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RESUMO

ANALISE DE GLUCURONIDEOS EM URINA HUMANA COM INJECAO
DIRETA DE AMOSTRAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA
A ESPECTROMETRIA DE MASSA

Este trabalho descreve os resultados obtidos nos estudos feitos para quantificar
fenil-B-D-glucuronideo (FG) e nitrofenil-B-D-glucuronideo (NFG), em urina
humana por inje¢do direta de amostra, utilizando-se sistemas LC-MS/MS. Para
injecao direta de amostras, as colunas RAM-BSA SAX e RAM-BSA Cs foram
preparadas e avaliadas em relacdo a capacidade de exclusdo das macromoléculas
da urina e a capacidade de reten¢do do FG. Ambas as colunas apresentaram boa
capacidade de retencdo para o glucuronideo, no entanto, quanto a exclusdo, a
coluna RAM-BSA SAX mostrou-se mais eficiente, visto que nesta coluna nao
houve eluicdo de interferentes, apds o tempo de exclusdo. Porém, a coluna
RAM-BSA SAX nao pode ser utilizada para a quantificacdo de FG por LC-
MS/MS, pois as condigdes cromatograficas estabelecidas para esta coluna
envolveram alta concentracdo de tampao (formiato de amoénio 40 mM), o que
acarretou na supressao total do sinal referente ao FG. Portanto, a coluna RAM-
BSA Cs foi selecionada para o desenvolvimento dos métodos. Neste trabalho
avaliaram-se os analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ) e ion trap (IT)
para ambos os glucuronideos estudados. Nas condi¢des analiticas desenvolvidas
utilizando-se UHPLC-QqQ, ndo foi possivel se obter seletividade. Quando o IT
for utilizado como analisador, a seletividade foi obtida no modo
multidimensional para o FG, utilizando-se a coluna RAM-BSA C; na primeira
dimensao e a coluna Ascentis Express F5 na segunda dimensdo, e no modo

simples para o NFG. As figuras de méritos obtidas por padronizag¢do externa, a
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partir de uma curva construida fortificando-se um pool de urinas, foram exatas e
precisas, com LQ de 1,0 ug/mL e LD de 0,5 ug/mL, para FG, e LQ de 4,0
pug/mL e LD de 3,0 pg/mL, para o NFG. Para aplicagio dos métodos, a
calibracdo por adicdo de padrdo foi adotada para contornar as diferencas
individuais entre as urinas dos doadores. Das seis amostras toxicologicas
analisadas, uma amostra ultrapassou o valor de referéncia da normalidade para
fenol urindrio. Para o NFG, na auséncia de amostras toxicologicas, o método foi

aplicado em amostras-padrao preparadas no laboratorio.
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ABSTRACT

GLUCURONIDE ANALYSIS WITH DIRECT INJECTION OF HUMAN
URINE BY LIQUID CHROMATOGRAPHY MASS SPECTROMETRY

This work describes the results obtained from studies carried out to quantify
phenyl-B-D-glucuronide (FG) and nitrophenyl-B-D-glucuronide (NFG) in
human urine by direct injection sample using LC-MS/MS system. The columns
RAM-BSA SAX and RAM-BSA C8 were prepared and evaluated in relation to
their exclusion capability of urine macromolecules and retention capability of
FG by direct injection samples. Both columns presented good retention
capability for glucuronide, however, the RAM-BSA SAX column was more
efficient in exclusion since this column did not have any interferences eluting
after the exclusion time. However, the RAM-BSA SAX column can not be used
for FG quantification by LC-MS/MS because the chromatographic condition of
this column presented high buffer concentration (40 mM ammonium formate),
which resulted in total suppression of the FG signal. Therefore, the column
RAM-BSA Cg was selected for the development of the methods. In this study
we evaluated triple quadrupole (QqQ) and ion trap (IT) mass spectrometry for
both selected glucuronides. It was not possible to obtain selectivity in the
analytical conditions developed using UHPLC-QgQ. When we used the IT
analyzer, we obtained selectivity in a multidimensional mode for the FG using
the column RAM-BSA C8 in the first dimension and the column Ascentis
Express F5 in the second dimension. For the NFG we achieved selectivity in a
unidimensional mode. The figures of merit obtained with external standarization
calibration curve with spiked pooled urines were accurate and precise. For FG,

the LQ and LD were 1.0 pg/mL and 0.5 pg/mL, respectively, and to NFG, the
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LQ and LD were 4.0 pg/mL and 3.0 pug/mL. For the method application we
adopted calibration by standard addition to minimize the individual differences
between urine donors. To all six toxicological samples analyzed, just one
exceeded the regulatory limits for urinary phenol. For NFG, there were no
toxicological samples available, thus the method was applied in spiked samples

in the laboratory.
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INTRODUCAO



" O unico lugar onde o sucesso vem antes que o trabalho é no

dicionario." (Albert Einstein)



1. Introducao

1.1. Glucuronideos

Xenobidticos sdo substincias estranhas para o organismo' e
podem ser eliminados tanto na forma inalterada quanto metabolizados.
Quando esses compostos apresentam polaridade elevada sdo facilmente
excretados, no entanto, os lipofilicos sdo metabolizados, a fim de serem
transformados em compostos mais polares e de facil excrecdo.”®

A biotransformagdo ¢ um processo complexo que engloba
etapas de absor¢do, distribuicdo e excre¢do. A biotransformagdao de
xenobidticos envolve um sistema enzimatico e pode ser dividida em duas
etapas, denominadas reagdes de fase I e de fase II. As reacoes de fase I
consistem em: oxidagdo, reducdo e hidrolise, promovendo a
funcionalizacdo dos xenobioticos, tornando-os aptos a sofrerem as reagdes
de fase II. Ja nas reagdes de fase II, ocorre a conjugagdo entre substratos
endogenos (acido glucurdnico, sulfato, acetato ou aminoacidos) e os

8
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metabolitos funcionalizados resultantes das reacoes de fase I
geral, os grupos funcionais suscetiveis as reagdes de fase II sdo alcoois,
hidroxilaminas, acido carboxilico, aminas, sulfonamidas e tidis.

Em relacdo a glucuronidacdo, o cofator envolvido ¢ o UDP
(uridina difosfato) - 4cido glucurénico (UDPGA) (FIGURA 1.1), e a
enzima que catalisa diretamente essa reagcdo ¢ a UDP-
glucuronosiltransferase’. O UDPGA ¢ encontrado em todos os tecidos do

corpo humano e faz parte do metabolismo intermediario que se relaciona

’ : A - 10
com a sintese de glicogénio .
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FIGURA 1. 1: Cofator UDP-4cido glucurénico (UDPGA)

Pode-se notar que o carbono 1 da por¢do acido glucuronico da
UDPGA tem configuracdo a, e, durante a transferéncia para o substrato,
ocorre a inversdao de configuracdo por um mecanismo via Sy-2, formando

B-glucuronideo (FIGURA 1.2).
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FIGURA 1. 2: Reagdo de glucuronidacdo via Sx-2

Esse mecanismo € aceito como o mais provavel na formagao

, ) 4,9,11,12
de glucuronideos por diversos autores.”

No entanto, a reatividade via
Sn-1 também € pronunciada, visto que o oxigénio vizinho ao carbono
anomeérico, com a saida do grupo abandonador, estabiliza o carbocation

formado, conforme pode ser observado no esquema da FIGURA 1.3.
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FIGURA 1. 3: Reagdo de glucuronidagao via S-1.

A glucuronidagdo ¢ uma das reagdes de metabolizacdo mais
relevantes quando se trata de xenobiodticos, sendo 40-70% desses
metabolizados por esta via e, posteriormente, excretados na bile e urina, na
forma de metabolitos, em geral, inativos". No entanto, glucuronideos
bioativos ou téxicos também podem ser formados, como, por exemplo, a
morfina-6-glucuronideo que ¢ um analgésico mais potente que a propria

14 . . ey .
morfina °. Considerando, ainda, que xenobidticos possuem tempo de meia-



vida relativamente curto (2 a 3 dias), ensaios para a deteccdo e/ou
quantificacdo destes devem ser realizados preferencialmente logo apos a
coleta do material biologico, o que dificulta a rotina nas areas de analises
clinicas, forenses, no controle do doping, em estudos de toxicidade e no

. ’ 15-20
desenvolvimento de novos farmacos.

Dessa forma, a quantificacao de
glucuronideos torna-se uma alternativa interessante ja que prolonga o
tempo para a detec¢do dos xenobidticos nos fluidos biologicos'”.

Portanto, ¢ de extrema importancia que existam meétodos
precisos e capazes de detectar e quantificar glucuronideos em matrizes
biologicas, em especial na urina. A urina ¢ resultante da excre¢do renal,
sendo a urina humana composta principalmente de agua (95%, em
média)m, ureia, acido trico, sais, creatinina, aminoacidos, fosfolipideos,
além de outras substancias que representam 0,2% do total, como proteinas,
hormoénios, enzimas ¢ metabolitos hidrossoluveis (FIGURA 1.4). Em
resumo, na urina estdo presentes compostos acidos, basicos e neutros e
ainda enddgenos de elevada polaridade, o que torna a quantificagdo de
analitos nesta matriz um desafio. Esta tarefa passa a ser mais dificil e
interessante, quando o objetivo ¢ a quantificagdo de compostos tao polares
quanto os interferentes presentes na matriz. Assim, a quantificacdo de
glucuronideos em wurina ¢ uma tarefa desafiadora. Vale ressaltar que,
embora a urina seja complexa, ¢ uma matriz muito adequada para ser

eye .. .y . ~ s . 22
utilizada analiticamente, pois ¢ obtida de forma ndo invasiva.
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FIGURA 1. 4: Composi¢do da urina humana — adaptado da referéncia >

Os métodos classicos de andlise de glucuronideo em fluidos
biologicos empregam hidrolise acida ou enzimatica (incubagdo dos

242 . \
e, em seguida, procede-se a

glucuronideos com f-glucuronidase)
quantificacdo da aglicona, geralmente apolar. Quando a técnica de
cromatografia gasosa (CQG) ¢ utilizada, uma etapa adicional de derivagdo da

N -32
amostra torna-se necessar1a.303

Consequentemente, reacdes paralelas
gerando subprodutos podem ocorrer, ocasionando problemas de precisao e
exatiddo no método.

Sendo assim, estudos estdo sendo realizados com a finalidade
de desenvolver métodos para quantificar glucuronideos sem hidrolise
prévia. Alguns exemplos estdo listados na TABELA 1.1. No entanto, para
que a quantificagdo direta de glucuronideo em wurina seja viavel,
recomenda-se um preparo de amostra adequado e a utilizagdo de sistemas

LC-MS/MS, ja que se trata da analise de um analito em baixa concentragdo

inserido em uma matriz complexa.



TABELA 1. 1: Trabalhos publicados na literatura que empregam quantificagdo direta de

glucuronideo em urina.

Sistema LC- Fonte de Tratamento da
Analitos (s) Ref.
MS/MS ionizacao amostra
Precipitacdo de
proteina com
) MeOH, 3
Etil-glucuronideo LC-Q-Trap-MS/MS ESI’ )
centrifugacdo e
concentragdo da
amostra
Metabolitos do
diazepam: ozaxepam . SPE s
LC-QqQ-MS/MS ESI .
e temazepam (Oasis HLB)
glucuronideos
Screening de o
Liofiliza¢do, LLE )
Glucuronideos de LC-QqQ-MS/MS ESI’
) e SPE (SAX)
esteroides
. Diluicao e 35
c¢THC-glucuronideo LC-IT-MS/MS ESI .
centrifugacao
Bisphenol-A SPE 3
LC-QqQ-MS/MS ESI
glucuronideo (Sep-Pack C18)
Glucuronideos da . Centrifugagdo e 3
LC-QqQ-MS/MS ESI o
morfina dilui¢do
Acido micofenélico Precipitagdo de
glucuronideo proteinas, dilui¢do
(MPAG) e Acido . e centrifugacdo 1%
LC-QqQ-MS/MS ESI

micofendlico acil
glucuronideo

(AcMPAG)

automatizadas
utilizando placas

de 96 pogos

continua a seguir
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TABELA 1. 1: Trabalhos publicados na literatura que empregam quantificagdo direta de

glucuronideo em urina - continuagdo

Sistema LC- Fonte de Tratamento da
Analitos (s) Ref.
MS/MS ionizacao amostra
N-acetil-p- o
. . Diluigdo e 39
aminofenol LC-QqQ-MS/MS ESI .
centrifugacao
glucuronideo
Deoxinovalenol-3- Diluigao e 40
LC-Q-Trap-MS/MS EST .
O-glucuronideo centrifugacao
Asenapina-N"- . SPE online a1
LC-QqQ-MS/MS ESI .
glucuronideo (Oasis HLB)
Bromofenol . LLE e SPE 42
LC-Q-Trap-MS/MS ESI
glucuronideo (WAX)
Nicotina-N-3-D-
glucuronideo e UHPLC-QqQ- EST* SPE (Oasis HLBe .
Cotinina- N-B-D- MS/MS MCX em série)

glucuronideo

1.2. Sistema LC-MS/MS

Os sistemas LC-MS/MS tornaram-se indispensaveis na
quantificacdo de compostos com baixa concentragdo em matrizes
biologicas, pois se trata de uma técnica analitica que agrega alta
seletividade, sensibilidade e eficiéncia de separagao com a possibilidade de

~ . ~ . . 44
obtencao de informacodes estruturais referentes aos analitos.

As interfaces de ionizacdo a pressao atmosférica (API) sdo
comumente empregadas, dentre elas a ionizagdo por electrospray (ESI) e a

ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI). A ESI ¢ uma técnica de
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ionizacdo branda, na qual geralmente ocorre a protonacdo [M+H] ou a
deprotonacdo do analito [M-H] no modo positivo e negativo de anélise,
respectivamente. A ESI ¢ eficiente especialmente quando se trata de
compostos polares e, como a ioniza¢gdo do analito ocorre em solugdo (fase
moével em LC), compostos termolébeis ndo estdo sujeitos a degradagio.”*

A APCI pode ser considerada uma técnica complementar a
ESI, ja que ¢ eficiente para analitos apolares ou pouco polares e,
necessariamente, termoestaveis.**°

Em relacdo aos analisadores de massa na analise de pequenas e
grandes moléculas, os mais utilizados sdo quadrupolos (Q), ion traps (IT) e
time-of-flight (TOF). Nas ultimas décadas, o progresso tecnoldgico da
espectrometria de massa permitiu o acoplamento entre os analisadores,
dando origem a espectrometria de massa Tandem, sendo o triplo
quadrupolo (QqQ) um dos analisadores mais empregados e difundidos.
Também surgiram analisadores hibridos, como, por exemplo, o
quadrupolo-ion trap (QTrap) e quadrupolo-time-of-flight (QTOF).*

0O QqgQ ¢ muito utilizado para quantificacdo, sendo bastante
versatil, pois permite a realizagdo de experimentos que fornecem
informacgoes estruturais sobre o analito em estudo. Os experimentos mais
comuns sao varredura de ions totais (full MS scan), varredura de ion-
produto (product ion scan), varredura de ion-precursor (precursor ion
scan), varredura da perda de fragmento neutro (neutral loss) e
monitoramento de reacdo selecionada (SRM).”

No experimento de full MS scan, todos os ions sdo detectados
sem sofrer fragmentacao, ou seja, os quadrupolos funcionam apenas como
filtros de massa. Neste modo de aquisi¢dao, no QqQ, a sensibilidade ¢ baixa,

pois o equipamento analisa continuamente diversos ions a0 mesmo tempo.

