad® 1%

Deste modo, para a selecéo dos fragmentos a seo@itorados um
experimento de ions fragmentos foi realizado pardas picos caracteristicos do
espectro obtido. A amplitude de fragmentacédo fecsenada de modo que uma
pequena porcentagem dos ions monitorados paradragg@orf/z 357,2 e 362,2)
fosse observada no espectroFfyura 4.72 mostra 0s espectros obtidos e uma
proposta de fragmentacao € apresentad#&igasa 4.73 e 4.74 para os adutos de
sodio e amonio, respectivamente.

As transi¢cdes selecionadas para o monitoramentexperimento de
MRM foram m/fz 357,2-> mifz 280,2 em/z 362,2-> mfz 178,1, transicOes estas,
correspondendo aos ions mais estaveis dos espectros
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Intensé_ +MS2(357.2), 0.6-1.9min #(24-74)
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Figura 4.72 —Espectros de ions fragmentos dos ions 357,2 e 362,2 na fase
movel NHAc (0,01M, pH 7,5)/CHCN (95:05). Amplitude de fragmentacah:
0,20 eB: 0,25
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Figura 4.73 —Proposta de fragmentagcéo do aduto de sodio doetefale acordo

com o espectro de ions fragmentos obtidos.
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Figura 4.74 —Proposta de fragmentacdo do aduto de amoénio daetefade

acordo com o espectro de ions fragmentos obtidos.

Otimizadas as condicOes do espectrometro de massaseficiente
ionizacao do cefacetril, foi realizado o acoplarneatt LC ao MS. Uma analise no
modo “full scan” foi realizada e de acordo com esuttados obtidos uma banda
cromatografica bastante larga foi obtida em apragiamente 13 minutos. Uma
otimizagcdo da condicdo cromatografica foi realizadade os cromatogramas

obtidos Figura 4.75 apresentaram simetria de banda cromatografiesanpd de
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andlise adequado. E importante destacar que esdiseafoi realizada em um
equipamento do tipo triplo-quadrupolo, uma vez guguipamento fon-trap ainda

nao havia sido adquiro pelo nosso grupo de pesquisa

C2109-1 5m (M, 12x5] Sean ES+ coqpg.2 5m(n, 1245) 2 MRM of 1 Channel ES+
g7 362 11.81 362 » 258

100 )
1.08e7 100 15263
% o, ]
0 .

L L L L LI DL LA L B LA R B BN B o L)
C2109-1 3rm (Mn, 1265 I

o L L L L L L |
Stan ES+ C2109-2 5m (Mn, 12%5) 1 MRM of 1 Channel ES+

i 11 09 TIC 1182 362»178
108404 1@3eg 1003 157e3
%] %]
+-——r—rrrr—rrr—rrr—r——— Time T Time
5 00 10,00 15.00 5 00 10,00 15.00

Figura 4.75 —Cromatogramas de analise do cefacetril (a§0nL) utilizando a
coluna RAM-BSA G (5 x 0,46 cm d.i.) (120A, 10 pmA: Full scan eB: MRM
das transi¢c6es1/z362 — m/z177 em/z362— m/z258. FM: NHAc (0,01M, pH
7,5) até 7 minutos e NJAc (0,01M, pH 7,5)/CHCN (95:05). Condic¢des para o
MRM: Inter Channel Delay: 0,03 secs; Spam/% Dwell Time 0,08 secs.

Utilizando o equipamento com analisador do tipo-tlap, uma
solucao 10 ng/mL de cefacetril foi preparada na faével utilizada e na matriz e
foram injetados 5QIL das amostras em triplicata para verificar a g@&Tiexpressa
pelo coeficiente de variacdo (CV) das triplicatda) ionizacdo da amostra. Os
resultados obtidos apresentaram valores de CV adea20%, superior ao
permitido pela ANVISA (15%§°’ para fluidos bioldgicos.

Uma solucdo mais concentrada de 40 ng/mL foi erZaliada.
Nessas analises foram realizados o monitoramentioa transicbes do ion dgz
362,2, uma vez que os parametros de ionizacdo fotamizados para obté-lo
como pico base no espectro.

As transi¢cdes monitoradas foramiz 362,2-> mfiz 178,1,mfz 362,2

- mfz 302,2 en/z 357,2-> miz 280,2. Os resultados obtidos indicaram problemas
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na ionizacado da amostra, de modo que em alguméseamnado foram observadas
bandas cromatograficas, e novamente o valor dooCMdior do que o aceitavel.

Deste modo entdo, novas condi¢cdes de ionizacamfdederminadas
para que o pico base no espectro da amostra fogdé+NH," e ndo mais
[M+Na]". A Tabela 4.33mostra os novos valores de ionizag&o otimizados.

Uma solucéao 40 ng/mL foi novamente preparada euestd (NHAC
(0,01M, pH=7,5)/ CHCN (95:05)) e na matriz e analisadas em triplicatkigura
4.76 mostra os cromatogramas obtidos Eabela 4.340s coeficientes de variagao

calculados.

nnnnn

200 1

T T T T
0 2 4 6 8 10 12 Time [min]

nnnnnnn

7 7 T T 7
0 2 4 6 8 10 Time [min]

Figura 4.76 — Cromatogramas de MRM de analise do cefacetril (40mh)
utilizando a coluna RAM-BSA £(5 x 0,46 cm d.i.) (120A, 10 pm). Transigé
357,2-> mifz 280,2A: Solvente eB: Leite. FM: NHAc (0,01M, pH= 7,5) até 7
minutos; NHAc (0,01M, pH= 7,5)/CHCN (95:05 v/v) até 12 minutos. Amplitude
de fragmentacéo: 0,20.
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Tabela 4.33:Condicbes otimizadas no espectrometro de massabsg@aior tipo

ion-trap) para a analise do cefacetril.

Tune Source (ESI+) Set
Capillary Current Control Off
Trap Drive 49,5
Skimmer 48V
Lens 1 -5V
Octapole RF amplitude 200,00Vpp
Partition 9,4V
Lens 2 -60,0V
Capillary exit 27,8V
Oct1D.C 12,0V
Oct2D.C 6,70V
HV end plate offset -500V
Current end plate 1035,000nA
HV capillary 4000V
Current capillary 23,193nA
Dry temp 250°C
Dry gas 11,0L/min
Nebuliser 17,0psi
Trap
Charge control On
Accumulation time 45341ps
ICC target 10000
Max accumulation time 200000us
Averages 7 spectra

Vacuum System
Vacuum high

Vacuum fore

1,04 ©,05 mbar
3,34'®00 mbar
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Tabela 4.34:Coeficientes de variacdo calculados para amostnasob/entes e em

leite analisadas em triplicata.

Cefacetril (40 ng/mL) CV %
Solvente 33,2
Leite 2,60

De acordo com os resultados obtidos, o0 CV paranasstaas em
solventes esta com um valor muito alto. Isso naooeesperado, uma vez que as
injecoes foram realizadas da mesma amostra, irdticproblemas relacionados a
lonizacao da amostra.