Ja o experimento de product ion scan ¢ amplamente utilizado e pode
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fornecer informacgdes estruturais importantes sobre a molécula analisada.
Neste experimento um ion-precursor de m/z especifico € selecionado no
primeiro quadrupolo, fragmentado no segundo quadrupolo que funciona
como uma ce¢lula de colisdao induzida (CID) pela presenga de um gas inerte,
geralmente argonio, e no terceiro quadrupolo € realizada uma varredura de
ions produto. No experimento de precursor ion scan, um ion produto de
m/z especifica ¢ selecionado no terceiro quadrupolo e realiza-se uma
varredura no primeiro quadrupolo em uma faixa de massa especifica,
filtrando ions que dardo origem ao ion produto pré-selecionado. No modo
neutral loss scan, os dois analisadores de massa (Q1 e Q3) sdo sintonizados
para monitorar uma mesma diferenca de massa constante. O espectro de
massa resultante apresenta ions-produtos obtidos a partir da perda de um
fragmento neutro de massa especifica dos ions-precursores, muito util
quando uma classe de compostos sofre uma etapa comum de fragmentagao.
O modo selected reaction monitoring (SRM) € o preferido para a
quantificacdo de moléculas em diversas matrizes, pois permite aumento da
seletividade e da sensibilidade por meio do monitoramento de transi¢des
especificas da molécula em estudo. Nesse modo, no primeiro quadrupolo
seleciona-se o ion-precursor determinado. No segundo quadrupolo, que
atua como CID, ocorre a fragmentagao deste ion-precursor, gerando ions-
produtos. No terceiro quadrupolo, os ions-fragmentos selecionados sio
filtrados. A representacdo dos experimentos realizados em um triplo

quadrupolo estd na FIGURA 1.5.%"!
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FIGURA 1. 5:Experimentos realizados no Qg0 — adaptado da referéncia®

Embora esses experimentos sejam ferramentas uteis e

fornecam informagdes valiosas, uma avaliacdo criteriosa dos dados obtidos
: 53 ..

deve ser realizada. Pozo et al.”” descrevem resultados falso-positivos e

falso-negativos em relacdo a quantificacdo de poluentes organicos em
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matrizes ambientais. Um dos exemplos mais interessantes abordados foi

em relacdo a quantificacdo do dimetoato (FIGURA 1.6) em agua.

N

@)
S
H

0%
/

FIGURA 1. 6: Estrutura do dimetoato

A transi¢do selecionada para quantificacdo foi m/z 230 - 125.
Esta transicdo ¢ especifica, pois se refere a perda neutra do fragmento
CH;NHCOCH,SH. No entanto, se apenas esta transi¢ao fosse monitorada,
um resultado de falso-positivo seria obtido. Os autores avaliaram diferentes
amostras de agua, livres de dimetoato (branco), e detectaram sinal nesta
transicao, com variacao de retengdo em relagdao ao padrdao de apenas 0,9%.
No entanto, utilizando-se a transi¢do m/z 230 = 199 para confirmagdo, os
autores reconheceram o falso-positivo. Portanto, ¢ necessario o uso de ao
menos duas transicoes, de preferéncia especificas, para confirmar a
presenca do analito de interesse, sempre em comparagdao ao tempo de
retencdo do padrdo analitico. Porém, esta recomendacdo se torna um
desafio, quando se trata de moléculas pequenas, de baixo peso molecular,
com poucas possibilidades de fragmentacdo. Muitas vezes, as transigoes
mais especificas ndo sdo as mais intensas, 0 que torna mais interessante e
complexo o trabalho com sistemas LC-MS/MS. Nesses casos, outros
experimentos devem ser utilizados em conjunto para confirmagdo dos
analitos de interesse. Por exemplo, glucuronideos eliminam o fragmento
neutro m/z 176 Da, referente a porcao acido glucurdnico da molécula. No
trabalho de Fabregat et al.”®, os autores utilizaram experimento de perda

neutra para confirmar se havia metabolitos da testosterona na forma de
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glucuronideos presentes na urina, mesmo apds a hidrolise com f-
glucuronidase. Com 1sso, identificaram dois glucuronideos que sdo
resistentes a hidrolise e que poderiam ser subestimados, de acordo com o
método de quantificagdo utilizado.

Dependendo do objetivo, o analisador do tipo IT passa a ser
mais vantajoso que o triplo quadrupolo. Isto se deve ao seu mecanismo de
funcionamento que permite experimentos do tipo MS", ou seja, isolamento
e fragmentacdo de ions em sequéncia, em um mesmo compartimento. Este
processo, separado somente pelo tempo (fandem no tempo), gera espectros
de massa que fornecem diversas informagdes sobre a estrutura do ion-
precursor. No entanto, este analisador ndo realiza experimentos de
precursor ion scan € neutral loss. Os experimentos realizados pelo

analisador IT estdo representados na FIGURA 1.7 a seguir.”°

— — Deteccgdo dos fons

Full Scan

o Deteccao dos ions

|
¢

Product ion Scan

— o Deteccdo dos fons

Product ion Scan - MS?

l

MSn

FIGURA 1. 7: Experimentos realizados no IT
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Um analisador que consegue unir as vantagens do QqQ e do IT
¢ o hibrido QTrap, sendo possivel a realizacdo de experimentos como full
MS scan, precursor ion scan, product ion scan € neutral loss e também
experimentos de MS". Assim, se ganha em sensibilidade ¢ em espectros de
massa com mais informacgoes estruturais, tornando este analisador 1til tanto
para elucidagdo estrutural quanto para quantificacdo de compostos
presentes em matrizes complexas.”””®

E importante destacar que, mesmo com sistemas LC-MS/MS
sensiveis e seletivos, como os disponiveis atualmente, ndo se deve
negligenciar o preparo de amostra.” Deve-se avaliar o efeito de matriz
(ME), a eficiéncia do processo (EP) e a recuperacio (RE) no
desenvolvimento de um método analitico. Estes pardmetros podem
influenciar na linearidade, precisdao e exatiddo do método desenvolvido,
levando a quantificacdo erronea. O mecanismo que rege o ME ainda nao
foi totalmente estabelecido, porém o mais aceito ¢ a ocorréncia de uma
competicdo entre o analito e interferentes presentes na matriz, durante o
processo de ionizagdo, o que pode culminar com 0 aumento ou a supressao
do sinal do analito no sistema LC-MS/MS. Este efeito ¢ pronunciado
quando se utilizam fontes de ionizacdo API, e esforcos devem ser
empenhados para minimizar o ME.” O ME pode ser estimado
comparando-se as areas das bandas de um lote de padrido preparado em
solvente em relacdo a um lote de matriz fortificada com padrao apds o pré-
tratamento da amostra, ambos na mesma concentragdo®', conforme a

férmula a seguir:

ME (%) = B/A x 100

B = matriz fortificada apos pré-tratamento

A = padrdo em solvente
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Quando o valor obtido para ME (%) for > 100, significa que
houve aumento do sinal do analito e, quando o valor de ME (%) for < 100,
indica supressao do sinal do analito. A recuperagao ¢ avaliada comparando-
se as areas de um lote de matriz fortificada com padrao antes do pré-

tratamento com um lote de matriz fortificada ap6s pré-tratamento®".

RE (%) = C/B x 100
B = matriz fortificada apos pré-tratamento

C = matriz fortificada antes do pré-tratamento

Por fim, a eficiéncia do processo ¢ a relacdo das areas de um
lote de matriz fortificada com padrdo antes do pré-tratamento com um lote

de padrio preparado em solvente®.

EP (%) = C/A x 100

C = matriz fortificada antes do pré-tratamento

A = padrdo em solvente

Na FIGURA 1.8, observa-se um esquema demonstrando o

procedimento para avaliar o ME, RE ¢ EP.
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A Solugio padrio A

Matriz
v
\ 4

v

v

X

A - Padrio em solvente B — Matriz fortificada C — Matriz fortificada
apos pré-tratamento antes do pré-tratamento

FIGURA 1. 8: Protocolo para avaliagio de ME, RE e EP adaptado de Trufelli et al.®’

No entanto, vale ressaltar que essa avaliagdo proposta por
Trufelli et al.*! ndo se aplica a métodos por extracdo on-line. Até o ano de
2011, n3o havia nenhuma guia de validagdo com recomendagdes sobre a
avaliacdo do efeito de matriz em métodos on-line at¢ que a FEuropean
Medicines Agency (EMA)® publicou um protocolo. De acordo com a
EMA, seis lotes de matriz devem ser avaliados, fortificando-se as amostras
nos niveis baixo ¢ alto de concentracdo em relacdo ao limite de
quantificacdo do método. A variabilidade de resposta entre os lotes, para
cada concentragdo, nao deve passar de 15% para ser aceitavel. No entanto,
no protocolo da EMA, n3o ha recomendacdo sobre como avaliar a
recuperagao em meétodos por extragcdo on-line da matriz. Assim, os estudos
da exclusdo das macromoléculas da matriz e transferéncia dos analitos para

a segunda dimensdo devem ser rigorosamente avaliados.
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1.3. Preparo de amostra

O preparo de amostra ¢ uma etapa-chave no desenvolvimento
de um método bioanalitico, o qual precisa ser confidvel, rapido e eficiente.
Nesta etapa, que representa 75-80% do tempo total empregado no método,
procura-se a exclusdo ou eliminagdo de interferentes presentes na matriz,
podendo ainda possibilitar uma pré-concentracdo dos analitos de
interesse.”

Entre as técnicas mais comumente utilizadas no preparo de
amostra, destacam-se a extra¢dao liquido-liquido (LLE), a precipitacao de
proteinas (PP) e a extra¢io em fase solida (SPE).”**%" Estas técnicas estdo
bem estabelecidas na literatura e sdo largamente empregadas. No entanto,
possuem diversas desvantagens, em especial, alta demanda de tempo.®%*%
Técnicas modernas de preparo de amostra sdo rapidas, convenientes e,
quando necessario, devem empregar quantidade minima de solvente,
cendrio esse que se engaja no conceito de quimica verde.”” Um dos
principais objetivos da quimica verde ¢ o emprego de métodos analiticos
mais seguros, tanto em relacdo ao analista quanto ao meio ambiente, e que
ainda produzam residuos menos toxicos. Esta meta pode ser alcancada por
meio do desenvolvimento de novos procedimentos analiticos ou,
simplesmente, pela adaptacio de um método convencional, de forma a
incorporar etapas que demandem materiais menos perigosos ou, a0 menos,
utilizem menores quantidades destes, por meio de técnicas on-line e/ou
miniaturizadas.”" "

Nesse sentido, técnicas de injecdo direta de amostra ou ainda
técnicas que minimizem seu preparo tém sido exploradas, uma vez que

diminuem os erros de manipulacdo inerentes ao analista, ¢ a perda dos

analitos durante as etapas de manipulagdo, promovem a economia de
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solventes, minimizam o manuseio de amostras perigosas ou infecciosas e
aumentam significativamente o numero de analises por unidade de tempo.
Dentre essas técnicas, destacam-se a cromatografia de fluxo turbulento
(TFC, turbulent flow chromatography), a microextracdo em fase solida no
capilar (in tube-SPME), os polimeros com capacidade de reconhecimento
molecular (MIP, moleculary-imprinted polymers) e as colunas de meio de
acesso restrito (RAM).*""

Na cromatografia de fluxo turbulento, empregam-se colunas
com didmetro interno reduzido (0,5; 1,0 ou 2,1 mm) empacotadas com
particulas na ordem de 20-60 pum. Estas colunas sdo eluidas sob alta vazao
(maior que 1,2 mL/min) e, devido ao grande espago intersticial entre as
particulas da fase estaciondria e a alta velocidade da fase movel, ¢ gerado
um fluxo turbulento. Com isso, as macromoléculas, como proteinas e
lipideos, sdo eluidas no volume morto da coluna, pois ndo ha tempo habil
para interagirem com a fase estacionaria. J4 as pequenas moléculas ficam
retidas, pois conseguem se difundir para o poro da fase estacionéria.***">7
ApoOs o término da eluicdo das macromoléculas, os analitos retidos na
coluna de TFC sdo eluidos e transferidos para a coluna cromatografica.”
Esta técnica ¢ eficiente ¢ demanda baixo tempo de analise, no entanto,
algumas desvantagens podem ser destacadas, como, por exemplo, a
ocorréncia de efeito memoria e a baixa vida util das colunas de TFC que se
mantém reprodutiveis por até¢ 500 injecoes, em meédia, dependendo das
condicdes em uso.*"”

A in tube-SPME ¢ uma alternativa no preparo de amostras on-
line. Nesta técnica utiliza-se um capilar de silica fundida, revestido
internamente com uma fase estaciondria quimicamente ligada. A

automacao se da pela fixacdo do capilar entre a alca de amostragem e a

agulha do autoinjetor do sistema HPLC. O autoinjetor aspira a amostra do
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frasco e transporta-a para o capilar a uma velocidade linear constante e,
posteriormente, este volume ¢ dispensado novamente no frasco. Esses
ciclos aspirar/dispensar sdo executados repetidamente e, durante este
processo, ocorre particdo ou sor¢ao do analito com a fase estacionaria, até
que o equilibrio seja atingido. Os analitos extraidos sdo dessorvidos do
capilar pela percolacdo da fase movel ou pela adicdo de um pequeno
volume de solvente organico, apds posicionar a valvula do injetor HPLC na
posi¢do injetar. Os analitos dessorvidos sdao transferidos para a coluna

L. o . ~  49,64,77,78
analitica do HPLC, para separacao e posterior deteccao.

Um capilar
pode ser reutilizado na injecdo de 500 amostras, em média, sem ser
deteriorado. Essa técnica, embora apresente vantagens interessantes, como,
por exemplo, o baixo custo, apresenta uma grande desvantagem que ¢ a
necessidade de amostras “limpas”, pré-filtradas e centrifugadas, visto que
amostras complexas podem causar o entupimento do capilar.”””

Colunas empacotadas com polimeros molecularmente
impressos (MIP) sdo ferramentas de preparo de amostra on-line altamente
seletivas. Uma rede polimérica ¢ criada ao redor da molécula-alvo
(modelo) e, apos sua polimerizacao, este modelo ¢ removido e fica
impressa no reticulo polimérico uma cavidade capaz de reter o analito de
interesse ou moléculas de uma mesma classe por afinidade quimica e

L. . ~ . . 65,67,71,74,75
estérica por meio de extragcdo seletiva da matriz.

No entanto, a
alta seletividade do MIP pode tornar-se um inconveniente, pois dificulta
sua comercializacdo, ja que estes sdo especificos, € 0 seu preparo envolve
alto custo. Outra dificuldade inerente aos MIPs estd relacionada a
dificuldade em eluir o analito retido na cavidade polimérica, o qual pode
ficar fortemente ligado e resultar em métodos pouco reprodutiveis.”

As fases do tipo RAM sdo materiais biocompativeis e

permitem a injecdo direta de matrizes complexas, pois sdo capazes de
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fracionar a amostra biologica, separando as macromoléculas do analito de
interesse. As macromoléculas sdao impedidas de entrar em contato com o
interior da fase estacionaria devido ao seu tamanho, maior que o poro do
suporte. Ainda, devido a superficie externa do suporte ser altamente
hidrofilica, as macromoléculas ndo interagem com o mesmo e sdo eluidas
no volume morto da coluna. Ja as pequenas moléculas acessam o interior
do suporte e ficam retidas por interacoes hidrofobicas, de troca idnica
(IEX) ou afinidade.

A FIGURA 1.9 representa a exclusdao de proteinas e a retengao

das pequenas moléculas nas colunas RAM.

oo,  Analito

3)

(] ’
. Macromoléculas

-\

) Fase estaciondria |

FIGURA 1. 9: Exclusdo das proteinas e reten¢ao das pequenas moléculas na fase

hidrofobica da coluna RAM. Adaptado de Mullett, W.”