Foi preparada uma solucdo mais concentrada dedl28 na qual € o
limite maximo de residuo permitido (LMR) para oauwstril.* Os cromatogramas
obtidos apresentaram bandas cromatograficas satiala mas, no entanto, apesar
de uma melhora no valor obtido para as amostragsapadas em solvente, o0s
coeficientes de variagdo novamente foram altos paétises realizadas da mesma
amostra.

Considerando que a concentracédo de acetato de @amdnneio n&ao
estava sendo suficiente para garantir a eficiamiacdo da amostra, uma solucao
0,05M de NHACc foi infundida apds o sistema cromatografico, corauxilio de

uma bomba seringa. Rigura 4.77 apresenta um esquema do sistema utilizado.

NH.AC

7 0,05M

LC v MS

Figura 4.77 —Sistema de infusdo pos sistema cromatograficoldgao de NHAc
0,05M.
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De acordo com os resultados obtidos, os CV dadcatpé das
amostras analisadas continuou com valores altdgaindo que os problemas nas
condicOes de ionizagdo se mantinhamFigura 4.78 mostra os cromatogramas
obtidos para o cefacetril no espectrometro de massa

Os valores do coeficiente de variagdo medidos f@emtorno de 10%
para as amostras preparadas em solvente e paresisas preparadas na matriz.

Novamente foi realizada a infusao direta da amaktraefacetril para
verificagdo das condi¢Oes de ionizacdo utilizaddeeacordo com os resultados
obtidos as condi¢des de ionizagdo nao foram repiraist

A insercédo direta da amostra foi realizada em diéxentes e foi
verificada falta de reprodutibilidade da ionizagdo cefacetrii mesmo com a

infusao direta da amostra.

Q BOO0 B
1.0

s 6000

4000

2000

ool [itH
o 0 { H 3 nle o ! 2

Filgura 4.78 —Cromatogwramas de MRM de andlise do cefacetril f0mL)
utilizando a coluna RAM-BSA £(5 x 0,46 cm d.i.) (120A, 10 pm) A: em
solvente eB: em leite. Transicam/z 357,2-> mfz 280,2. FM: NHAc (0,01M,
pH= 7,5) até 7 minutos; Njc (0,01M, pH= 7,5)/CHCN (93:07 v/v) até 12

minutos. Amplitude de fragmentacgéo: 0,20.
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Para verificar se o problema era especificamentaalécula avaliada,
uma vez que varios estudos de condi¢cdes de iomifagdm realizados e nenhuma
condicao otimizada foi eficiente para a formacaaideion estavel do cefacetril;
foi selecionado outro antibidtico da classe doslosporinicos também bastante
utilizado na medicina veterinaria para o tratamedomastite bovina para ser
avaliado no desenvolvimento de um método por LCaM@Eidimensional.

A Figura 4.79 mostra a estrutura da cefalexina, uma molécula
altamente hidrofilica, pouco solivel em solventeganicos, como éter etilico,
alcoois e cloroférmio™® Esse composto foi avaliado com sucesso em nosgo gr
de pesquisa com injecdo direta de amostras de lebe LC-UV

multidimensional”**®

CH3
COOH

Figura 4.79 —Estrutura quimica da cefalexina.

Primeiramente, para verificar a estabilidade dalsyerado pelo MS,
por insercao direta da amostra, foi realizado umdesda intensidade da corrente
iOnica gerada para a cefalexina em solucédA¢H),01M (pH=6,5), com a adicéo
dos modificadores organicos gEN e CHOH em proporc¢des que representassem
a mesma forca de fase movel a ser avaliada.

As fases moveis avaliadas foram pdd (0,01M, pH=6,5)/CHCN
(90:10) e NHAc (0,01M, pH=6,5)/CHOH (87:13) nas fontes de ESI e APCI. De
acordo com os resultados obtidos, os espectrosadeangerados na fonte de ESI

foram melhores do que os espectros gerados utlizarfonte de APCI, de modo
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que a comparacao da corrente ibnica gerada utlizass dois modificadores

organicos diferentes foi realizada somente na fdatéSI Figura 4.80).

ram - cefalsacn-2.d: TIC +All MS (disabled) B E

CH3CN

20

CH30OH

n1 na na nd n= [ n7 na na AN Tina feninl

Figura 4.80 — Cromatograma do ion extraido m/z 348, para comgparala
corrente i0nica gerada para a cefalexina com azagdo de diferentes

modificadores organicos.

Nas andlises da cefalexina ndo foram observadasredias
significantes na intensidade da corrente idnicaadger utilizando diferentes
modificadores organicos. Do mesmo modo, a estabididdo sinal observado foi
adequada para a realizacédo de experimentos de LGtiN&ando as fases moveis
avaliadas.

A Figura 4.81 apresenta 0s espectros de massas obtidos para a

molécula de cefalexina.
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Figura 4.81 —Espectro de massa e de ions fragmentos geradoa pafalexina.
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Foram preparadas solucbes de cefalexina (100 ngémLfigua para
quantificacdo por LC/LC-MS/MS. As condi¢cdes usadasm as mesmas do
trabalho ja desenvolvido no grupb.

Para a realizacdo das analises foi utilizado uterss cromatografico
multidimensional, através de uma valvula de samsimaos, conforme mostrado na
Figura 4.82

T —
Seletor de
Solvente

I —
Bomba1

pr—

Descarte | %

! Bomba?2 I

Auto
Injetor

—

PQSigéo 1 Descarte

Seletor de
Solvente

Bomba1

Auto |

Injetor

Posicao 2

Figura 4.82 - Representacdo esquematica do sistema de cromaograf

multidimensional utilizado*®
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O sistema assim constituido apresenta algumas tedsdicas

importantes:

(@) A valvula FCV-10AL ligada a bomba (1) permite aigho de
diferentes fases moveis na coluna extratora;

(b) O sistema na posicdo 1 permite a remoc¢ao das malk&ouas
do leite e retencdo do antibiotico na coluna RAMABSIa posicdo 2 permite a
transferéncia somente do antibidtico para a coinaditica e, apds a transferéncia,
varias modificagbes podem ser realizadas paratse alseletividade desejada.

(c) As colunas podem ser eluidas e condicionadas skgraente.
Desta forma, durante a remocédo das macromolécuakeitt e extracdo dos
analitos pela coluna extratora usando as fases isnalee bomba (1), a coluna
analitica é condicionada pela fase movel eluidebaaba (2). Por outro lado,
durante a analise do antibiético na coluna analiticcoluna extratora esta sendo
limpa e condicionada para a proxima injecao.

As condi¢cdes cromatograficas avaliadas foram: fageel NHAC
(0,01 M, pH 6,5) / CKCN (95:05) durante 5 minutos para a exclusédo pratéide
interferentes e NEAc (0,01 M, pH 6,5) / CECN (90:10) para transferéncia da
banda cromatografica da coluna extratora RAM-BSA&a a coluna anlitica;&
Hypersil. A mesma fase movel utilizada para a fexBecia do analito, foi
utilizada para sua analise na coluna analitica.