Em 1985, Hagestam e Pinkerton® introduziram o primeiro
suporte cromatografico que permite injecdo direta de biofluido,
denominado internal surface reversed-phase (ISRP). Somente em 1991, o
termo meio de acesso restrito (restricted access material — RAM) foi
introduzido por Desilets et al.*' As fases do tipo RAM podem realizar a
exclusdo das macromoléculas por barreiras de difusdo quimicas ou fisicas.

Estas fases também sdo classificadas de acordo com a topoquimica da
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superficie quimicamente ligada. Bimodais sdo as fases que apresentam
propriedades diferentes na superficie externa e no interior do poro do
suporte ¢ unimodal sdo aquelas com propriedades iguais, externa e
internamente.*

Existem diversas fases do tipo RAM, como, por exemplo, as
Internal Surface Reversed-Phase - 1SRP*,  Semi-Permeable Surface -
SPS® . Shielded Hydrophobic Phases - SHPY, Alkyl-Diol Silica - ADS™,
mixed-functional-phase — MFP* ¢ ainda as fases com proteina
imobilizada.®

As colunas RAM bimodais de proteina imobilizadas foram
desenvolvidas inicialmente por Yoshida et al.’’, em 1984, através do
preparo de uma fase estacionaria C;g3 com os sitios de adsor¢dao externos
saturados com a proteina a-1-4cido glicoproteico (AGP) desnaturada.

87-8
7% reportaram o preparo de

Na sequéncia, Menezes ¢ Felix
coluna RAM por meio do recobrimento do suporte C;3 com albumina
sérica bovina (BSA) ou humana (HSA) por cromatografia frontal, sendo a
estabilidade promovida pelo entrecruzamento com glutaraldeido. Diversos
suportes cromatograficos foram recobertos com BSA ou HSA, como fases
Cs, fenil-hexil, ciano, SAX, SCX e suportes quirais, como [3-

. . 82,88,90
ciclodextrina.?*%?°  As

colunas RAM-BSA t€m sido largamente

empregadas neste grupo de pesquisa frente a diversas matrizes complexas,
. 82,91,92 : . 93-96 . 8

tais como plasma™™ 7, leite bovino ™, leite materno’’, ovo’", amostras

. 101
99’1006111‘11’13 .

ambientais

As fases do tipo RAM sdo bastante versateis e podem ser
utilizadas no modo simples de analise € no modo multidimensional. No
primeiro modo, a coluna RAM funciona como coluna extratora e coluna
analitica, uma vez que a matriz ¢ injetada diretamente na coluna RAM e,

apos exclusao das macromoléculas, os compostos de interesse sao
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analisados. Na cromatografia multidimensional (FIGURA 1.10), a coluna
RAM ¢ usada somente como coluna extratora e, apos a exclusdo das
macromoléculas, os analitos sdo transferidos para uma coluna analitica,
utilizando-se uma valvula de comutagdo, onde sdo separados e

. 102
analisados.

P —.
Bomba 1
l 1
A
Coluna Analitica
Injetor
—_—) 3 4 —
e___ o
Bomba 2
Bomba 1
[ B
Coluna Analitica
RAM
Injetor |[——EEEE— 3
- \34/
Detector

FIGURA 1. 10: Sistema multidimensional; A: exclusdo das macromoléculas e

condicionamento da coluna analitica; B: Acoplamento entre as colunas

1.4. Colunas RAM e a matriz urina

As colunas RAM tém sido largamente empregadas na analise
de diversos compostos em urina. Na TABELA 1.2, estdo descritos alguns
exemplos. Vale ressaltar que, apenas nos estudos 1 e 3, os conjugados
glucuronideos e sulfatos presentes na urina foram previamente hidrolisados

para posterior quantificagdo das agliconas.



TABELA 1. 2: Emprego de colunas RAM na anélise de compostos na matriz urina —

adaptado da referéncia®
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Sistema LC-
Estudo Analito Coluna RAM MS Ref.
Triclocarbano e seus LiChrospher” RP- 103
1 Q-Trap-MS/MS
metabolitos 18 ADS
Nucleosideos e ™ L04
2 MSpak  PK-4A QqQ-Ms/MS
nucleobases
; Bisfenol A e bisfenol A LiChrospher” RP- 105
catecol 18 ADS Q-Trap-MS/MS
_ . LiChrospher” RP- 106
4 Metabolitos de estireno QqQ-Ms/MS
18 ADS
Clorotoluron
CMPU
diuron
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia
1-naftol, 1-
hidroxinaftaleno
bisfenol A e bisfenol F LiChrospher® RP-4 107
5 IT-MS/MS
bis-(4-hidroxifenil)- ADS
metano
triclorofenol

2.,4,5triclorofenol, 2,4,5-
triclorofenoxi-acido
acético
2-(2,4,5-triclorofenoxi)-

acido propionico

continua a seguir
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TABELA 1. 2: Emprego de colunas RAM na anélise de compostos na matriz urina —

A - 49 . ~
adaptado da referéncia™ continuagdo

Abacavir, nevirapina e 108

6 o Hisep
indinavir Q-Trap-MS/MS
Biomarcadores de acrilonitrila ~ LiChrospher” 109
7 QqQ-Ms/MS
e 1,3-butadieno RP-8 ADS
Acido-s-fenilmercaptirico e LiChrospher” 1o
8 | | | QqQ-Ms/MS
acido-s-benzilmercaptirico RP-8 ADS
Shim-pack” -
9 Estrogenos Q-MS
MAYI-ODS
Empacotada

em capilar de
silica fundida
com
LiChrospher®
ADS-Cl18 e
LiChrospher®
XDS

10 Antidepressivos QqQ-Ms/MS 2

Dentre as colunas do tipo RAM comerciais, a ADS ¢ a mais utilizada. As
colunas RAM miniaturizadas também foram desenvolvidas e avaliadas na
analise de farmacos em plasma e em urina e apresentaram alta eficiéncia na
exclusdo de macromoléculas e também em relagdo ao efeito de matriz,
comumente apresentado quando se utilizam sistemas LC-MS/MS.'"?
Colunas RAM de troca 16nica também foram preparadas e avaliadas frente

3 Embora

a analise de farmacos com carater 4&cido em plasma € em urina.
as colunas RAM tenham demonstrado alta eficiéncia no clean-up de urina
na analise de diversos compostos, ainda ndo foram aplicadas na analise de
glucuronideos presentes na urina. Na literatura, encontrou-se apenas um
relato do emprego de coluna RAM na analise de glucuronideo, porém a

. . : 114
matriz avaliada foi plasma .
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1.5. Glucuronideos selecionados para o estudo

Neste trabalho, para desenvolver métodos para andlise de
glucuronideo em urina humana utilizando-se colunas RAM-BSA para
injecdo direta de amostras, selecionou-se o glucuronideo do fenol (fenil-f-
D-glucuronideo) e do nitrofenol (nitrofenil-B-D-glucuronideo) como
modelo.

O fenil-B-D-glucuronideo (FIGURA 1.11) ¢ um dos

15 Este

metabdlitos de excreg¢ao do fenol e, consequentemente, do benzeno
glucuronideo ¢ excretado na urina e pode ser utilizado como biomarcador,
tanto para exposi¢do ao fenol quanto para o benzeno. Ja o nitrofenil-f-D-
glucuronideo (FIGURA 1.11) ¢ um metabdlito do nitrobenzeno e do
nitrofenol. O nitrobenzeno ¢ largamente utilizado na sintese de diversas
substancias quimicas, sendo a anilina uma das mais importantes, ja que ¢
empregada na producao de poliuretano. Portanto, o estudo do glucuronideo
do nitrobenzeno também ¢ relevante, pois este pode ser utilizado como

. .- , N . . 116
biomarcador para anilina e também do proprio nitrobenzeno e nitrofenol .

HO,C o HO,C o
HO HO
HO HO
OH OH
0 (6]
fenil-pB-D-glucuronideo nitrofenil-B-D-glucuronideo
NO,

FIGURA 1. 11: Glucuronideos selecionados para o estudo
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi a quantificacdo de glucuronideos
em urina humana, utilizando-se colunas de meio de acesso restrito com
albumina seérica bovina (RAM-BSA) imobilizada para injecdo direta de

amostra.

Assim, 0s objetivos especificos consistiram em:

* Preparo e avaliacdo das colunas RAM-BSA SAX e Cg em relagdo

a exclusao das macromoléculas da urina;

* Estudo da retencdo do fenil-B—D-glucoronideo nas colunas RAM-

BSA preparadas;

* Desenvolvimento e validagio de meétodos para quantificar

glucuronideos em urina por LC-MS/MS.



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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3. Procedimento Experimental

3.1. Generalidades

As andlises cromatograficas foram realizadas nos seguintes

sistemas:

1 - Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu (Kyoto,
Japao), composto por duas bombas LC 10-ATvp, valvula seletora de
solvente FCV-10ALvp, degaseificador de membrana DGU-14A, detector
de ultravioleta de comprimento de onda variavel SPD-10Avp, autoinjetor
SIL10-ADvp, forno CTO-10Svp e valvula de trés caminhos Valco Nitronic
7000, para o acoplamento das colunas. O equipamento apresentava-se
acoplado a uma interface SCL-10Avp, e os cromatogramas foram
registrados através do software Class-Vp.

2 - Cromatografo liquido de ultraperformance Waters Acquity
(Milford, USA), composto por duas bombas, sendo uma binaria e outra
quaternaria, com injetor automatico Waters 2777C e sistemas de valvulas
comutadoras de seis caminhos, configuradas para extracdo on-line (1
valvula Valco® VICI para a inje¢do e 2 valvulas Everflow® para
acoplamento em duas dimensdes), acoplado a um analisador de massa
Xevo TQ-MS (Waters, Milford, USA) com fonte de ionizagdo a pressao
atmosférica do tipo electrospray (ESI), operando no modo negativo. Os
cromatogramas e espectros de massa foram registrados através do software
Mass-Lynx.

3 - Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu (Kyoto,

Japao), composto por duas bombas LC-20AD com uma valvula
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comutadora de seis caminhos Valco Nltronic 7000, degaseificador de
membrana DGU-20AS5 e autoinjetor SIL-20A. Este sistema foi acoplado a
um espectrometro de massa modelo Esquire 6000 ion trap (IT) (Bruker
Daltonics, Germany) com fonte de ionizagcdo por electrospray (ESI),
operando no modo negativo. A aquisicao de dados foi realizada utilizando-
se o software Data Analysis.

As colunas nao comerciais foram empacotadas utilizando-se
empacotadora Shandon.

As etapas de centrifugagdo foram realizadas em uma
centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R.

A dagua utilizada na composicdo das fases moveis e na
preparacdo de solugdes foi obtida em um sistema Milli-Q Gradient
Millipore (Millipore, Sdo Paulo, Brasil).

Os solventes utilizados nas andlises cromatograficas foram
todos grau HPLC adquiridos da Mallinckrodt Baker (St. Louis, EUA). O
padrao de fenil- B-D-glucuornideo (FG) foi obtido da Acros Organics (New
Jersey, USA) e o de nitrofenil-B-D-glucuornideo (NFG) foi obtido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os demais reagentes utilizados foram
obtidos de diversas fontes: Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), Merck
(Darmstadt, Alemanha), Acros (St. Louis, EUA) e Synth (Diadema, SP,
Brasil).

A homogeneizagdo das amostras foi efetuada em um vortex
PHOENX AP56.

Para a pesagem dos reagentes, foi utilizada uma balanca
analitica Mettler Toledo AL 204 com precisao 0,0001g.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,

Qualxtron, modelo 8010, com precisao de = 0,01 unidades de pH,
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conectado a um eletrodo de vidro combinado. A calibragdo do pHmetro foi
realizada com solu¢des-tampao pH 4,00 e 7,00 (Chemis).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram da
marca Eppendorf, modelo Xplorer.

As solugdes-estoques foram preparadas em agua purificada e
armazenadas a — 20 °C. Um pool de seis urinas foi utilizado nos estudos,
sendo composto por trés urinas de doadores do sexo feminino e trés de
doadores do sexo masculino.

O uso de urina humana foi aprovado pelo Comité de Etica
Humano da UFSCar (parecer em anexo). As urinas foram gentilmente
doadas pelo Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Maricondi, situado na
cidade de Sao Carlos. As dosagens de creatinina nas amostras foram
realizadas pelo Laboratorio de Analises Clinicas Dr. Maricondi utilizando-
se 0 método cinético da reacdo de Jaffe'"”.

A urina artificial utilizada foi a Urisub® da marca CST
Technologies, Inc. Trata-se de uma solugdo salina com caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes a urina humana, porém isenta de compostos
endogenos.

Neste trabalho, urina humana branca ou urina artificial branca
compreendem urinas livres de FG e/ou NFG. As urinas foram centrifugadas
por 15 min a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado no preparo das amostras.

Todas as proporcOes expressas em porcentagem (%) neste

trabalho se referem a mistura volume/volume (v/v).

3.2. Preparo e avaliacao das colunas RAM-BSA

As silicas utilizadas para o empacotamento das colunas foram:

silica modificada aménia quaternaria (SAX) Nucleosil® SB (100A, 5Smm),
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fornecida pela Macherey-Nagel e octilsilica (Cs) Luna® (100A, 10mm),
fornecida pela Phenomenex.

As colunas foram preparadas em tubos de aco inoxidavel (50,0
x 2,1 mm). Preparou-se uma suspensdo de 0,3 g de silica em 50 mL de
metanol, a qual foi homogeneizada por ultrassom durante 3 min.
Posteriormente, os tubos de aco foram preenchidos sob pressao de 7500
psi, utilizando-se metanol como solvente. Apds empacotamento, as colunas
foram condicionadas em metanol sob vazao de 0,5 mL/min, durante 12
horas.

Para o preparo das colunas de meio de acesso restrito, seguiu-
se procedimento estabelecido no Laboratorio de Sintese Organica e CLAE
do Departamento de Quimica da UFSCar”, adaptado do protocolo proposto
por Menezes e Felix*.

Apos o condicionamento das colunas, eluiu-se uma solucao-
tampao de KH,PO, (50 mM; pH 6,0) a uma vazao de 1,0 mL/min durante
40 min. Em seguida, uma solu¢do de albumina sérica bovina (BSA) 2,0
mg/mL (preparada em solugdo-tampao KH,PO4 50 mM pH 6,0) foi eluida
pela coluna, durante 50 min. Posteriormente, percolou-se pela coluna agua
deionizada durante 40 min. Logo em seguida, eluiram-se duas fracdes de
10 mL de glutaraldeido a 25%, promovendo o intercruzamento com a BSA.
Apos repouso de 12 horas a 4 °C, uma solucao de boro-hidreto de sodio 1,0
mg/mL foi eluida pela coluna até a obtencdo de um eluato pH 10. Apos 2
horas em repouso, a fase estacionaria foi lavada com agua deionizada por 1
hora. As colunas preparadas foram mantidas em agua e armazenadas a
4 °C. Para a realiza¢ao desse procedimento, utilizou-se uma bomba LC-
10AD conectada por uma controladora CBM-10A, ambas Shimadzu
(kyoto, Japao).
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Para avaliar a exclusao das macromoléculas da urina, uma
aliquota de 1 mL do poo/ de urina humana (sem diluicao) foi centrifugada a
10.000 rpm, durante 15 min, a 4 °C. Apds condicionamento da coluna
RAM-BSA com o eluente selecionado, 50 pLL do sobrenadante do poo/ de
urina humana (sem dilui¢do) foram injetados no sistema cromatografico, a
uma vazao de 0,5 mL/min, sendo monitorado o comprimento de onda de
254 nm. A fase movel selecionada foi a que proporcionou menor tempo de
exclusdo das macromoléculas.

Para o estudo da retencdo do FG nas colunas RAM-BSA,
analisou-se solucdo-padrio de FG em 4gua (180 pg/mL) no sistema
cromatografico 1 descrito no item 3.1. Diferentes fases moveis foram
avaliadas na vazdo de 0,5 mL/min, sendo o comprimento de onda

monitorado 254 nm.

3.3. Quantificacido de fenil-p-D-glucuronideo (FG) em urina

humana por injecao direta de amostra por 2D-LC-MS/MS

3.3.1. Condicées analiticas avaliadas no sistema UHPLC-QqQ
para quantificacao de FG

A coluna RAM-BSA C;i foi utilizada, na primeira dimensao do
sistema 2D, para realizar a exclusdo das macromoléculas, presentes na
urina humana, e a pré-concentracdo dos analitos. Na segunda dimensao,
foram avaliadas as colunas Cg Luna® Phenomenex, home made (150 x 2,1,

10 pm) e Waters Acquity UPLC BEH Fenil (100 x 2,1, 1,7 um).
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Acoplamento RAM-BSA Cg - Cg

Para a otimizacdo das condi¢des de ionizagcdo, a solucado
aquosa de FG (1 pg/mL) foi introduzida por infusdo no sistema no modo
combined a uma vazao de 20 pL/min, combinada com a vazdo de 200
uL/min de solucdo aquosa contendo 0,1% acido formico/ACN 40:60 v/v
vinda do sistema cromatografico. As condi¢des estabelecidas foram:
voltagem do capilar: 2 kV, voltagem do cone: 23 V, temperatura de
dessolvatacgao: 500 °C, vazao do gas de dessolvatacao: 1000 L/hr. A
energia de colisdo (CE), para cada transicdo, foi otimizada através do
software MassLynx com a ferramenta de ajuste automatico IntelliStart. O
espectrometro de massa operou no modo selected reaction monitoring
(SRM), e as seguintes transi¢cdes foram selecionadas para monitoramento:
269,1 2 92,6 (CE=33¢V)e 269,1 2 113 (CE=11¢V).

As condicOes analiticas consistiram em:

0,00-4,00 min: exclusdao das macromoléculas, utilizando-se
como fase mével agua/ACN 99:1 (v/v);

4,01-6,20 min: ecluicdo e transferéncia do FG, utilizando-se
como fase moével solugdo aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN
70:30 (v/v);

4,30-6,20 min: acoplamento entre as colunas, tendo como fase
movel solucao aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN 70:30 (v/v);

6,20-10,0 min: analise do FG na coluna analitica Csg,
utilizando-se como fase moével solucdo aquosa contendo 0,1% de acido
formico e solugdo de ACN contendo 0,1% de 4cido formico na proporgao

70:30 (v/v).
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6,20-10,0 min: recondicionamento da coluna RAM-BSA Cg
com agua/ACN 99:1 (v/v).
A vazao utilizada, em ambas as dimensoes, foi de 0,5 mL/min,

e o volume de inje¢do foi de 10 pL.

Acoplamento RAM-BSA Cg - Acquity UPLC BEH Fenil

As condic¢des de ionizacao e as transicoes monitoradas foram

as mesmas descritas no item 3.3.1 - acoplamento RAM-BSA Cs x Cs.

As condicoes analiticas consistiram em:

0,00-4,00 min: exclusao das macromoléculas, tendo como fase
movel solucao aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN 99:1 (v/v);

4,01-6,10 min: elui¢do do FG, utilizando-se solugdo aquosa
contendo 0,1% de acido formico/ACN 70:30 (v/v);

6,10-7,10,0 min: acoplamento entre as colunas, tendo como
fase moével solugdo aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN 70:30
(v/v);

6,00-10,0 min: andlise do FG na coluna analitica Acquity
UPLC BEH Fenil, utilizando-se solucdao aquosa contendo 0,1% de acido
formico/ACN 70:30 (v/v)

6,00-10,0 min: recondicionamento da coluna RAM-BSA com
solugdo aquosa contendo 0,1% de acido férmico/ACN 99:1 (v/v);

A vazao utilizada em ambas as dimensoes foi de 0,3 mL/min, e

o volume de inje¢do, 10 pL.
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Preparo de solugoes e amostras

Solucoes de FG em agua

Preparou-se solucdo-estoque de FG (100 pg/mL) em agua.
Para a solucdo-padrao de FG a 500 ng/mL, 10 uL da solucdo-estoque
foram aliquotados e transferidos para baldo volumétrico de 2 mlL,
completando-se o volume com agua.

Para a solucdo-padrio de NFG (130 ng/mL), preparou-se
solucdo-estoque intermediaria 13 pg/mL a partir do estoque (100 pg/mL),
aliquotando-se 1300 uL da mesma e transferindo-se para balao volumétrico
de 10 mL, avolumando-se com 4gua. Para preparar a solu¢do de trabalho,
10 pL da solucao-estoque intermedidria (13 pg/mL) foram aliquotados e
transferidos para baldo volumétrico de 1 mL, completando-se o volume

com agua .

Amostra de urina branca diluida

Para a diluigdo 1:1 v/v da urina branca, 500 uL do pool (n=6)
de urina foram aliquotados e transferidos para um eppendorf contendo 500
uL de agua. Apds homogeneizacdo da amostra, centrifugou-se a 10.000
rpm durante 15 min a 4 °C. Na sequéncia, o sobrenadante foi transferido
para o vial e analisado. Este mesmo procedimento foi adotado para diluicao

da urina artificial.
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3.3.2. Desenvolvimento de método para quantificacao de FG

por LC-IT-MS/MS

Para otimizacdo das condi¢cdes de ionizagdo, realizou-se
infusdo de uma solugdo aquosa de FG (1 pg/mL) diretamente na fonte de
ionizacdo com auxilio de uma bomba-seringa. Os parametros de ionizag¢ao
foram otimizados no modo expert tune do software Daltonics Esquire. As
condi¢des estabelecidas foram: voltagem do capilar: 4,64 kV, pressdo de
nebulizagdao 30,0 psi, temperatura de dessolvatacao 325 °C, vazao do gas
de dessolvatacdo 900 L/hr, amplitude de fragmentacdao 1,00 V, target
50000 e max. accu. time 200 ms. O espectrometro de massa operou no
modo de monitoramento de ions-produtos, sendo o ion molecular
desprotonado isolado e fragmentado e os ions-produtos monitorados. Para
quantificacdo, monitorou-se o ion-produto m/z 113 e para confirmagao
monitorou-se a razao entre os ions m/z 175 em/z 113.

O sistema 3 (item 3.1.) utilizado nesse método foi configurado
no modo multidimensional, sendo a coluna RAM-BSA C; acoplada a

coluna Ascentis Express F5. O método analitico consistiu em:

0,00-4,00 min: exclusdo das macromoléculas, tendo como
fase movel solugdo aquosa contendo 0,1% de acido férmico;

4,01-9,80 min: eluicdlo do FG da coluna RAM-BSA,
utilizando-se formiato de amonio 10 mM pH 2,0/MeOH 50:50 (v/v);

8,30-9,80 min: acoplamento entre as colunas, utilizando-se
como fase mével formiato de amoénio 10 mM pH 2,0/MeOH 50:50 (v/v);

9,80-17,0 min: analise do FG na coluna analitica com

metanol/formiato de amonio 10 mM pH 2,0 60:40 (v/v);
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9,80-17,0 min: recondicionamento da coluna RAM-BSA com
solugdo aquosa contendo 0,1% de acido férmico.
A vazao utilizada em ambas as dimensoes foi de 0,2 mL/min, e

o volume de inje¢do, 20 pL.

Preparo das solucoes de trabalho

Uma solugdo-estoque de FG (10 mg/mL) foi preparada em
agua. A partir da diluicdo da solucdo 10 mg/mL, uma solucdo-estoque
intermediaria foi preparada em agua na concentracao de 1 mg/mL. A partir
da solugado-estoque intermedidria, prepararam-se solugdes de trabalho em
agua na concentracdo de 40,0, 80,0, 120, 160, 200, 280, 360, 440 e 560
ng/mL. As solugdes-padrao de calibragdo foram preparadas nas seguintes
concentragdes: 1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00; 7,00; 9,00; 11,0 e 13,0 pg/mL.

Para definicao das concentragdes das solu¢des de controle de
qualidade (CQ), foram utilizados os critérios estabelecidos pelos guias
internacionais de validagdo de métodos bioanaliticos, sendo que o CQB
deve estar entre 110-120% da concentracdo mais baixa da curva de
calibracao, o CQM deve estar entre 40-60% da concentragdo mais alta da
curva de calibracdo, ¢ o0 CQA deve estar entre 75-95% da concentracao
mais alta da curva de calibracdo. As solu¢des de trabalho nas concentragdes
de 140, 240 e 320 pg/mL foram preparadas a partir da solu¢do-estoque
intermedidria de 1 mg/mL de FG. As concentracdes estabelecidas para o
CQB, CQM e CQA foram 3,50; 6,00 e 8,00 ug/mL, respectivamente.

Todas as solu¢des foram mantidas a -20 °C.
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Preparo das amostras

As amostras de calibragdo foram preparadas em triplicata, a
partir das solugdes de trabalho em 4gua nas concentragdes de 40,0, 80,0,
120, 160, 200, 280, 360, 440 e 560 pg/mL. De cada uma destas solugdes
5 uL foram aliquotados e transferidos para eppendorf contendo 95 pL do
sobrenadante do poo/ (n=6) de urina centrifugado, 95 puL de dgua e 5 pL
de acido formico, obtendo-se solugdes de calibracdao nas concentragdes de
1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00; 7,00; 9,00; 11,0 e 13,0 pg/mL, as quais foram
transferidas para vial e analisadas no sistema LC-MS.

As amostras de controle de qualidade foram preparadas em
quintuplicata, a partir das solucdes de trabalho em agua nas concentragdes
de 140, 240 e 320 pg/mL. De cada uma destas solucdes, 5 pL foram
aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 95 pLL do sobrenadante
do pool (n=6) de urina centrifugado, 95 puL de agua e 5 pL de acido
formico ¢ obtendo-se solucdes na concentracao de 1,00; 2,00; 3,00; 4,00;
5,00; 7,00; 9,00; 11,0 e 13,0 png/mL, as quais foram transferidas para vial e

analisadas no sistema LC-MS.

Validagdo do meétodo

A seletividade do método foi avaliada através da andlise da
amostra de trés urinas de doadores do sexo masculino e trés do sexo
feminino, sem adi¢ao do analito.

O limite de quantificacao (LQ) foi estabelecido como a menor
concentragdo, cuja precisao, expressa pelo coeficiente de variacdo (CV%),

nao excedeu o valor de 20% do valor nominal da concentracdo. O limite de
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deteccao (LD) foi estabelecido como a menor concentragdo que apresentou
um sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

A estabilidade de autoinjetor também foi avaliada, seguindo os
critérios anteriormente descritos, porém a amostra foi avaliada apos 24
horas (t24) de armazenamento a temperatura ambiente. A exatiddao do t0 fo1
calculada a partir da interpolacdo da média das areas em relagdo a curva
média. J& a exatidao do lote t24 foi calculada a partir da interpolacao das
areas em relacdo a uma curva recém-preparada e injetada imediatamente
anterior ao respectivo lote.

Em relagdo a estabilidade apos ciclo de degelo, um lote de
controle foi preparado e analisado imediatamente (Dt0). Na sequéncia, este
foi congelado por 48 hrs (Dt48), degelado e analisado. A exatiddo foi
calculada a partir da interpolacdo da média das areas em relacdo a uma
curva recém-preparada e injetada imediatamente anterior ao lote Dt0.

O efeito de matriz (EM) foi avaliado qualitativamente e
quantitativamente. O EM qualitativo foi avaliado por meio de infusdo pos-
coluna do FG em agua na concentracao de 6 ug/mL com o auxilio de uma
bomba-seringa, na vazao de 10 pL/min. Concomitantemente, 20 uL. da
urina pool, urina artificial e a dgua foram injetadas individualmente no
sistema de LC, passando pela coluna RAM-BSA Cg, nas condigdes
cromatograficas estabelecidas.

O EM quantitativo foi avaliado por extracao on-/ine, seguindo-
se as diretrizes descritas no guia de validacdo publicado pela EMA. Para
tanto, seis amostras de urina de individuos diferentes, sendo estes trés
mulheres e trés homens, foram fortificadas nas concentragcdes estabelecidas
para os controles de qualidade baixo e alto. O efeito de matriz foi calculado

por meio do coeficiente de variagdo entre todas as amostras injetadas e
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também entre o grupo de homens e mulheres, segundo critério preconizado

pela European Medicines Agency (EMA)®.

Aplicacdo do método

Para aplicacdo do método, avaliaram-se as urinas de oito
individuos que se submeteram a exames clinicos para avaliar fenol urinario,
as quais foram doadas pelo Laboratério Dr. Maricondi. Para tanto, uma
curva de calibracao foi preparada conforme descrito no preparo de amostra.
As amostras de urina dos individuos doadores foram centrifugadas e 100
uL do sobrenadante foram transferidos para eppendorf contendo 95 pL de
agua e 5 uL de acido formico. Apds homogeneizagdo, as amostras foram

transferidas para vial, analisadas e quantificadas por padronizacao externa.

Adigdo de padrao

Para constru¢ao da curva de calibracao por adigao de padrao, a
partir de solucdo-estoque intermedidria de FG em agua na concentracao de
I mg/mL, prepararam-se solucdes de trabalho nas concentracoes de 40, 80,
120, 160, 200 pg/mL. Uma aliquota de 100 uL das urinas dos individuos 4,
5 e 6 foi transferida individualmente para eppendorf contendo 90 pL de
agua, 5 pL de acido formico e 5 pL das solugdes de trabalho, conforme
concentracdo desejada. Para a amostra do individuo 6, antes de proceder a
adicao de padrdo, realizou-se diluicao aliquotando-se 10 pL. da amostra e
transferindo-se para eppendorf contendo 190 puL de agua.

Uma amostra-padrao com o pool de urina na concentracao de
2 png/mL foi preparada. Para isso, adicionaram-se em eppendorf 95 pL do

sobrenadante do pool de urina pos-centrifugacao, 95 pL de 4gua, 5 pL da
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solucdo de trabalho de FG na concentracdo de 80 ug/mL e 5 pL. de 4cido
formico. As amostras preparadas foram injetadas no sistema LC-MS nas
condi¢des estabelecidas, e a curva de calibracao foi construida, sendo a
regressdo linear o modelo matematico escolhido para representar o
conjunto de dados. Igualando-se o valor de y a zero, obteve-se o valor de x

que representa a concentracdo de FG adicionada a cada urina individual.

3.4. Quantificacdo de nitrofenil-p-D-glucuronideo (NFG) em
urina humana por injecdo direta de amostra por 2D-LC-

MS/MS

3.4.1. Condicoes analiticas avaliadas no sistema UHPLC-QqQ
para quantificacao de NFG

Na primeira dimensao, utilizou-se a coluna RAM-BSA C; para
a extragdo das macromoléculas e retencdo do NFG. Na segunda dimensao,
foram avaliadas as colunas Waters Acquity UPLC BEH Fenil (100 x 2,1,
1,7 pm) e a coluna ZIC®-HILIC Merck (150 x 2,1 mm, 5 pm).