A Figura 4.83 mostra os cromatogramas obtidos e de acordo com 0s
resultados, um novo problema de precisdo foi wadid entre as analises

realizadas.
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Figura 4.83 —Cromatograma de analise de uma amostra de cefal@®0 ng/mL

em solvente.

De acordo com os cromatogramas pode-se verificaawmento das
areas obtidas na sequéncia da primeira para aalitjacao realizada. Assim, foi
desenvolvido um estudo detalhado dos parametrogettae “max accumulation
time”, uma vez que esses parametros sao os resemgela quantidade de ions
aprisionados no trap e o tempo de aprisionamergermsmos.

De acordo com esses parametros, se 0s Vvalores erdgalmmao
estiverem bem estabelecidos a quantidade de ioissoapdos e 0 tempo que esses
permanecem no trap poderiam causar o efeito olthemvas analises, de aumento
da area da banda de acordo com as injecoes.

Foram avaliados 6 conjuntos de valores e este® distados na
Tabela 4.35
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Tabela 4.35:Valores de “target” e “max accum. time” avaliadasgpa cefalexina.

target max. accum. time
20000 200

2000 70

2000 20

2000 5

2000 10

15000 10

1000 5

Foram realizadas andlises em triplicata para caolgumto de
parametro e as areas medidas foram avaliadas. [Ontormle valores de “target”
1000 e “max accum time” 5 foi 0 que apresentou prelh resultados, embora o
coeficiente de variacdo entre as analises aindetsitlo fora dos valores aceitos
pela ANVISA™’ (15%).

Em se tratando de um composto facilmente ionizésetia de se
esperar que isso facilitasse a detecgcédo por M@ntanto, essa propriedade, pode
acarretar em falta de precisdo de retencdo cromdditcey Isso foi observado,
guando da quantificacao da cefalexina usando o d&vocdetector. Portanto, o uso
do agente de pareamento catidnico dihidrogénioafostde tetrabutilamonio
(HTBA) foi também considerado.

Baseado em trabalho desenvolvido no grupo para aisande
amoxicilina em plasma humarn® o HTBA foi adicionado na amostra e n&o na
fase movel como comumente é utilizado.

A concentragédo de HTBA avaliada foi de 2,0 mM,respondente a

proporcéo de ordem de ®foléculas do agente de pareamento ibnico em relacéo
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ao numero de moléculas de cefalexina presentesomeewmtracdo avaliada (20

ng/mL).
Essa avaliacdo do controle da ionizacdo da amdstranonitorada
pela resposta dos detectores de UV e MSidura 4.84 mostra os resultados

obtidos pelos dois detectores para as amostrasdasl

90

Cefalexina preparada em solvente
75 i
1 | Cefaexina preparada em solve
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Figura 4.84 —Cromatogramas de analise da cefalexina prepamdakente e em

leite com uso do agente de pareamento ibnico HTBWnitorados com o0s

detectores de UV e MS.

De acordo com os resultados obtidos € possivdiocgrgue ainda ha

uma diferenca de intensidade entre as bandas @graéitas obtidas com o MS.
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Esse comportamento mais uma vez pode ser atribmifmta de um melhor
controle da ionizagao da molécula.

Uma vez que a fase movel utilizada faz uso de umo maenponado
(NH4Ac 0,01M, pH 6,5), e também foi realizada a adicho um agente de
pareamento idnico (HTBA) na amostra, um ultimo pw#io que poderia auxiliar
no controle da ionizagdo da cefalexina seria oroentla temperatura utilizada na
coluna cromatogréfica.

Deste modo foi avaliada a temperatura de 35 °Camatas as colunas
cromatograficas utilizadas (RAM-BSAg@ analitica &). Os resultados obtidos
nao mostraram uma melhora significativa na repgetduzie dos tempos de retencao,
no entanto, o uso da temperatura de 35 °C foi hanti

Outro fator levado em consideragao foi o volumetmoausado pela
valvula de 6 caminhos empregada no acoplamento dia@s colunas
cromatograficas utilizadas. A fase movel avaliadeaa extracao da cefalexina da
coluna extratora ap0s a exclusao protéica ,H(0,01M, pH 7,5)/CHCN
(90:10)), proporcionava a extragao do composto kygps o acoplamento das duas
colunas, de modo que o tempo de retencao podersacalteracoes.

Foi realizada entédo alteragdes na forca da faselnde modo que a
porcentagem de acetonitrila (5%) utilizada na fageel de exclusdo proteina foi
removida, aumentando a retencdo da cefalexina.

Os resultados obtidos mostraram que o hifename@ibC-MS/MS
continuou a apresentar problemas de precisdo, wnajwe as areas das bandas
cromatograficas obtidas apresentaram uma disperséito grande de valores
(Figura 4.85)

E importante ressaltar que o desenvolvimento de mgtodo
cromatografico com deteccdo por MS para essa cthssatibioticos exige o uso
de artificios para controlar a ionizacdo do anaitosolucaa® e ao mesmo tempo
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uma eficiente ionizacdo € necessaria para queezgdet por MS seja alcancada
com sucesso.

Deste modo, assim como para o cefacetril, ndo fmsipel o
desenvolvimento de um meétodo por injecdo diretaanh®stra para analise de

cefalexina em leite bovino com detecc¢ao por MS.

L 7 2 e
0o = L
w0 2 4 & 8 10 12 14 15 18 Time [min]
i anked b it £

Figura 4.85 — Cromatogramas de analise da cefalexina (0nL) em leite
utilizando a coluna Gg— BSA (5 x 0,46 cm d.i) (120A, 1) e Gg-Hypersil (5%

0,46 cm d.i.) (120A, 16m), com deteccdo por MS. Condi¢Bes cromatograficas:
Linha (A): NH,Ac 0,01 mol/L (pH 7,5) — 5 minutos para exclusdot@ica; Linha
(B): NH,Ac 0,01 mol/L (pH 7,5): CBCN (90:10 v/v) para transferéncia e analise
da cefalexina na coluna analitica; e Linha (C):,A¢10,01 mol/L (pH 7,5):
CH3CN (50:50 v/v) para limpeza da coluna RAM-BSA.

190



Resultados e Discussdo

4.5 — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO
ENANTIOSSELETIVO POR INJECAO DIRETA DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO DOS

METABOLITOS DO ALBENDAZOL POR LC-MS-MS

4.5.1- DESENVOLVIMENTO

Considerando os problemas verificados nos estudssadtibioticos
cefalosporinicos e também levando em consideragamrdicdes utilizadas para
andlise dos metabdlitos do albenzadol em plasman®doi?’ foi feita uma
otimizacdo das condicGes cromatograficas para ofitede uma eficiente exclusao
das proteinas do leite, extragdo dos metabdlitosnantioresolucdo para o
albendazol sulfoxido, sem o uso de soluc¢des tangasna

Foi usada solucao fosfato de potassio dibasico dase movel, para
exclusdo das proteinas do plasma bovino, no tralat#senvolvido por BELAZ?
Sabendo, que agua pode ser usada de modo efipamatexclusdo de proteinas do
leite, foram avaliadas misturas de agua e acelanimo fase moével. De acordo
com os resultados obtidos, n&o foi observada nealdiferenca significativa para
a exclusao das macromoléculas e extracao dos nitiab®dNenhuma perda de
resolucédo entre os metabolitos foi observada, ddéongoie 0 desenvolvimento de
um método em leite sem o0 uso de solucédo tampamétizado. ATabela 4.36
apresenta as condicdes cromatograficas otimizadas. mesmo sistema
multidimensional apresentado iégura 4.82 foi utilizado nesse estudo, com o
emprego de uma coluna quiral como coluna analitica.