Acoplamento RAM-BSA Cg - Acquity UPLC BEH Fenil

Para a otimizagao das condi¢des de ionizagdo, solugdo aquosa
de NFG (1 pg/mL) foi infundida no sistema no modo combined a uma
vazao de 20 pL/min, combinada com a vazdo de 200 pL/min de solugdo
aquosa contendo 0,1% &cido formico/ACN 40:60 v/v vinda do sistema
cromatografico. As condi¢des estabelecidas foram: voltagem do capilar: 2

kV, voltagem do cone: 18 V, temperatura de dessolvatacao: 500 °C, vazao
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do gés de dessolvatacao: 1000 L/hr. A energia de colisdao (CE) para cada
transicao foi otimizada através do software MassLynx com a ferramenta de
ajuste automatico IntelliStart. O espectrometro de massa operou no modo
selected reaction monitoring (SRM) e selecionaram-se as seguintes
transigdes para monitoramento: 314,2 - 138 (CE = 24 ¢V) e 3142 >
112,9 (CE =14 eV).

As condicOes analiticas consistiram em:

0,00-4,00 min: exclusao das macromoléculas, tendo como fase
movel solucao aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN 99:1 (v/v);

5,01-7,00 min: eluicdo do NFG, utilizando-se solugdo aquosa
contendo 0,1% de acido formico/ACN e contendo 0,1% de acido formico
30:70 (v/v);

6,10-7,00 min: acoplamento entre as colunas, tendo como fase
movel solu¢do aquosa contendo 0,1% de acido férmico/ACN e contendo
0,1% de acido formico 30:70 (v/v);

6,10-15,0 min: andlise do NFG na coluna analitica Acquity
UPLC BEH Fenil, utilizando-se solucdao aquosa contendo 0,1% de acido
formico/ACN e contendo 0,1% de acido férmico 30:70 (v/v);

6,00-10,0 min: recondicionamento da coluna RAM-BSA com
solugdo aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN 99:1 (v/v). A vazao
utilizada em ambas as dimensdes foi de 0,3 mL/min, e o volume de injecao,

10 pL.
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Preparo de solugoes e amostras

Solucao de NFG preparada em agua

Solucao-estoque de NFG (100 pg/mL) foi preparada em agua.
Para preparar a solucao de trabalho a 500 ng/mL, 10 pL da solugdo-estoque
(100 pg/mL) foram aliquotados e transferidos para balao volumétrico de 2
mL, avolumando-se com agua.

Para se obter a solucao de trabalho de NFG na concentracao de
130 ng/mL, preparou-se solugdo-estoque intermediaria na concentracao de
13 pg/mL. Para tanto, 1.300 pL da solugdo-estoque (100 pg/mL) foram
aliquotados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL, avolumando-
se com agua. Na sequéncia, 10 pL da solucdo-estoque intermedidria (13
ug/mL) foram aliquotados e transferidos para baldo volumétrico de 1 mL,
avolumando-se com agua e obtendo-se a concentracao final de NFG de 130

ng/mL.

Amostra de urina artificial fortificada com NFG na concentracao de 130

ng/mL

Solucao-estoque de NFG (100 pg/mL) foi preparada em agua.
Preparou-se solugdo-estoque intermedidria, aliquotando-se 1.300 puL da
solucao-estoque (100 pg/mL) e transferindo-se para baldao volumétrico de
10 mL, avolumando-se com &4gua e obtendo-se a concentragdo de 13
ng/mL. Para preparar a amostra, 10 pL da solucdo-estoque intermediaria
(13 pg/mL) foram aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 490
uL de urina artificial centrifugada e obtendo-se NFG na concentracdo de

260 ng/mL. Realizou-se a dilui¢do da amostra, aliquotando-se 500 uL,
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transferindo-se para baldo volumétrico de 1 mL e completando-se volume

com agua, obtendo-se solu¢do de NFG com concentracao de 130 ng/mL.

Acoplamento RAM-BSA Cg- ZIC-HILIC

As condi¢des de ionizacao foram as mesmas descritas no item
3.4.1 - Acoplamento RAM-BSA Cg x Acquity UPLC BEH Fenil. Para gerar
o ion m/z 138 na fonte, elevou-se a energia do cone para 50 V. Para
estabelecer as novas energias de colisdo, utilizou-se o software MassLynx
com a ferramenta de ajuste automadtico IntelliStart. O espectrometro de
massa operou no modo selected reaction monitoring (SRM), e as transi¢oes
monitoradas a partir do fon m/z 138 gerado na fonte foram: 138> 92,0

(CE=20¢eV)e 138 > 108 (CE = 15 V).

As condicOes analiticas consistiram em:

0,00-4,00 min: exclusao das macromoléculas, tendo como fase
movel solu¢do aquosa contendo 0,1% de acido férmico/ACN e contendo
0,1% de acido formico 99:1 (v/v);

4,01-6,30 min: ecluicdo do NFG, utilizando-se formiato de
amonio 10 mM pH 6,8/ACN contendo 0,1% de acido formico 50:50 (v/v);

5,70-6,30 min: acoplamento entre as colunas, tendo como fase
movel formiato de amoénio 10 mM pH 6,8/ACN contendo 0,1% de acido
formico 50:50 (v/v);

6,30-10,0 min: analise do NFG na coluna analitica ZIC-HILIC,
utilizando-se formiato de amoénio 10 mM pH 6,8/ACN contendo 0,1% de

acido formico 50:50 (v/v);
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6,31-10,0 min: recondicionamento da coluna RAM-BSA com
solugdo aquosa contendo 0,1% de acido formico/ACN e contendo 0,1% de
acido formico 99:1 (v/v);

A vazdo da primeira dimensao foi 0,3 mL/min e na segunda

dimensdo foi de 0,1 mL/min. O volume de injecao foi 10 pL.

Preparo de solugoes e amostras

Solucao de NFG 500 ng/mL preparada em agua

Solucao-estoque de NFG (100 pg/mL) foi preparada em agua.
Para preparar a solugcdo de trabalho, 5 puL da solucdo-estoque foram
aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 495 pL de agua,
obtendo-se a concentragdo de 1 pg/mL. A esta solugdo, 500 pL de acetato
de etila foram adicionados e apos agitacdo em vortex por 60 s, 250 pL. da
fase aquosa foram transferidos para eppendorf contendo 250 pL de agua,

sendo a concentracdo de 500 ng/mL de NFG obtida.

Solucdes de calibracdo utilizadas para avaliar linearidade na fragmentacao

do NFG na fonte de ionizacao

Preparou-se solugdo-estoque de NFG (100 pg/mL) em agua. A
partir desta solugdo, solucdes-estoques intermediarias foram preparadas,
nas seguintes concentracoes: 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 e 40,0 pg/mL.
Aliquotaram-se 10 pL de cada solugdo-estoque intermediaria,

individualmente, e transferiram-se para baldo volumétrico de 1 mL, os
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quais foram avolumados com agua, gerando solugdes de calibragdo com as

seguintes concentracoes: 200, 250, 300, 350, 400 ng/mL.

Amostra de urina artificial fortificada com NFG a 500 ng/mL

Solucao-estoque de NFG (100 pg/mL) foi preparada em agua.
Para preparar a solugcdo de trabalho, 5 puL da solucdo-estoque foram
aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 495 pL de urina
artificial, obtendo-se a concentracdo de 1 pg/mL. A esta solugdo, 500 pL
de acetato de etila foram adicionados e, apos agitacao em vortex por 60 s,
250 pL da fase aquosa foram transferidos para eppendorf contendo 250 pL
de 4gua, sendo a concentragdo de 500 ng/mL de NFG obtida.

Amostra de urina humana ou artificial brancas

Transferiu-se para eppendorf de 2 mL uma aliquota de 500 puL
de urina humana ou artificial. Adicionaram-se 500 pL de acetato de etila e,
apos agitacdo em vortex por 60 s, 250 pL da fase aquosa foi transferida

para eppendorf contendo 250 puL de 4gua, sendo a urina diluida duas vezes.

3.4.2. Desenvolvimento de método para quantificaciao de NFG

por LC-IT-MS/MS

Para otimizacdo das condi¢cdes de ionizagdo, realizou-se
infusdo de uma solu¢do aquosa de NFG (1 pg/mL) diretamente na fonte de

ionizacdo com auxilio de uma bomba-seringa. Os parametros de ionizag¢ao
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foram otimizados no modo expert tune do software Daltonics Esquire. As
condi¢des estabelecidas foram: voltagem do capilar: 3,86 kV; pressdo de
nebulizagdo: 30,0 psi; temperatura de dessolvatacao: 325 °C; vazao do gas
de dessolvatagdo: 900 L/hr, amplitude de fragmentagdo: 1,00 V target
50000 e max. accu. time 100.00 ms. O espectrometro de massa operou no
modo de monitoramento de ions-filhos, sendo o ion molecular
desprotonado, isolado e fragmentado. Para quantificagdo, monitorou-se o
ion-fragmento m/z 138 e para quantificagdo monitorou-se a razdo entre os
ions m/z 138 em/z 113.

O sistema 3 (item 3.1.) utilizado neste método foi configurado
no modo unidimensional, sendo a coluna RAM-BSA C; utilizada no modo
simples de analise, realizando a exclusdo das macromoléculas e,

posteriormente, atuando como coluna analitica.

As condi¢des cromatograficas desenvolvidas para o método

consistiram em:

0,00-4,00 min: exclusao das macromoléculas, tendo como fase
movel solucao aquosa contendo 0,1% de acido formico;

4,01-9,80 min: ecluicdo do NFG, utilizando-se formiato de
amonio 10 mM pH 6,8/ACN 30:70 (v/v);

9,80-15,0 min: recondicionamento da coluna RAM-BSA com
solugdo aquosa contendo 0,1% de acido férmico;

A vazao utilizada foi de 0,3 mL/min, sendo que apds a saida
da coluna RAM-BSA (s utilizou-se um divisor de vazao, de modo que
apenas 0,1 mL/min da vazdo fosse enviado ao sistema MS. E na segunda

dimensdo foi de 0,1 mL/min. O volume de injecao foi 20 pL.
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Preparo das solucoes de trabalho

Uma solucgdo-estoque de NFG 10 mg/mL foi preparada em
agua. A partir da solugdo-estoque, solugdes de trabalho intermediarias
foram preparadas em agua na concentragdo de 800, 1200, 1600, 2000,
2400, 2800 e 3200 pg/mL. De cada uma destas solucdes, 5 pL foram
aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 995 uL de pool de
agua, obtendo-se solugdes de calibragdo na concentragdo de 4,00; 6,00;
8,00; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 pg/mL. Na sequéncia foram aliquotados 500
uL de cada solucdo, individualmente, transferindo-se para eppendorf
contendo 500 puL de acetato de etila. Apds agitacdo em vortex por 60 s,
com auxilio de uma seringa e agulha, 300 pL da fase aquosa foram
transferidos para o vial e injetados no sistema cromatografico.

Para definicao das concentragdes das solu¢des de controle de
qualidade (CQ), foram utilizados os critérios estabelecidos pelos guias
internacionais de validacdo de métodos bioanaliticos, descritos no item
3.3.2 - Preparo das solugoes de trabalho. As solucdes de trabalho nas
concentragdes de 1000, 1400 e 2600 pg/mL foram preparadas a partir da
solucao-estoque intermedidria de 1 mg/mL de NFG. De cada solugdo de
trabalho, 5 pL foram aliquotados e transferidos, individualmente, para
eppendorf, contendo 995 puL de 4gua, obtendo-se solugdes nas
concentragdes: CQB = 5,00 pg/mL, CQM = 7,00 pg/mL e CQA = 13,0
ng/mL. Em seguida, 500 pL de cada solug¢do, foram aliquotados e
transferidos, individualmente, para eppendorf contendo 500 pL de acetato
de etila. ApoOs agitacdo em vortex por 60 s, com auxilio de uma seringa e
agulha, 300 pL da fase aquosa foram transferidos para o vial e injetados no

sistema cromatografico. Todas as solu¢des foram mantidas a -20 °C.
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Preparo das amostras

As amostras de calibragdo foram preparadas em triplicata, a
partir das solugdes de trabalho em agua nas concentragdes de 800, 1200,
1600, 2000, 2400, 2800 e 3200 pg/mL. De cada uma destas solugdes, 5 uL
foram aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 495 pL de pool
de urina e 500 pL de agua e obtendo-se solugdes de calibragdo na
concentracdo de 4,00; 6,00; 8,00; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 pg/mL. Na
sequéncia, 500 pL de cada solugdo foram aliquotados, individualmente, e
transferidos para eppendorf contendo 500 pL de acetato de etila. Apos
agitacdo em vortex por 60 s, com auxilio de uma seringa e agulha, 300 puL
da fase aquosa foram transferidos para o vial e injetados no sistema
cromatografico.

As amostras de controle de qualidade foram preparadas em
quintuplicata, a partir das solu¢des de trabalho em agua nas concentragdes
de 1000, 1400 e 2600 pg/mL pg/mL. De cada uma destas solugdes 5 pL
foram aliquotados e transferidos para eppendorf, contendo 495 pL do pool
de urina e 500 pL de agua, obtendo-se solugdes na concentragdo de CQB =
5,00 pg/mL, CQM = 7,00 pg/mL e CQA = 13,0 pg/mL. Em seguida, 500
uL de cada solucao foram aliquotados e transferidos, individualmente, para
eppendorf contendo 500 pL de acetato de etila. Apos agitacdo em vortex
por 60 s, com auxilio de uma seringa e agulha, 300 pL da fase aquosa
foram transferidos para o vial e injetados no sistema cromatografico. Todas

as solucoes foram mantidas a -20 °C.
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Validacdo

Os critérios adotados para avaliar a seletividade, LQ, LD,
linearidade, precisao e exatiddo foram os mesmos descritos no item 3.3.2 -
Validacdo do método.

A linearidade foi avaliada de acordo com o coeficiente de
correlacdo (r) obtido, o qual deve ser maior ou igual a 0,98. O valor de r foi
calculado por meio da construcdo de uma curva de calibracdo, preparada na
matriz em sete niveis de concentragao (4,00; 6,00; 8,00; 10,0; 12,0; 14,0;
16,0 pg/mL), em triplicata. O modelo matematico utilizado para
representar os dados obtidos foi a regressao linear.

A precisdo e exatidao intra e interdias foram avaliadas em trés
lotes de controle de qualidade, preparados em quintuplicata. A precisdo,
expressa em porcentagem, foi avaliada calculando-se o coeficiente de
variacdo (CV) entre as replicatas. J4 a exatidao, também expressa em
porcentagem, foi calculada através da razdo entre as médias das
concentragdes obtidas para as replicatas dos controles de qualidade e a
concentracao nominal.

A estabilidade de autoinjetor foi avaliada a partir da analise de
um lote de controle de qualidade assim que preparado (t0) e apos 48 (t48) e
68 horas (t68) do preparo, armazenado em temperatura ambiente. A
exatidao do t0 foi calculada a partir da interpolacao da média das areas em
relagdo a curva média. Ja a exatidao do lote t48 e t68 foi calculada a partir
da interpolacdo das areas em relacdo a uma curva recém-preparada e
injetada imediatamente anterior ao respectivo lote.

Para avaliar a estabilidade apos ciclos de degelo, um lote de
controle foi preparado e analisado imediatamente (Dt0). Na sequéncia, este

foi congelado por 24 hrs (Dt24) e 60 hrs (Dt60), degelado e analisado. A
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exatidao para o Dt0 foi calculada a partir da interpolagdo da média das
areas em relacdo a uma curva média e para Dt24 e Dt60 em relacdo a uma
curva injetada imediatamente anterior ao lote Dt24.