Para otimizacdo das condi¢cdes de ionizacdo no MS;ompostos
foram preparados e analisados separadamente nant@odo de 500 ng/mL na
fase movel utilizada na coluna quiral (aguaCN, 50:50).
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A Figura 4.86 mostra os espectros de massa obtidos com o apste d
parametros de ionizagao, assim como os espectrimmhsidragmentos obtidos com
amplitude de fragmentacao de 0,35 para todos @s Amtransicoes selecionadas
para monitoramento de cada composto estao listealégbela 4.37e asTabelas
4.38 4.39 e 4.40 apresentam 0s parametros de ionizagdo otimizadas qaala

composto.
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Tabela 4.36:Condi¢bes cromatograficas utilizadas, no sistembidimaensional,
para a exclusdo das macromoléculas e eluicdo dagoanna coluna RAM-&
BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.) e para a analise dos nidital do albendazol na coluna

quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilod& 0 x 0,46 cm d.i.).

Tempo (min) Evento

BOMBA 1

0,00-5,00 FM: 100% agua [exclusdo das proteinas pela colulisl-R -
BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.)]; vazao de 1,0 mL/min

5,01-7,30 FM: agua:Ci&N (60:40) (extracdo dos compostos da coluna
RAM-Cg-BSA); vazdo de 1,0 mL/min

6,30-7,30 FM: agua: GEN (60:40) [transferéncia dos compostos da
coluna RAM-G-BSA para a coluna analitica]; vazdo de 1,0
mL/min

7,31-12,30 FM: CECN:agua:lSO (75:15:10) (limpeza da coluna RAM-C
BSA); vazdo de 1,0 mL/min

12,31-20,00 FM: 100% agua (condicionamento da @IBAM-Cs-BSA);

vazao de 1,0 mL/min

BOMBA 2

0,00-6,30 FM: dgua:GEN (50:50) [condicionamento da coluna analitica
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15 #@®.cm d.i.)];
vazéo de 0,8 mL/min

6,30-7,30 FM: agua:GJEN (50:50) (transferéncia dos compostos da
coluna extratora para a coluna analitica); vazaa,&enL/min

7,30-20,00 FM: agua:GEN (50:50) (anéalise do ABZ-SENH,, ABZ-S0O,
e (£)-ABZ-SO)
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Figura 4.86 —Espectros de massa e de ions fragmentos dos mitsal&kBZ-SQ-
NH,, ABZ-SG; e (+)-ABZ-SO.
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Figura 4.88 —Continuacao.
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Tabela 4.37 —Transi¢cOes selecionada para monitoramento nos igr@os de
MRM.

Composto TransicGes monitoradag
ABZ-S0O,-NH, 240> 198
[M+H]* = 240 240> 133

ABZ-SO, 298> 256
[M+H] " = 298 298-> 266

(+)-ABZ-SO 282> 222
[M+H]* = 282 282> 240
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Tabela 4.38:Condic¢des de ionizac&o otimizadas para a analigBdeSO,-NH, —

0 a 10,1 minutos.

Tune Source (ESI+) Set
Capillary Current Control Off
Trap Drive 40.9
Skimmer 40V
Lens 1 -5V
Octapole RF amplitude 140,3 Vpp
Partition 6,8V
Lens 2 -60,0V
Capillary exit 109,0V
Oct1D.C 12,0V
Oct2D.C 1,70V
HV end plate offset -500V
Current end plate 217,500nA
HV capillary 4000V
Dry temp 325 °C
Dry gas 8,0L/min
Nebuliser 20,0psi
Trap
Charge control On
Accumulation time 50000ps
ICC target 70000
Max accumulation time 50000ps
Averages 7 spectra

Vacuum System
Vacuum high

Vacuum fore

1,07 ©,05 mbar
3,25'®00 mbar

198



Resultados e Discussdo

Tabela 4.39:Condi¢bes de ionizacdo otimizadas para a anatige)dABZ-SO —

10,1 a 15,0 minutos.

Tune Source (ESI+) Set
Capillary Current Control Off
Trap Drive 44,00
Skimmer 40V
Lens 1 -5V
Octapole RF amplitude 149,2 Vpp
Partition 4,3V
Lens 2 -60,0V
Capillary exit 112,2V
Oct1D.C 12,0V
Oct2D.C 1,70V
HV end plate offset -500V
HV capillary 4000V
Dry temp 325°C
Dry gas 8,0L/min
Nebuliser 20,0psi
Trap
Charge control On
Accumulation time 50000ps
ICC target 70000
Max accumulation time 50000ps
Averages 7 spectra

Vacuum System
Vacuum high

Vacuum fore

1,07 ©,05 mbar
3,25'®00 mbar
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Tabela 4.40:Condi¢cbes de ionizacdo otimizadas para a an&aigeBd-SO, — 15,0

a 20,0 minutos.

Tune Source (ESI+) Set
Capillary Current Control Off
Trap Drive 45,20
Skimmer 40V
Lens 1 -5V
Octapole RF amplitude 152,4 Vpp
Partition 4,3V
Lens 2 -5,0V
Capillary exit 113,3V
Oct1D.C 12,0V
Oct2D.C 1,70V
HV end plate offset -500V
HV capillary 4000V
Dry temp 325°C
Dry gas 8,0L/min
Nebuliser 20,0psi
Trap
Charge control On
Accumulation time 50000ps
ICC target 70000
Max accumulation time 50000ps
Averages 7 spectra

Vacuum System
Vacuum high

Vacuum fore

1,07 ©,05 mbar
3,25'®00 mbar
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As condi¢des de quantificacdo pelo espectrometrmagsa precisou
ser dividido em 3 segmentos referentes ao maximordeacao de cada composto
levando em consideracdo a separacdo cromatogeiiica eles. AFigura 4.87
apresenta o cromatograma obtido para uma solugéermn 0s quatro compostos
avaliados. Foi também avaliado parametros de iga@atermediarios para as trés
classes de compostos mas problemas com relacd@csdmr do método foi

observado.

Intens.

x104 1 , 2 3

8_

4

: AN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]

Figura 4.87 —Cromatograma de analise dos metabolitos (1) ABZ-188, (9,0
ng/mL); (2) R-(+)-ABZ-SO (27 ng/mL); (3) S-(-)-AB30O (27 ng/mL) e (4) ABZ-
S0,.ABZ-SO,-NH; (27 ng/mL) em leite bovino utilizando as colunasNREg-
BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.) e tris(3,5-dimetilfeniltamato) de amilose (15,0 x 0,46
cm d.i.), com deteccao por MS. Bomb&A) agua 100%; (B) agua:GHBN (60:40)

e (C): CHCN /agua/ISO (75:15:10); vazédo de 1,0 mL/min. Bor2bh@®): agua:
CH:CN (60:40); vazao de 0,8 mL/mim; volume de injecE@OpL.
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Estabelecidas as condi¢cdes cromatograficas, ftizada um estudo
do efeito de matriz para garantir a eficiéncia aaano.