Neste trabalho o efeito de matriz (EM) foi avaliado
qualitativamente e quantitativamente. O EM qualitativo foi avaliado por
meio de infusdo pos-coluna do NFG em 4gua na concentragdo de 7,00
pg/mL com o auxilio de uma bomba-seringa, na vazdao de 10 pL/min.
Concomitantemente, 20 pl. da urina pool, urina artificial e a d4gua foram
injetadas individualmente no sistema de LC, passando pela coluna RAM-
BSA Cg, nas condigdes cromatograficas estabelecidas.

Foram avaliados efeito de matriz (EM), a recuperagao (RE) e
a eficiéncia do processo (EP)®', ja que neste método realizou-se extragio
liquido-liquido (LLE) na amostra, antes da injecdo na coluna RAM-BSA.
O EM foi calculado levando-se em consideracdo a razao entre lotes de
controle de qualidade fortificados pos-procedimento de LLE e controles
preparados em agua. J4 a recuperagdo foi calculada considerando a razao
entre lotes de controles fortificados, antes do processo de LLE e controles
fortificados ap6s LLE. Por ultimo, levou-se em conta a eficiéncia de todo o
processo, calculando a razdo entre lotes de controles fortificados antes do
procedimento de LLE e controles em agua. Este protocolo foi realizado

para CQB, CQM e CQA.
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Aplicacdo do método

Para aplicar o método, fortificaram-se as amostras que
compunham o poo/ de urina utilizado na validagdo, sendo trés individuos
do sexo masculino, denominados H1, H2 e H3, e trés individuos do sexo
feminino, denominados M1, M2 e M3. Essas amostras foram fortificadas
individualmente, na concentracdo de 5,50 ¢ 11,0 pg/mL, a fim de
mimetizar urinas de individuos contaminados com NFG. Para o preparo
dessas solucdes, a partir das solugdes-estoque de 1,00 mg/mL de NFG,
prepararam-se solugdes de trabalho intermediarias nas concentragdes de
1100, e 2200 pg/mL. De cada uma destas solugdes, 5 uL. foram aliquotados
e trasnferidos para eppendorf, contendo 495 uL de urina e 500 puL de agua,
obtendo-se solu¢des na concentracao de 5,50 e 11,0 ug/mL. Essas solugdes
foram centrifugadas, e 500 pL do sobrenadante foram retirados e
transferidos para eppendorf contendo 500 pL de acetato de etila. Apos
agitacdo em vortex por 60 s, com auxilio de uma seringa e agulha, 300 pL
da fase aquosa foram transferidos para o vial e injetados no sistema
cromatografico. Este procedimento foi realizado individualmente para
urina dos seis individuos doadores.

As amostras foram injetadas no sistema LC-IT-MS/MS, nas
condi¢des cromatograficas estabelecidas e avaliadas, comparando-se com
uma curva de calibragdo preparada com o pool de urina, conforme descrito

no item Preparo de amostra.

Adigdo de padrao

Para constru¢ao da curva de calibracao por adigao de padrao, a

partir de solu¢do-padrao-estoque de NFG em agua na concentracao de 1,00
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mg/mL, prepararam-se solucOes-padrdao de trabalho intermediarias nas
concentragdes de 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 e 1500 pg/mL.
Uma aliquota de 500 pL das urinas dos individuos HI, M2 e M3 (5,50
ug/mL de NFQG) e dos individuos H2, H3 e M1 (1,00 pg/mL de NFQG) foi
transferida para eppendorf contendo 495 pL de 4gua e 5 pL das solugdes-
padrao de trabalho intermediarias. Apos homogeneizagdo, aliquota de 500
uL desta solugcdo foi transferida para eppendorf, contendo 500 pL de
acetato de etila. Apds agitacdo em vortex por 60 s, com auxilio de uma
seringa e agulha, 300 pL da fase aquosa foram transferidos para o vial e
injetados no sistema cromatografico. As amostras preparadas foram
analisadas no sistema cromatografico nas condi¢des estabelecidas, e a
curva de calibracdo individual foi construida, sendo a regressdo linear o
modelo matematico escolhido para representar o conjunto de dados.
Igualando-se o valor de y a zero, obteve-se o valor de x que representa a

concentracao de NFG adicionada a cada urina individual.



RESULTADOS E DISCUSSOES



“Tudo posso Naquele que me fortalece”

Filipenses 4:13
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4. Resultados e Discussoes

4.1. Quantificacdo de fenil-p-D-glucuronideo em urina

humana por injecao direta de amostra por 2D-LC-MS/MS

A cromatografia no modo bidimensional (2D-LC) com injecao
direta de amostra ¢ uma ferramenta bastante atrativa em bioanalise por
proporcionar alta reprodutibilidade, perda minima de amostra, baixa
contaminacgao e analises com alto rendimento.

Nesse sistema, a compatibilidade entre as duas dimensdes deve
ser avaliada em relacdo a fase movel, vazao e tubulagao/conexdes. Além
disso, para melhorar a capacidade de pico, € necessario investigar o tipo de
fase estacionaria, tamanho das particulas e as dimensdes das colunas
cromatograficas.

Quando um sistema 2D-LC encontra-se acoplado a um
espectrometro de massa, o desenvolvimento do método bioanalitico torna-
se um desafio, uma vez que as condicdes de analise da segunda dimensao
cromatografica devem atender as exigéncias necessarias para o melhor
desempenho da fonte de ionizacdo empregada.

Sendo assim, os parametros descritos na FIGURA 4.1 devem
ser criteriosamente otimizados no desenvolvimento de um método 2D-LC-

MS/MS.H®
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FIGURA 4. 1: Parametros que devem ser avaliados no desenvolvimento de um método

2D-LC-MS/MS.

4.1.1. Desenvolvimento do método utilizando-se sistema

UHPLC-QqQ

Avaliacado das colunas RAM-BSA

As colunas RAM-BSA sao excelentes ferramentas aplicadas

em analises com inje¢do direta de amostra, pois possibilitam a exclusdao das

’ . ~ . . . 119
macromoléculas da matriz e a extra¢ao on-line dos analitos de interesse.

As fases hidrofobicas tém sido amplamente empregadas neste

. 9293098
grupo de pesquisa

para a andlise de fArmacos em amostras biologicas.
Porém, compostos polares e ionizdveis apresentam baixa retencdo nestes
suportes, € uma alternativa para solucionar esta limitacao seria a utilizagdo
de fases do tipo IEX.

O mecanismo de retencdo nos suportes IEX se da pela

competicdo entre o contra-ion presente na fase estacionaria € os ions

presentes na amostra. Assim, fatores que podem influenciar na retencado e
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seletividade do analito, como pH, natureza e concentracdo do contra-ion
da fase movel, devem ser cuidadosamente avaliados, durante o
desenvolvimento do método.'>'"

Para o presente trabalho, foram preparadas colunas RAM-BSA
utilizando-se os suportes de troca anidnica forte (SAX) e octilsilica (Cy)

(FIGURA 4.2).

N*(CH;);CI

SiOH SAX

N*(CH;);CIl

SiOH Cq

FIGURA 4. 2: Suportes cromatograficos selecionados para o preparo das fases do tipo

RAM-BSA

As colunas RAM imobilizadas com albumina sérica bovina
(RAM-BSA) foram preparadas de acordo com protocolo bem estabelecido
no grupo, adaptado do proposto por Menezes e Félix*®.

A capacidade das colunas RAM-BSA de excluir
macromoléculas, geralmente, ¢ avaliada utilizando o método de

Bradford'*’. Neste método as proteinas totais sio quantificadas através da
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interacao destas com o corante Coomassie Brilliant Blue (CBB), formando
um complexo proteina-CBB que apresenta absorbancia méaxima em 596
nm. No entanto, a urina ¢ uma matriz pobre em proteina, o que torna este
método ineficiente para quantificagdo das macromoléculas existentes em
sua composicao. Dessa forma, a capacidade de exclusdo das colunas RAM-
BSA preparadas neste trabalho foi avaliada cromatograficamente por LC-
UV com inje¢do de urina humana (sem dilui¢cdo). O perfil cromatografico
das macromoléculas excluidas foi monitorado em 254 nm onde diversos
compostos absorvem. Dessa forma pode-se estabelecer a fase de elui¢do

mais eficiente para a exclusdo das macromoléculas da matriz.

a) RAM-BSA Cs

Em relacdo ao perfil de exclusdo, as fases moveis listadas na
TABELA 4.1 foram avaliadas, sendo a fase composta por 4gua ¢ ACN na
propor¢ao de 99:1 (v/v) selecionada, pois nesta condigdo menor tempo de
exclusdo (4 min) foi observado (FIGURA 4.3). No entanto, em ambas as
fases moveis, notou-se eluicdo de interferentes, apds a exclusdo das
macromoléculas, sugerindo a necessidade de se utilizar um sistema LC-

MS/MS para quantificar FG em urina.
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TABELA 4. 1: Fases moveis usadas na avaliagao da exclusdao das macromoléculas da

urina na RAM-BSA Cg

Condicao Fase movel
1 Agua
2 99% agua/1% ACN
2500000 —
2000000
1500000 —
wn
=2}
<

1000000

500000

Tempo (min)

FIGURA 4. 3: Cromatograma referente a exclusdo das macromoléculas da urina pela
RAM-BSA C;. Fase movel: 99% agua purificada/1% ACN, vazdo: 0,5 mL/min, A: 254

nm, volume de injecdo: 50 pL

Em relacdo a capacidade de retengdo da coluna RAM-BSA Cg
para o analito FG, fez-se necessario um estudo da influéncia da variagdo do
pH da fase movel. Para tanto, utilizou-se tampao fosfato de potassio 10
mM e ACN na propor¢ao de 95:5 (v/v), sendo os valores de pH avaliados
2,5; 6,0; 6,5 e 7,0 (excluindo-se o pH 4,5, pois este corresponde ao ponto
1soelétrico da albumina).

No grafico da FIGURA 4.4, observa-se a varia¢do no tempo de
reten¢ao em relacdo ao pH. Conforme esperado, o maior tempo de retengao

foi obtido, quando o pH da fase movel correspondia a 2,5. Neste pH o FG
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ndo se encontra ionizado, portanto, sua interagdo com a fase hidrofobica Cg

fo1 maior.

Efeito do pH na retenciao do FG na coluna RAM-BSA C8

p—
oo

<&

—
S NN B

Tempo de retencdo (min)

SR NG o
L 4
L 4

FIGURA 4. 4: Grafico referente a influéncia do pH na reten¢ao do FG na coluna RAM-
BSA Cs. Fase movel: 95% tampao fosfato 10 mM, 5% ACN, vazao: 0,5 mL/min, 254

nm, volume de injecdo: 50 pL

b) RAM-BSA SAX

O perfil cromatografico das macromoléculas presentes na
urina humana foi avaliado, utilizando-se as fases moveis descritas na
TABELA 4.2. Dentre as condi¢des investigadas, a fase movel composta
por solugdo aquosa de formiato de aménio 1 mM pH 5 apresentou melhor
resultado com tempo de exclusdao das macromoléculas de 4 min (FIGURA

4.5).
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TABELA 4. 2: Fases moveis avaliadas na exclusdo das macromoléculas da urina na

coluna RAM-BSA SAX

Condicao Fase movel
1 Agua
2 Acetato de amonio pH 5
3 Acetato de amonio pH 6,7
4 Acetato de amonio pH 2,5
5 Formiato de amonio 1 mM pH 5

3000000 —

2500000

2000000

1500000

ABS

1000000

500000

T T T T T T 1

Tempo (min)

FIGURA 4. 5: Perfil de exclusdo das macromoléculas da urina pela RAM-BSA SAX.
Fase movel: Formiato de amonio ImM pH 5, vazio: 0,5 mL/min, A: 254 nm, volume de

injecdo: 50 uL

Considerando a utilizacdo de um sistema LC-MS/MS no
desenvolvimento do método de quantificacdo de FG em urina, o tampao
formiato de amodnio foi selecionado para o estudo das condicoes
cromatograficas com a coluna RAM-BSA SAX.

O efeito do pH e a concentragao do tampao sao fundamentais

para retencao em troca ionica. Para avaliar esses efeitos, sem a influéncia
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da BSA imobilizada, uma coluna de SAX Nucleosil foi empacotada para

selecao dessas condic¢des.

A faixa de pH avaliada foi de 5,0 a 6,5 para formiato de
amonio na concentracdo de 40 mM. No grafico da FIGURA 4.6, pode-se

observar que o tempo de retengdo praticamente ndo variou em cada pH

estudado.

6.00 Efeito do pH na retencio do FG na coluna SAX Nucleosil
=
é‘ 5,00 Q
= &
=]
'S 4,00 < ¢
=
8
& 3,00
2]
=
a 2,00
5
= 1,00

0,00

5 5,5 6 6,5 7

pH
FIGURA 4. 6: Gréafico referente a influéncia do pH na reten¢ao do FG na coluna SAX

Nucleosil. Fase movel: tampao formiato de amdnio 40 mM, vazao: 0,5 mL/min, A: 254

nm, volume de injecdo: 50 pL

Essa tendéncia ¢ esperada, visto que em valores de pH maiores
ou iguais a 5, o FG (pka = 2,75) encontra-se totalmente ionizado. Diante
disso, o pH 5 foi selecionado, ja que estd duas unidades acima do valor de
pKa do FG.

Na sequéncia, investigou-se a influéncia da concentracao (10;
20, 30 e 40 mM) do tampao formiato de amdnio pH 5 na variagao do tempo
de retengdo do FG, paralelamente, nas colunas RAM-BSA SAX e SAX

Nucleosil. O mesmo perfil de retencdo para o FG foi observado em ambas
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as colunas (FIGURA 4.7), evidenciando que o mecanismo de troca i0nica
do suporte ndo foi afetado. No entanto, notou-se alteragao no formato da
banda dos cromatogramas obtidos com a RAM-BSA SAX, o que esta
relacionado com a perda em eficiéncia da coluna apos imobilizacao da
albumina. A concentracio de 40 mM para o tampdo formiato foi

selecionada, pois proporcionou maior reten¢ao do FG.

40000 —
35000 |
4 |
30000 — ‘\
25000 4 ‘\
4 |
20000 4 “
7] 1 ‘ |
2 15000 \
: A —— 10 mM
10000 - |\
| R 20 mM
5000 - —30mM
1 — 40 mM
0 —or
_5000 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Time (min)
40000
35000
30000
25000 - |
[
20000 - |
@ [\
ﬁ 15000 -
— 10mM
10000 — 20 mM
5000 30 mM
— 40 mM
0
_5000 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
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FIGURA 4. 7: Comparagao entre o perfil de retengdo da coluna SAX Nucleosil (A) e da
coluna RAM-BSA SAX (B). Vazao de 0,5 mL/min, A= 266 nm, coluna SAX 50 x 2,1
mm, injecao de 50 pL
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Apo6s o estudo sistematico das condigdes cromatograficas na
coluna SAX Nucleosil, as condi¢cdes otimizadas (solugdo aquosa de
formiato de amonio 40 mM, pH 5) foram, portanto, aplicadas para a coluna
RAM-BSA SAX.

Em relacdo as colunas RAM-BSA avaliadas, a RAM-BSA
SAX se mostrou mais eficiente que a RAM-BSA (g, apresentando
excelente capacidade de exclusdo das macromoléculas presentes na urina e
retengao do FG. No entanto, por se tratar de uma coluna de troca anionica
forte, necessitou-se de alta concentracdo de tampao na composicao da fase
movel (40 mM) para se obter reprodutibilidade na retengdo do FG. As
condi¢des cromatograficas definidas para a coluna RAM-BSA SAX ndo
foram compativeis com o sistema LC-MS/MS avaliado, portanto, a coluna

RAM-BSA C;g foi escolhida para o desenvolvimento do método.

Acoplamento

Nesta etapa do trabalho, procedeu-se a diluicdo da urina com
agua na proporc¢ao de 1:1 v/v. Esta estratégia foi adotada baseando-se em
trabalhos na literatura onde a técnica de diluir e injetar (dilute-and-shoot)
foi empregada com sucesso na tentativa de minimizar o efeito de
matriz.40’121'123

Considerando que a coluna RAM-BSA Cs foi selecionada para
o desenvolvimento das condigdes analiticas para quantificacdo de FG em
urina, o tampao fosfato de potassio pH 2,5 anteriormente avaliado, foi
substituido por solu¢do aquosa contendo 0,1% v/v de 4cido formico (AF).

A fim de determinar o intervalo de acoplamento entre as

colunas da primeira e segunda dimensdo, determinou-se a fase movel de

eluicdo e transferéncia do FG para a coluna analitica, levando-se em
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consideracdo as condigdes estabelecidas para a exclusdo das
macromoléculas. Assim, avaliou-se o percentual de ACN como
modificador organico por meio da injecdo de FG em agua a 500 ng/mL na
coluna RAM-BSA Cg, de acordo com as condi¢des descritas na TABELA
4.3.

TABELA 4. 3: Condigdes empregadas na coluna extratora RAM BSA Cs (50 x 2,1 mm,
10 um)

Proporcao da fase
Tempo (min) Fase movel Evento
movel

Exclusao de
0,00 - 4,00 agua/ACN 99:1 macromoléculas da
matriz
Elui¢do dos

4,01 - 6,20 agua + 0,1 % AF/ACN diferentes propor¢des
glucuronideos

Recondicionamento da

6,21 - 10,00 agua/ACN 99:1
coluna RAM

AF = 4cido férmico; volume de inje¢do: 10 puL; vazao: 0,5 mL/min

Os resultados evidenciaram que, em todas as proporcoes
avaliadas, o FG ficou retido na coluna RAM-BSA C;g durante a exclusao
(FIGURA 4.8). Com isso, optou-se por utilizar como fase de transferéncia
solugdo aquosa de acido formico 0,1% e ACN na proporgao de 70:30 v/v,

sendo o intervalo de acoplamento estabelecido entre 5,30 € 6,20 min.
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FIGURA 4. 8: Cromatograma de ions totais do estudo da varia¢do do percentual de
ACN (10 a 40%) na fase mével utilizada na retencao do FG na coluna RAM-BSA Cs;
ESI'; SRM m/z 269,1 2 92,60 e m/z 269,1 > 113,0

A coluna utilizada na segunda dimensdao foi uma Luna Cg
(150 x 2,1 mm, 10 pm), sendo a fase movel isocratica contendo solugdo
aquosa de acido formico 0,1% e ACN e contendo 0,1% de acido formico na
proporcao de 40:60 v/v, estando as condi¢des de acoplamento resumidas na

TABELA 4.4.

TABELA 4. 4: Condig¢des cromatograficas utilizadas no acoplamento RAM-BSA Cgx

Cs
Proporc¢ao
Tempo (min) Fase movel da fase Evento
movel
Exclusdo de
0,00 - 4,00 agua/ACN 99:1 .
macromoléculas da matriz
4,00-6,20  4gua+ 0,1 % AF/ACN 70:30 Elui¢ao do glucuronideo

Acoplamento entre as
4,30-6,20 agua + 0,1 % AF/ACN 70:30
colunas

Recondicionamento da

6,20 - 10,00 agua/ACN 99:1
coluna RAM

AF = 4cido férmico; volume de inje¢do: 10 puL; vazao: 0,5 mL/min
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Sistema 2D-LC-MS/MS

O sistema cromatografico (FIGURA 4.9) utilizado nesta etapa
do trabalho consistiu em um cromatografo liquido de ultraeficiéncia
(UHPLC), acoplado a um espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo
(QqQ) com ionizacdo por electrospray. Uma bomba quaterndria e outra
binaria e ainda um arranjo de trés valvulas (1 valvula de inje¢do com
caminho de 0,4 mm d.i., suportando até 5000 psi e 2 valvulas comutadoras
com caminho de 0,2 mm d.i., suportando até¢ 15000 psi) foram

especialmente configurados para inje¢do direta de amostras biologicas.

A)

Triplo Quadrupolo

Lixo

Posigdo 2

Bomba Quaterndria Bomba Bindria
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B)

Triplo Quadrupolo

Lixo

Posicao 1

Bomba Quaterndria Bomba Bindria

FIGURA 4. 9: Valvulas que compdem o sistema UHPLC-MS/MS. A) Sistema

desacoplado e B) Sistema durante o acoplamento

A otimizacdo da ionizacdo e da fragmentacdo do FG foi
realizada combinando-se a vazdo vinda da bomba-seringa, contendo
solucao-padrao de FG (1 pg/mL) preparada em agua com a vazao vinda do
LC (solucao aquosa de acido formico 0,1 % e ACN na proporcao de 70:30
v/v). No esquema da FIGURA 4.10, tem-se a estrutura do FG e dos seus

ions-produtos mais intensos.
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HO,C
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HO,C
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OH

m/z 175

HO

m/z 113

Aglicona

FIGURA 4. 10: Estrutura do FG e seus ions-fragmentos

As transi¢cOes selecionadas para monitoramento foram
escolhidas, baseando-se em dados da literatura'** e especialmente por
corresponderem aos ions-produtos de maior intensidade. No entanto, como
o FG ¢ uma molécula pequena, a Unica transicdo seletiva ¢ a referente a
porgdo aglicona (m/z 269,1 = 92,60). As condi¢des de ionizagdo e

fragmentacdo otimizadas estdo descritas na TABELA 4.5.
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TABELA 4. 5: Condigdes de ionizacgdo e fragmentacao para FG por ESI

i Transicao
Ion-precursor Energia de
Parametros de ionizaciao SRM
(m/z ) [M-H] Colisao (eV)
(m/z)
Capilar: 2 kV
92,60 33
Cone: 23V
269,1
Temperatura de dessolvatagao: 500 °C
113,0
Gas de dessolvatagao: 1000 L/hr 11

A FIGURA 4.11 mostra o cromatograma de ions totais obtidos para o

padrao de FG em 4gua (500 ng/mL) nas condi¢des do acoplamento.

3,5x10" 1
3,0x10" o
2,5x10" -
2,0x10" -

1,5x10*

Abundincia

1,0x10" 4

5,0x10° o
0,0 mj

Tempo (min)

FIGURA 4. 11: Cromatograma de ions totais obtido para o FG no acoplamento entre a
coluna RAM-BSA Cg € a coluna analitica Cg; ESI'; SRM m/z 269,1 = 92,60 € m/z
269,1 > 113,0
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Para avaliar a seletividade do método, injetaram-se 20 pL de
urina branca, € uma banda com o mesmo tempo de retencao € nas mesmas

transi¢coes monitoradas para o FG foi detectada (FIGURA 4.12).

1,0x10* 4

8,0x10°

6,0x10° -

4,0x10° 4

Abundancia

2,0x10°
0,0 i—J

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo (min)

FIGURA 4. 12: Cromatograma de ions totais referente a banda observada no tempo de
reten¢do do FG na analise de urina branca; ESI; SRM m/z 269,1 = 92,60 e m/z 269,1
-2 113,0

Considerando-se o resultado obtido, ficou evidente que as
condi¢des cromatograficas desenvolvidas ndo apresentaram seletividade.
Dessa forma, na busca por maior eficiéncia na separagdo e diferente
seletividade em relagdo a coluna Luna Cg empregada, a coluna BEH-Fenil
foi avaliada na segunda dimensdo. De acordo com a equacdo de Van
Deemter (FIGURA 4.13), que relaciona eficiéncia (H, um ), velocidade
linear (u, mm/s) e o tamanho da particula (d,), quanto menor o tamanho da
particula do suporte, maior a eficiéncia de separacio'®’. Assim, espera-se
que a coluna BEH-Fenil que possui particulas de 1,7 um seja mais eficiente

do que a coluna Luna Cg que possui particulas de 10 um.
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BDy Cdf, 9
H = Adp + +
H Dy

Dw — coeficiente de difusdo do analito

A —alargamento da banda cromatografica devido a presenga de diferentes caminhos no
suporte
B — difusdo do analito na fase movel

C —transferéncia de massa do analito entre a fase mdvel e a fase estacionaria

FIGURA 4. 13: Equagdo de Van Deenter

Quanto a seletividade, a coluna BEH-Fenil difere da Luna Cg,
especialmente em relagdo a compostos aromaticos devido as interagdes do
tipo m- 7.

Assim, procedeu-se ao acoplamento entre a coluna RAM-BSA
Cs e a coluna BEH-Fenil, de acordo com as condigdes cromatograficas
descritas na TABELA 4.6. A vazao utilizada em ambas as dimensdes
passou a ser de 0,3 mL/min com a finalidade de diminuir a pressao de volta
do sistema. Na segunda dimensdo, o percentual de ACN foi diminuido, a

fim de proporcionar maior reten¢ao do FG.
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TABELA 4. 6: Condi¢des cromatograficas utilizadas no acoplamento RAM BSA Cg x
BEH-Fenil - Volume de inje¢do: 10 uL, vazao: 0,3 mL/min

Tempo Proporc¢ao da
Fase movel Evento
(min) fase movel
Exclusdo de
0,00 - 4,00 agua + 0,1 % AF/ACN 99:1
macromoléculas da matriz
Elui¢ao do glucuronideo
4,01 -6,10 agua + 0,1 % AF/ACN 70:30
Acoplamento entre as
6,10-7,10 agua + 0,1 % AF/ACN 70:30
colunas
Recondicionamento da
7,10 - 10,00 agua + 0,1 % AF/ACN 99:1
coluna RAM
Analise do FG na coluna
7,10—10,00  agua+ 0,1 % AF/ACN 70:30

BEH-Fenil

Com as condigdes do método ajustadas, avaliou-se a
seletividade por meio da injecdo de 10 puL de urina branca e observou-se
banda cromatografica no mesmo tempo de retencdo € nas mesmas
transicoes monitoradas para o FG. Na sequéncia, investigou-se a
possibilidade de “efeito-memoria”, considerando que o FG poderia ficar
retido na coluna ou em alguma tubulagdo do equipamento. Para tanto,
injetou-se agua logo apos inje¢do de FG, e nenhuma banda foi detectada no
tempo de retengdo e nas transicoes monitoradas. No cromatograma da

FIGURA 4.14, t€ém-se os cromatogramas de ions totais obtidos.
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5x10°
— FG a 130 ng/mL em agua
1 —— Agua

4x10° - Urina branca

3x10* 4
<
S
&
3
S 2x10°
e
<

1x10*

0
T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (min)

FIGURA 4. 14: Cromatograma de ions totais obtido para o FG no acoplamento entre a
coluna RAM-BSA Cg € a coluna analitica BEH-Fenil; ESI'; SRM m/z 269,1 - 92,60 ¢
m/z269,1 2 113,0

Diante dos resultados obtidos decidiu-se alterar o analisador

para um ion trap (IT) na busca por diferentes condi¢Oes analiticas que

propiciassem a analise de FG em urina.

4.1.2. Desenvolvimento do método utilizando-se sistema LC-

IT-MS/MS

Avaliacdao da RAM-BSA Cy

Iniciou-se o desenvolvimento do método, ajustando-se as
condi¢des analiticas na coluna RAM-BSA Cs. A fase movel utilizada na
exclusdo das macromoléculas da urina foi solu¢ao aquosa de acido formico

0,1%, e o tempo de exclusdo das macromoléculas foi de 4 min.
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A fase de eluicao e transferéncia do FG na RAM-BSA Cy foi
cuidadosamente avaliada, comparando-se diversas proporcoes de
ACN/formiato de amoénio pH 6,8, variando-se o percentual de ACN de
30% a 70%. Este estudo foi realizado injetando-se urina fortificada com FG
(13 pg/mL) na coluna RAM-BSA numa vazdo de 0,3 mL/min. Na
FIGURA 4.15, pode-se observar que o analito fica retido na coluna RAM,
durante o tempo de exclusdo das macromoléculas. No entanto, ndo houve
diferenca significativa em relagdo ao tempo de retengdo obtido para o FG,
porém, como a fase movel contendo 70% de ACN apresentou banda mais

simétrica em relacao as demais, foi a fase selecionada.

Intens. FG000009.d: TIC -All MSn

o A 30% ACN

0,
>(1Og FG000014.d: TIC -All MSn

s /V\ 50% ACN
] N

0
x10° FG000001.d: TIC -All MSn

70% ACN

5 10 15 20 25 Time [min]

FIGURA 4. 15: Cromatograma de ions totais - avaliacdo do percentual de ACN na fase

movel da primeira dimensao - sistema LC-IT-MS/MS

Na sequéncia, investigou-se a influéncia do pH do tampao
formiato de amodnio, comparando-se a retencdo do FG na coluna RAM em
pH 6,8 e pH 2. E ainda, com o intuito de melhorar a simetria da banda
cromatografica, adicionaram-se 5 pL de acido formico diretamente a
amostra. Observou-se que, em pH 2, o analito apresentou maior retencdo na
coluna RAM, e a banda cromatografica mostrou maior simetria. Assim,
estabeleceu-se novamente o intervalo de acoplamento na coluna RAM-
BSA (FIGURA 4.16), injetando-se FG em urina (7,00 pg/mL) com fase

movel e vazao otimizadas (ACN/formiato de amoénio pH 2 70:30 v/v, numa
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vazao de 0,2 mL/min).

6000 - h\

4000 - ‘ |
|
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FIGURA 4. 16: Cromatograma de ions extraidos m/z 113 — defini¢do de novo intervalo

de acoplamento (7,9-9,1 min) - sistema LC-IT-MS/MS

Acoplamento

Apos o reajuste das condi¢des cromatograficas da primeira
dimensao, foi avaliado o acoplamento com a coluna Ascentis Express F5.
Esta coluna tem como fase estacionaria o pentafluorophenylpropyl (F5) e
apresenta seletividade diferenciada em relacdo as fases hidrofobicas Cg e
C,s tradicionais. Isso se deve as propriedades especificas das ligacdes
carbono-flior que apresentam elevado carater dipolar e possibilidade de
interacdo por transferéncia de carga devido a elevada eletronegatividade
dos atomos de flor. Ainda € possivel ocorrerem interagdes do tipo m-m
devido a presenc¢a do anel aromatico, € a combinacao de todos esses fatores
torna as fases F5 eficientes na retencdo de compostos polares.””® E
importante destacar que a coluna Ascentis Express F5 utilizada possui fase
estacionaria do tipo fused core que € constituida por particulas com nucleo
de silica fundida recoberto com fina camada de silica porosa. Esta
propriedade possibilita andlises rapidas e eficientes, compardveis as
colunas empacotadas com particulas sub-2 um, com a vantagem de nao ser

R . 12
necessario o emprego de sistemas UHPLC. 7
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O acoplamento foi realizado injetando-se urina fortificada com

FG (7,0 pg/mL). As condigdes cromatograficas estdo descritas na
TABELA 4.7.