FU e colaboradores® destacaram, em um estudo envolvendo a
determinacéo de indinavir em urina humana por LONUS o efeito da matriz na
ilonizacdo e consequentemente na sensibilidadeces@vedas analises. De acordo
com o trabalho, com um melhor tratamento da amaestra diminuicdo acentuada
do coeficiente de variacéo (precisdo medida pessalos picos) foi obtida.

Poucos sdo os trabalhos em fluidos biolégicos p6FMS que
discutem e apresentam estudos envolvendo o efaitonakriz principalmente
utilizando injecao direta de amostras biolégicasawez que os 6rgaos reguladores
(FDA nos EUA e a unido européia, por exemplo), amb@comendem, néo
possuem nenhuma exigéncia com relacdo a este dipsstddo. ROGATSKY e
STEIN **® recentemente apresentaram uma discussdo sobeeeasiulade e a
importancia desse tipo de estudo no desenvolvimdetonétodos analiticos e
bioanaliticos.

De acordo com os protocolos de validagédo dos orggmdadores, o
espectrometro de massa é considerado um outrddigietector passivo; os efeitos
da matriz ndo séo considerados para a maioriaal@mgdes se nao ha influencia
na reprodutibilidade e linearidade do métd§bd.

Os efeitos da matriz podem fortemente suprimir igiéefcia da
ionizagdo da amostra, levar a um aumento do ruddiintla de base, entre outros
efeitos negativos, diminuindo a sensibilidade daoceh& de modo que, um estudo
do efeito causado pela matriz torna-se importantaocvariavel no controle de
qualidade da otimizacdo do método.

Os estudos envolvendo os efeitos da matriz destgoams condi¢cdes
cromatograficas e/ou pré-tratamento da amostralis@&tamente responsaveis pela

eficiéncia da ionizacdo da amostrg:13% 16316
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Deste modo, utilizando o esquema representadéiquaa 4.88 e as
condi¢bes cromatograficas descritasTadela 4.36 as solugdes dos metabalitos
(100 ng/mL cada) foram infundidas separadamenteacanxilio da bomba seringa
e as respostas foram medidas contra injecdesadaszo sistema cromatografico

de amostras de leite desnatado e integral e agua.

Bomba 2

(= i

Descarte

Bomba

VAR
AN Seringa

Analitica

Auto-injetor

Valvula seletora

posigdo 1 %ﬁ

Figura 4.88 —Representacdo esquematica do sistema utilizadoopastudo de

efeito de matriz.

A Figura 4.89 apresenta os resultados obtidos. E possivel \arific
uma deflexdo na linha de base entre 8 e 10 minlg@nalise referente a virada da
valvula para o acoplamento das colunas. Nenhuma alieracdo significativa no
cromatograma € observado para os trés composthadms de modo que pode-se
inferir que ndo had um efeito expressivo da matne goderia atrapalhar a

validacdo do método.
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Intens. Intens. |

x109 | m/z240.0>198.0 | x4 m/z298.0>266.0

1.0 3.0

25
0.8
2.0

0.6 1
1.5

0.4 1.0

ABZ-S0O,-NH, ABZ-S0O,
§ 5 18 % b L L Tmemm o 3 4 6 ' 8 10 12 114 Tmeqmmn
ot m/z282.0>240.0

| ()-ABZ-SO
0o 2 4 6 8 10 12 14  Time min]

Figura 4.89 —Cromatogramas representativos do estudo de efeitoadriz.(----)

— leite integra] (----) — leite desnatado:-(-) — aguae (---) — efeito da valvula de
acoplamento

Com as condi¢des cromatograficas estabelecidasapgquantificacéo
simultanea dos metabdlitos do albendazol, ABZ-88,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-
ABZ-SO e ABZ-SQ, foi construida uma curva de calibracdo para caetabolito
levando em consideragao as transi¢coes apresemadabela 4.37

No entanto, os valores de CV obtiddalpela 4.4) foram bastante
discrepantes, principalmente para as amostrasoterde qualidade variando de
6,66 a 36,1% para o ABZ-$DIH,; de 13,7 a 92,7% para o R-(+)-ABZ-SO; de
6,57 a 92, 7% para o S-(-)-ABZ-SO e de 3,55 a 33pé&a o ABZ-SQ@ Estes
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valores encontram-se completamente fora dos limiestabelecidos pela

ANVISA ™' para precisdo de métodos bioanaliticos.

Tabela 4.41:Preciséo (CV%) dos valores da curva de calibragéia @ analise de
ABZ-SO,-NH, , R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-S£n=3) em leite bovino.
Concentracdo 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3%dia (n=5) 3 dias (magdi

(ng/mL) (n=15)
CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
ABZ-SO»-NH,
9,20 14,3 11,5 36,1 20,6
13,0 10,4 12,9 31,7 18,3
19,0 6,66 7,30 32,2 15,4
R-(+)-ABZ-SO
27,2 27,3 69,5 92,7 63,2
39,0 18,8 50,0 56,4 41,7
57,0 13,7 86,5 28,1 42,8
S-(-)-ABZ-SO
27,2 14,7 12,5 92,7 40,0
39,0 68,5 83,1 41,3 64,3
57,0 6,57 49,6 27,9 84,1
ABZ-SO,
27,2 6,85 11,2 20,9 13,0
39,0 8,76 15,3 33,4 19,1
57,0 3,55 6,91 27,9 12,8

Considerando problemas na ionizacdo das molédalasn realizados
varios testes e modificagcbes nos parametros dacte8petro de massa. Mesmo
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assim, continuaram altos os coeficientes de varipeda as replicatas das amostras
controle. Foi verificado, no entanto, que os reslds apresentavam uma melhora
significativa quando o espectrometro de massa srgrgmado para monitorar
somente uma transi¢céo de cada ion.

Esse problema pode ser explicado pelo principifudeionamento do
ion-trap. Existem dois tipos de sistemas MS-MSid&an no espaco” e “tandem no
tempo”. Os instrumentos que operam em “tandem pages apresentam dois
analisadores de massas independentes, em localzdiférentes no instrumento.
Exemplos deste tipo de equipamento incluem sist@l®dsgplo quadrupolo (QgQ)
e sistemas compostos por um quadrupolo e um atatisde tempo de véo
(QgTof). O modo mais comum de operacdo em sistema&andem no espaco” é
a varredura de ions, na qual um ion precursor écisebdo no primeiro
quadrupolo. O ion precursor é entdo sujeito a e=sagin uma cela de colisdo
(segundo quadrupolo), e o espectro de massas dssfragmentos resultante é
obtido a partir do ultimo estagio (terceiro quadidop do espectrometro de
massas®®

Os instrumentos que operam em “tandem no tempg” esdogeral,
espectrometros de massas do tipo “ion-trap” e é€pretros de transformadas de
Fourier (FT-ICR). Os varios estagios do espectriomméé massas sao realizados
em um mesmo volume fisico, mas em tempos diferehtesite o experimentd™
Deste modo, a quantidade de ions a serem aprisisnfrdgmentados e analisados
deve estar saturando a resposta do equipamento.

Por este motivo, a validacdo do método foi readzatbnitorando
apenas uma transicdo de cada ion dos metabolifbabéla 4.42apresenta os ions

selecionados para o monitoramento.
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Tabela 4.42: TransicOes selecionadas para monitoramento nosiewgreos de
MRM.

Composto TransicGes monitoradag
ABZ-S0O,-NH, 240> 198
[M+H]* = 240

ABZ-SO, 298> 266
[M+H] " = 298

(+)-ABZ-SO 282> 240
[M+H]* = 282

4.5.2— VALIDACAO

Com as condi¢cfes cromatograficas e de ionizacabelstidas para a
quantificacdo simultanea dos metabdlitos do albmridaABZ-SO-NH,, R-(+)-
ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-S@ em amostras de leite bovino, o método
analitico foi validado consistindo de avaliagOes mtecisao inter e intradia,
exatidao, eficiéencia de extracéao, lineridade, satiztde, limites de quantificacao e
deteccéo e estudos relacionados a estabilidade.

A andlise dos metabdolitos foi realizada, utilizarsgoas condicdes
cromatograficas descritas mabela 4.36e as condi¢cGes de ionizac&o descritas nas
Tabelas 4.38, 4.3 4.40.

Analises por espectrometria de massas twndem (MS/MS)
geralmente sdo consideradas capazes de gerartesspeketivas. No entanto, em
situacdes mais complexas, a observacdo de multiasicbes de MRM pode
aumentar ainda mais a seletividade. Neste métailondnitorada somente uma
transicdo especifica de cada ion, no entanto, d&monitoramento desses ions, a
seletividade do metodo foi também avaliada pelodestle efeito de matriz.
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Os cromatogramas do estudo de efeito de matriagé@sentados na
Figura 4.89 onde pode-se verificar que nao ha interferénc@sdfiativas para os
compostos, mostrando que o método € seletivo paraquatro bandas
cromatograficas.

Para a construcdo das curvas de calibracdo, osvalue de
concentracao utilizados foram estipulados, baseadomite maximo residual
(LMRs) dos metabdlitos do albendazol em leite.

As curvas de calibracao para o ABZ-84(H,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-
ABZ-SO e ABZ-SQ foram obtidas em funcdo das é&reas das bandas
cromatograficas, relativas as seguintes concergsa¢)00; 9,00; 10,0; 12,0; 14,0;
16,0; 18,0 e 20,0 ng/mL para o ABZ-8RNH,; 27,0; 30,0; 36,0; 42,0; 48,0; 54,0 e
60,0 ng/mL para o ABZ-S{Ce para cada um dos enantibmeros do (+)-ABZ-SO. As
amostras foram preparadas em leite bovino, emdaigl, e foram injetados 100
ul.

Os modelos matematicos para curvas de calibracdenpser tanto
lineares quanto nao-lineares nos seus parametresc@dha entre esses dois grupos
de modelos dependera do tipo de método e/ou da fdé&x concentracdo de
interesse. Como regra geral, deve ser selecionadodelo que melhor representa
a relacdo sinal/concentracdo dos analitos avalidos

Neste caso, as curvas analiticas foram obtidagéstrde um modelo

de regressao ponderada (1/X) quadratica ndo laprasentados riégura 4.90.
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Igura 4.90 —Curvas analiticas para o
SO e ABZ-SQ.

Os coeficientes de corr
calibracao foram acima de 0,98; a p

exatiddo apresentou um desvio menor que 15 % @o maminal de concentragao

em todas as concentracdes da curva

ABZ-50H,, R-()-ABZ-S0, S5-(-)-ABZ-

elacdo linear (r) obtidos darvas de

recisdo dabcttps foi inferior a 15% e a

, exceto parai® de quantificacdo, onde o

209




Resultados e Discussdo

desvio encontrado foi de 20%. Todos os valoreslobtestdo dentro dos critérios
de aceitacdo de métodos em fluidos bioldgicos éamins pela ANVISAL?

A precisdo e a exatidao intradia e interdias doodwforam avaliadas
analisando-se cinco replicatas dos trés contrategualidade (9,20; 13,0 e 19,0
ng/mL para o ABZ-S@NH,; 27,2; 39,0 e 57,ig/mL para cada enatibmero do
(x)-ABZ-SO e também para o ABZ-$0 em um mesmo dia e em dias néo
consecutivos. A precisdo foi expressa pelo cogfieiade variacdo (CV%) e a
exatidao foi calculada através da interpolacéordsgltados na equacao obtida da
curva de calibracédo e expressa como porcentagesiesi@o entre as quantidades
adicionadas e as quantificadas, nas trés concéaayaliadas. Os resultados sao
apresentados neabela 4.43

A precisao apresentou para as replicatas das awasieficientes de
variagao entre 1,50 e 15,0 considerando-se ostadesl obtidos para todos os
compostos, enquanto que os valores de exatiddaramarientre 84,9 e 113% das
concentracdes nominais. Todos os valores estamdéog critérios de aceitacid.

A precisdo e exatiddo do método foram também aladigoelas
analises de duas amostras, de concentracfes desitt@thao analista, e chamado
de teste cego. Os resultados obtidos estdo apmdssnhalabela 4.44 e todos

estao de acordo com os critérios de aceitagcaoopaweodo.
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Tabela 4.43:Exatidao (%) e precisdo (CV%) intradia e interd@a a analise de
ABZ-SO,-NH, , R-(+)-ABZ-S0O, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-S£(n=5) em leite bovino.

Concentracdo 1°dia (n=5) 2° dia (n=5) 3°dia (n=5) 3 dias (mgdi
(ng/mL) (n=15)
Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV
%) (%) () (%) (%) (%) () (%)

ABZ-SO,-NH,
9,20 86,6 9,24 849 464 859 558 858 6,49
13,0 858 11,1 854 121 874 7,49 86,7 10,2
19,0 854 151 849 168 857 150 104 1,56

R-(+)-ABZ-SO
27,2 105 12,3 106 14,8 105 14,6 105 139
39,0 94,1 150 91,6 534 99,6 106 951 10,3
57,0 853 7,24 87,3 479 865 378 864 527

S-(-)-ABZ-SO
27,2 102 547 990 490 92,0 3,69 97,7 4,69
39,0 105 587 97,1 569 937 762 986 6,39
57,0 969 1,74 97,6 641 962 977 969 597

ABZ-SO,
27,2 113 14,1 113 14,9 108 105 111 13,2
39,0 950 10,9 91,8 143 874 141 91,4 131
57,0 858 7,57 857 6,77 887 836 86,7 7,57
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Tabela 4.44:Precisao e exatidao obtidas no teste cego de ABZANEI,, R-(+)-
ABZ-S0O, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-S@em amostras de leite bovino (n=3).

Analito Concentracdo Precisao (CV) Exatidao
(ng/mL) (%) (%)
ABZ-SO,-NH,
Amostra 1 9,60 10,1 98,2
Amostra 2 16,8 6,66 109
R-(+)-ABZ-SO
Amostra 1 28,8 9,28 89,4
Amostra 2 50,4 11,8 86,6
S-(-)-ABZ-SO
Amostra 1 28,8 1,02 85,0
Amostra 2 50,4 9,04 87,3
ABZ-SO,
Amostra 1 28,8 5,65 87,8
Amostra 2 50,4 13,4 86,7

Os percentuais de eficiéncia de extracdo para asajanalitos, em
cada concentracdo, foram calculados pela razde entralor médio das areas
encontradas nas amostras preparadas em leite b@zbd com os resultados das
amostras (n=5) preparadas no solvente agw8H40:60). Os resultados estdo
apresentados neabela 4.45

Os valores obtidos mostraram que a coluna extrégiAd1-Cg-BSA)

é eficiente para a extracdo dos analitos do leitenb e na transferéncia destes

para a coluna analitica.
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Tabela 4.45:Eficiéncia de extracdo obtida para as amostrasaierde qualidade
do ABZ-SO-NH,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-SQ(n=5)

Analito Recuperacéo Analito Recuperacéo
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
ABZ-SO,-NH, R-(+)-ABZ-SO
9,20 92,8 27,2 81,0
13,0 109 39,0 72,2
19,0 112 57,0 77,9
ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO
27,2 71,8 27,2 70,1
39,0 75,9 39,0 110
57,0 77,6 57,0 73,5

O critério de aceitagdo para o limite de quantf@&a foi que a
precisdo e a exatiddo de trés amostras extraidagsitngipassassem o valor de 20 %
de variabilidade, enquanto que o limite de detedgéoalculado, obtendo-se um
sinal trés vezes maior que o ruido do detectonalises obtidos para os limites de

guantificacéo e de deteccao estdo apresentadicsbedta 4.46

Tabela 4.46: ABZ-SO,-NH,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-SOQem
amostras de leite bovino (n=3).

Analito Limite de Quantificacdo Limite de Deteccao
(ng/mL) (ng/mL)
ABZ-S0O,-NH, 6,00 0,30
R-(+)-ABZ-SO 24,0 0,55
S-(-)-ABZ-SO 24,0 0,50
ABZ-SO, 24,0 0,30
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Para a realizac&o dos testes de estabilidade, fatilpadas amostras
preparadas nas concentracbes dos controles dedapeale os farmacos foram
considerados estaveis na matriz biologica e entdoluguando foram observadas
variagdes inferiores a 15 % com relagao as coragidgs iniciais.

A estabilidade das amostras em solucado (Agu£Q8H- 50:50) foi
avaliada por um periodo de 10 dias e de acordoosorasultados obtidos todos os
metabolitos apresentaram-se estaveis no periodiadva

Para a avaliacdo da estabilidade das amostras eipts de
congelamento e degelo, as amostras foram preparsRsoncentracdes dos
controles de qualidade do método, foram analisedediatamente (tempo zero) e
depois de congeladas a -20°C. Nos tempos espeofd@4, 48 e 72 horas) as
amostras foram degeladas, a temperatura ambiemtealsadas. Alabela 4.47
apresenta os valores de precisédo e exatiddo dasatap (n=3) apos os trés ciclos
de degelo.

Através dos dados obtidos pode-se verificar questas metabdlitos
mantiveram-se estaveis apés os ciclos de congetangenegelo. E importante
destacar que, embora os valores obtidos no terceimestejam dentro dos limites
estabelecidos, os valores obtidos para o ABZ-SB, e 0 ABZ-SQ indicam que

esses compostos nao suportariam mais um ciclogidade
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Tabela 4.47:Resultados do estudo de estabilidade a cicloggdela para o ABZ-
SO-NH,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-S£em amostras de leite bovino
(n=3).

Analito Tempo Zero 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo
(ng/mL) CV Exatiddao CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatidao
%) (%) () (%) () () (%) (%)
ABZ-SO»-NH,
9,20 924 866 6,60 104 3,27 111 4,64 112
13,0 11,1 858 3,53 90,3 290 951 2,25 88,5
19,0 1,51 854 432 884 480 113 2,15 86,5
R-(+)-ABZ-SO
27,2 12,3 105 6,50 112 2,54 95,7 9,29 114
39,0 15,0 94,1 342 932 3,92 995 284 106
57,0 724 853 339 893 103 987 211 102
S-(-)-ABZ-SO
27,2 547 102 6,62 109 6,57 112 425 893
39,0 587 105 4,37 948 4,19 96,2 524 958
57,0 1,74 96,9 4,07 975 3,17 98,6 3,10 96,7
ABZ-SO,
27,2 14,1 113 521 968 2,30 930 1,63 87,0
39,0 109 950 350 99,3 576 102 548 853
57,0 757 858 584 930 203 107 857 849

Para a avaliacdo da estabilidade de curta durag&oamostras
preparadas nas concentracdes dos controles dedapeliforam analisadas
imediatamente e depois de deixadas em repouso petatmra ambiente na

bancada por seis horas.

215



Resultados e Discussdo

A estabilidade das amostras, durante a perman@oa@ato-injetor, foi
avaliada durante um periodo de 10 h, que foi o tengressario para a realizacéo
da curva de calibracéo.

Todas as amostras permaneceram estaveis duranfgeraslos,
avaliados, com coeficientes de variacao inferi@ekb % e exatiddo dentro dos
limites de aceitacdo do métodd’

O estudo da estabilidade de longa duracdo tem cohjetivo
estabelecer o tempo maximo em que amostras podemapecer armazenadas,
apo0s a coleta, antes de serem analisadas. Pareestgtio, as amostras nas
concentragdes controle foram analisadas imediat@nagos a preparacédo (tempo
zero) e armazenadas a -20 °C. As amostras arma=efiam degeladas uma
Unica vez e analisadas nos seguintes tempos: 37 Slias. Todos os resultados
obtidos foram calculados por interpolacdo na culgacalibracdo e comparados
com os obtidos das amostras analisadas no tempo ga&ra obter o valor de
exatidao.

A Tabela 4.48 mostra os valores de precisdo e exatidao para as
avaliacOes de estabilidade de longa duracéao.

As amostras apresentaram estabilidade de 5 diapaBZ-SQ-NH,

e para 04+)-ABZ-SO; para 0 ABZ-S@a estabilidade apresentada foi de 3 dias.
Apos esses periodos os valores de exatidao olbdm® maiores do que 15% de

variacao.

216



Resultados e Discussdo

Tabela 4.48:Resultados da estabilidade de longa duracdo dast@awnale leite,
fortificadas com ABZ-S@NH,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-S§)

armazenadas a -20°C.

Analito Tempo Zero 3 dias 5 dias 7 dias
(ng/mL) CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddao CV Exatidao
%) (%) () (%) () (%) (%) (%)
ABZ-SO»-NH,
9,20 86,6 9,24 477 101 573 86,8 590 60,0
13,0 858 11,1 587 90,2 9,76 89,8 545 48,8
19,0 854 151 479 895 6,97 90,7 6,70 66,5
R-(+)-ABZ-SO
27,2 105 12,3 6,98 89,9 354 898 433 453
39,0 94,1 150 3,12 101 498 873 221 478
57,0 853 7,24 220 978 511 104 1,03 50,9
S-(-)-ABZ-SO
27,2 102 547 578 104 3,44 93,1 8,99 29,7
39,0 105 587 6,42 108 6,31 869 582 40,0
57,0 96,9 1,74 2,04 988 572 86,2 572 56,6
ABZ-SO,
27,2 113 14,1 4,12 91,2 3,21 470 149 240
39,0 95,0 109 2,79 84,9 598 369 12,0 129
57,0 858 757 333 855 563 450 3,20 350
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"Ter problemas na vida € inevitdvel, ser
derrotado por eles € opcional.”

ROGER CRAWFORD



Conclusdes

5 - CoNcLUSOES

5.1 — DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE COLUNAS RAM-BSA

As colunas RAM-BSA sédo de facil preparo e bastafil@entes na
exclusédo de proteinas do leite utilizando agua cdmse moével. O estudo de
exclusdo protéica realizado para as colunas RAM-BS8# suportes {g fenil e
amino, indicou que a presenca de sais na fase ratigeed o perfil de exclusdo das
proteinas, quando comparado com agua. A colunacafmira que apresentou pior
perfil de exclusédo frente as solucdes testadasurniempo de aproximadamente 8
minutos para eficiente exclusdo das proteinas.uBlizacdo seria mais indicada
para compostos nao ionizaveis, onde a utilizaca@agla como fase mével de
exclusdo pudesse ser feita. As colunas RAM-BSAeCenil apresentaram perfis
de exclusdo semelhante, com eficiente exclusdopd#sinas até 5 minutos de
analise.

O detector de indice de refracdo utilizado no énidd estudo de
retencédo dos antibiéticos aminoglicosideos, emj@gotanha sido usado pra analise
de aminoglicosideos?® ndo apresentou boas respostas, nas condicdeadagli
oferecendo duvidas com relagcdo aos cromatogramadosbJa, o detector de
espalhamento de luz (ELSD) mostrou-se eficienteepdd ser utilizado com

confianca em analises para estes antibidticos.
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5.2 — AV/ALIACAO DO FATOR DE RETENCAO PARA OS ANTIBIOTICOS
AMINOGLICOSIDEOS UTILIZANDO CROMATOGRAFIA DE PAREAM ENTO IONICO E

DETECCAO POR ELSD

A utilizacdo das colunas RAM-BSA e RAM-ADS em méisdara
anadlises de antibidticos aminoglicosideos € problea uma vez que o
comportamento apresentado por estes antibidtiessas colunas, € imprevisivel.
Isto pbde ser constatado nas analises realizadds, &0 foi possivel a obtencéo
de uma fase movel para eficiente exclusao dasipestee posterior extragcdo dos
antibioticos analisados.

Os estudos envolvendo TFA mostraram que uma possieacio da
gentamicina pode ser obtida em concentracfes aben@1M. No entanto, essas
concentracdes resultariam em valores muito bairgsHipodendo prejudicar além
da coluna cromatogréfica a excluséo das proteimésite.

O estudo de fator de retencdo realizado com amaslanaliticas
mostrou uma alta seletividade para a gentamicinen ap uso do acido
trifluoracético como agente de pareamento i6niaoceluna Gs, onde a separagao
dos componentes das gentamicinas foi obtida sonvani@ndo a concentragcédo do
acido utilizado. Do mesmo modo foi possivel obaeniém uma separacao entre os
epimeros da neomicina. Foi também verificado umomeontrole dos fatores de
retencdo com o aumento da concentracdo dos ageEnpgeseamento idnico.

Baseado nesses resultados foi desenvolvido e dalittés métodos
para a analise de controle de qualidade dos trékiditos aminoglicosideos:
estreptomicina, neomicina e gentamicina em medintoeeveterinarios usando o

ELSD como detector.
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Todos os meétodos desenvolvidos mostraram-se psatiooeares,
precisos, exatos e seletivos e foram aplicados swoesso para medicamentos
veterinarios comercialmente disponiveis.

O meétodo de quantificacdo dos componentes da gema@nproposto
apresentou fatores de resposta semelhantes a uodan@g publicado por
quantificacdo com padronizacdo externa secundarimostrando-se eficiente e
confiavel, podendo ser utilizado com segurancauaamtificacdo desses compostos

em medicamentos.

5.3 - DESENVOLVIMENTO DE UM METODO POR CLAE-
MULTIDIMENSIONAL PARA ANALISE DE ANTIBIOTICOS CEFAL OSPORINICOS EM

LEITE BOVINO UTILIZANDO MS COMO DETECTOR

No desenvolvimento de métodos para analise dosbi@intds
cefacetril e cefalexina por LC-MS-MS, foi verifieastarios problemas com relagao
a ionizacado das moléculas utilizando solucdes taanbas e agentes de pareamento
ibnico como fases moveis cromatograficas. Essas fa®veis sdo de fundamental
importancia para o método multidimensional propostoa vez que para ambos
antibioticos, um severo controle da ionizacao devreealizado.

O uso dessas condi¢des cromatograficas dificultdasenvolvimento
do método, uma vez que de acordo com o0s resultadtidos, uma falta de
reprodutibilidade entre as replicatas de analisesvérificada. Uma série de
alteracOes foram avaliadas para um melhor contral®nizacdo da amostra, mas
nenhum resultado positivo foi observado.

Deste modo, néo foi possivel o desenvolvimento rdemeétodo por
injecdo direta de amostra para analise dos antbgtefalosporinicos cefacetril e
cefalexina em leite bovino por detecgcao com MS.
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5.4 — DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE UM METODO
ENANTIOSSELETIVO POR INJECAO DIRETA DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO DOS

METABOLITOS DO ALBENDAZOL POR LC-MS-MS EM LEITE BOVINO

A cromatografia multidimensional foi empregada ceumgesso para a
analise simultanea do (+) e (-)- albendazol-sutfoxdo albendazol-sulfona e para
o albendazol-amino-sulfona, em leite bovino, cojagéo direta de amostras. Este
tipo de analise permitiu o desenvolvimento de untode pratico, linear, exato,
preciso, seletivo e sensivel podendo ser utilizaala estudos farmacocinéticos
enantiosseletivos e para estudos de analise dieiossios mesmos.

Foi importante também nesse tipo de desenvolvimentestudo de
efeito de matriz realizado. De acordo com essadedi possivel verificar que a
coluna RAM-BSA utilizada para excluir os interfetes e extrair os analitos de
interesse foi eficiente. Nenhuma alteracao sigmifie na ionizacdo da amostra

causada pela matriz avaliada foi observada.
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