TABELA 4. 7: Condigdes cromatograficas utilizadas no acoplamento RAM BSA Cgx

Ascentis Express F5 - Vazao: 0,2 mL/min

Tempo Proporc¢io da
Fase movel Evento
(min) fase movel
Exclusdo de
0,00 - 4,00 agua + 0,1 % AF 100 ‘
macromoléculas da matriz
4,01 —-7,90 agua + 0,1 % AF/ACN 30:70 Eluicdo do FG
Acoplamento entre as
7,90 -9,10 agua + 0,1 % AF/ACN 30:70
colunas
Recondicionamento da
9,10-15,0 agua + 0,1 % AF 100

coluna RAM
Analise do FG na coluna
9,10-15,0 agua + 0,1 % AF/ACN 30:70 Ascentis express F5
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Sistema 2D-LC-IT-MS/MS

O sistema 2D-LC-IT-MS/MS foi configurado, de acordo com
a FIGURA 4.17.

Bomba 1
Auto-injetor

Exclusao das macromoléculas da matriz
Retencdo do FG na RAM-BSA

Bomba
Auto-injetor

Bomba 2

Acoplamento RAM-BSA-coluna analitica

FIGURA 4. 17: Esquema representando o sistema 2D-LC-IT-MS/MS utilizado

As condi¢des de ionizagao (TABELA 4.8) foram estabelecidas
através da insercdo direta de solug¢do padrao de FG em agua (1 pg/ml) no
espectrometro de massa. A fonte de ionizacdo do tipo electrospray (ESI)
operou no modo negativo, ¢ o ion [M-H] m/z 269 foi isolado e
fragmentado, sendo monitorado o ion-produto mais intenso m/z 113. A
razao entre os ions m/z 175 e m/z 113 presentes no espectro de massa foi

utilizada para a confirmacao do FG (FIGURA 4.18).
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FIGURA 4. 18: Espectro de massa obtido para o FG no ion trap

TABELA 4. 8: Condigdes de ionizagdo otimizadas para o FG no sistema LC-IT-MS/MS

Voltagem do capilar (KV) 4,64
Pressdo do gés de nebulizagdo (psi) 30,0
Temperatura de dessolvatagdo (°C) 325

Vazdo do gas de dessolvatagao (L/hr) 900

Amplitude de fragmentacao (V) 1,00
Target” 50000

Max. Accu. Time” (ms) 200

. , . b . , ’
*Quantidade de ions acumulados no ion trap; ” Tempo maximo de acimulo de ions

Comparando-se o cromatograma obtido apos acoplamento
com o obtido somente na coluna RAM-BSA, ambos referentes a injecao de
urina fortificada (7 pg/mL), notou-se diminuicdo do sinal analitico

referente a determinagdo do FG (FIGURA 4.19).

\
1D M‘
1

4000 ‘ \

T T

\
20004 \ ZDJ\/\
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FIGURA 4. 19: Cromatograma de ions extraidos m/z 113 — comparacdo entre a

intensidade do sinal do FG antes e apds acoplamento - sistema LC-IT-MS/MS
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Isso pode estar associado a alguns fatores. Pode-se inferir que
a transferéncia do FG para a segunda dimensdo foi incompleta, pois o
intervalo de acoplamento estabelecido ndo foi adequado. Outra explicagao
refere-se ao efeito de matriz na primeira dimensdao, o que pode ter
ocasionado o aumento (enhanced) do sinal analitico do FG quando somente
a coluna RAM foi empregada. Por fim, deve-se considerar, ainda, a
possibilidade de interferentes transferidos com o FG terem ocasionado
efeito de matriz, levando a diminuicao do sinal do analito.

Diante dessas hipoteses, decidiu-se investigar o MeOH como
modificador organico na fase movel da primeira dimensdo e o quanto este
poderia contribuir para minimizar o efeito de matriz. Estudou-se a variagao
de 50% a 80% na propor¢cao de MeOH combinado com formiato de amonio
10 mM pH 2,0, injetando-se urina fortificada com FG (7 pg/mL). Como ¢
possivel observar nos cromatogramas da FIGURA 4.20, o metanol
proporcionou diferente seletividade para o método, sendo possivel separar
interferentes do analito de interesse. Assim, a fase movel selecionada na
primeira dimensao foi 50% de metanol em formiato de aménio 10 mM pH
2, pois possibilitou melhor separacdo dos interferentes em relacdo a banda

do FG.

Tntens. FG000008.d: TIC -All MSn

. 80% MeOH
‘] FG

X1Uq7 FG000018.d: TIC -All MSn
\
h 70% MeOH
FG/| | |

4
3
2
1
o FGO00028.d: T1C -All SN
8
6
4
2
0

50% MeOH
FGp_

T T T
20 25 Time [min]

T
5

FIGURA 4. 20:Cromatograma de ions totais — metanol como modificador orgénico -

sistema LC-IT-MS/MS
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Em relagdo a fase movel da segunda dimensdo, optou-se por
também utilizar metanol como modificador organico, porém na proporc¢ao
de 60%, composi¢ao esta mais forte que a utilizada na primeira dimensao,
o que diminui a possibilidade de alargamento da banda cromatogréfica,
apoOs o acoplamento. As condi¢des desenvolvidas para a analise de FG em
urina estao descritas na TABELA 4.9, ¢ na FIGURA 4.21 observa-se

cromatograma nas condic¢oes definidas.

TABELA 4. 9: Condicdes cromatograficas — coluna RAM BSA Cgx Ascentis Express
F5; Vazao: 0,2 mL/min, volume de injecao: 20 uL.

Tempo Agua + 0,1 % AF Formiato de
MeOH Evento
(min) (%) Amoénio pH 2,0
Exclusdao de macromoléculas
0,00 - 4,00 100 0 0 .
da matriz
4,01 -9,8 0 50 50 Eluicdo do glucuronideo
Acoplamento entre as
8,30-9,80 0 50 50
colunas
Recondicionamento da
9,80-17,0 100 0 0
coluna RAM
Analise do FG na coluna
9,80-17,0 0 60 40

Ascentis Express F5




86

Intens.
x104

1504
1254
1.00
0.754

0.50 4

0.254

0.00

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. 21: Cromatograma de ions extraidos m/z 113 - FG em condi¢des de
acoplamento - sistema LC-IT-MS/MS

Validacdo

O método desenvolvido foi validado de acordo com os

critérios aceitos internacionalmente®'*®

, tendo os seguintes parametros
avaliados: seletividade, efeito de matriz (EM), recuperagdo (RE), eficiéncia
do processo (EP), linearidade, limite de quantificacdo, limite de detecgao,
precisdo e exatiddo e estabilidade. Os controles de qualidade foram
estabelecidos nas seguintes concentragdes: 3,5 pg/mL (controle baixo), 6,0

pug/mL (controle médio) e 8,0 pg/mL (controle alto).

Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se inje¢des individuais
das seis urinas que compunham o pool de amostra com a matriz fortificada
com FG (1,0 pg/mL). Os cromatogramas estdo apresentados na FIGURA
4.22. Pode-se observar que, nos cromatogramas referentes as urinas

brancas, foi detectado um interferente que coeluiu com o FG.
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FIGURA 4. 22: Cromatogramas de ions extraidos m/z 113 — Comparag¢ao entre urinas

brancas e urina fortificada com FG (1,0 pg/mL) - sistema LC-IT-MS/MS

Na literatura, encontram-se relatos de que o FG pode ser
produzido no corpo humano por meio da metabolizagdo de determinados
alimentos, como aspargos, tubérculos, azeite de oliva, dentre outros.'?%!%°
Portanto, € de se esperar a presenca de interferente, em baixa intensidade,
coeluindo com o FG adicionado no pool de urinas. Na FIGURA 4.23, o
item A corresponde ao espectro de massa do padrao de FG em agua. No
item B, tem-se o espectro de massa obtido para o interferente detectado no
cromatograma da urina branca. Nota-se que o espectro do interferente
apresenta alguns ions caracteristicos do FG (m/z 112,7; m/z 174,9; m/z
269). Contudo, como a area do interferente se apresentou menor que 20%
em relacdo a area correspondente ao LQ (1,0 pg/mL), seguindo critério

preconizado pela EMA (European Medicines Agency)®”®, o método foi

considerado seletivo.
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FIGURA 4. 23: A) Espectro de massa referente ao FG em agua B) Espectro de massa

referente a urina branca

Efeito de Matriz

A urina contém diversos componentes que podem levar a

ocorréncia do EM, especialmente a grande quantidade de sais e endogenos,

o que pode acarretar resultados erroneos, devido a supressao ou ao aumento

da ionizagdo do analito de interesse. Neste método, o EM qualitativo foi

avaliado por meio de infusdo pos-coluna do FG em agua na concentracao

de 7 pg/mL, enquanto a urina pool, a urina artificial e a 4gua foram

injetadas no LC, passando pela coluna RAM-BSA Cs, de acordo com o

esquema apresentado na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4. 24: EM qualitativo - Infusdo pds-coluna

Pode-se observar, nos cromatogramas ilustrados na FIGURA
4.25, que somente para o pool de urina houve supressao de ionizagdo no
tempo de retengdo do FG. Como na urina artificial ndo houve supressao e
partindo-se do principio de que todos os componentes da urina estdo
presentes também na urina artificial, exceto os endogenos, pode-se inferir

que estes sao os principais responsaveis pelo efeito de matriz observado.

Intens. FG000001.d: EIC 113 -MS2(269.0)|

] Agua

x1067 FG000003.d: TIC -All MSn
30 Urina artificial
254

11063 FGO00004.a: TIC AT MSn

Urina

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

FIGURA 4. 25: Cromatograma de ions totais - Efeito de matriz qualitativo para o FG

Em relacdo ao EM quantitativo, o protocolo publicado pela

EMA (European Medicines Agency)” foi adotado como referéncia.
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Segundo a EMA, a variabilidade de resposta entre lotes de matriz deve ser
avaliada pela analise de seis lotes de matriz fortificada nos niveis de
concentragdo dos controles baixo e alto e o coeficiente de variagao deve ser
< 15%. Seguindo este protocolo, fortificou-se a amostra de urina branca de
seis individuos (trés mulheres e trés homens), nos niveis do CQB e CQA. O
coeficiente de variacdo (CV) foi calculado entre tais amostras. Os

resultados estao sumarizados na TABELA 4.10.

TABELA 4. 10: Efeito de matriz segundo preconizado pela EMEA

Efeito de matriz FG (CV % entre os 6 lotes de urina)

Amostras
CQB CQA
Amostras totais (n = 6) 52,5 40,8
Amostras de mulheres
21,1 21,5
(n=3)
Amostras de homens (n = 3) 16,2 18,2

Pode-se observar que, quando se compararam as amostras de
homens e mulheres, o CV encontrado ficou acima do permitido (< 15%).
Quando as amostras foram comparadas por sexo, separando-se mulheres de
homens, o CV diminuiu consideravelmente. Para avaliar o efeito de dieta,
sexo ou diluicdo, um nimero maior de amostras se faria necessario em

contradi¢do ao preconizado pela EMA para injec¢do direta de amostra.

Linearidade

Na sequéncia, a linearidade do método foi estudada. Uma
curva em triplicata, tratada por regressao linear, foi construida na matriz, na
faixa de 1,00-13,0 pg/mL, com sete niveis de concentragdo. A curva, o

coeficiente de determinacdo obtido, bem como a equagdo da reta estdo
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representados na FIGURA 4.26.
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FIGURA 4. 26: Curva de calibragdo para o FG em urina

A exatidao da curva foi calculada, estando dentro do limite de
80,0-120% para o LQ e 85,0-115% para as demais concentragdes. O
coeficiente de variacdo entre as curvas (CV) variou entre 5,81-14,1%,
estando de acordo com o preconizado pelos protocolos internacionais de

62,128

validacao. O limite de quantificagcao (LQ) para este método foi de 1,00

ug/mL, e o de deteccao (LD) foi de 0,50 pg/mL.

Precisdo e Exatiddo

Avaliou-se a precisdo intralote calculando-se o CV (%) entre
as quintuplicatas preparadas em cada lote e também interlotes, calculando-
se 0 CV (%) entre a média das areas obtidas em cada um dos trés lotes de
controle de qualidade. Os dados estdo apresentados na TABELA 4.11.
Todos os lotes e também a média dos mesmos apresentaram precisdo, pois

o CV calculado foi menor que 15%.
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A exatidao foi calculada intralote, sendo a média das areas das
quintuplicatas interpolada na equacdo da reta referente a curva de
calibracdo, e tal valor foi comparado com o valor nominal do controle de
qualidade. Para calcular a exatiddo interlotes, fez-se a média das areas
obtidas em todos os lotes, para cada nivel de concentracdo. Este valor foi
interpolado na equagdo da reta e comparado com o valor nominal do
controle de qualidade. A exatiddo intra e interlote ficou dentro da faixa de
85,0%-115%, conforme especificado pelos guias de validacao

. . . 62,128
internacionais.

TABELA 4. 11: Precisdo e exatidao intra ¢ interlote (n = 5)

Média dos 3
1° Lote 2° Lote 3° Lote
FG lotes

(ng/mL) Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatidio CV
(%) (“e) (%) () () () () (%)

3,50 91,3 7,81 99.4 6,38 99,5 15,7 96,7 4,87

6,00 109 3,50 108 5,14 108 6,38 108 0,45

8,00 115 3,09 112 3,27 107 10,9 111 3,66
Estabilidade

A estabilidade no autoinjetor foi avaliada a partir da analise de
um lote de controle de qualidade em cada nivel de concentragdo (baixo,
médio e alto) assim que preparado (t0) e apos 24 horas (t24) do preparo,
armazenado em temperatura ambiente. Os resultados estao apresentados na
TABELA 4.12, e pode-se observar que as amostras sao estaveis por 24

horas em temperatura ambiente.
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TABELA 4. 12: Estabilidade de autoinjetor para o FG - temperatura ambiente

Exatidio (%)

Amostra " 04
CQB 91,3 86,9
CQM 109 109,3
CQA 115 116

Na sequéncia, foi avaliado o degelo. Um lote de controle foi
preparado, em cada nivel de concentracdo, e analisado imediatamente
(Dt0). Na sequéncia, cada lote foi congelado por 48 hrs e depois degelado e
analisado (Dt48). Os resultados estdao descritos na TABELA 4.13. Somente
para o CQB a exatiddo encontrada estava fora da faixa especificada de 80,0
-120%, apds 48 horas de congelamento. Assim, recomenda-se que as
amostras sejam preparadas e analisadas, ndo sendo congeladas apos

preparo.

TABELA 4. 13: Degelo para o FG — ciclo de 48 horas a - 20 °C

Exatidao
Amostra
Dt0 Dt24
CQB 81,1 74,3
CQM 86,7 95,5
CQA 108 105

Aplicacdo do método

O método foi aplicado em oito individuos que se submeteram
a exames clinicos para avaliar fenol urinario no Laboratorio de Analises
Clinicas Dr. Maricondi, situado na cidade de Sao Carlos. As amostras dos
individuos foram quantificadas por padronizagdo externa frente a curva de

calibracdo preparada a partir da fortificacdo do pool de urina utilizado na
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validacao do método. Os resultados obtidos estdo descritos na TABELA

4.14.

TABELA 4. 14: Anélise de urinas individuais por padronizagdo externa
Individuo FG (ng/mL)
<LQ
<LQ
<LQ
1,08
2,53
12,1
<LQ
<LQ

(o< IR e Y B SN U L N

Levando em consideracao os resultados de EM obtidos onde
ficaram evidenciadas as diferencas de amostras individuais em relacao ao
pool de urina usado como matriz, para avaliar a exatiddao dos resultados
obtidos, a padronizacdo por adi¢cdo de padrio foi empregada para as
amostras dos individuos com valores FG acima do LQ por calibragao
externa.

Quando se realiza quantificagdo por adi¢do de padrao,
diferentes concentragdes do padrdo analitico sao adicionadas em uma
amostra que ja contém o composto de interesse, € uma curva analitica €
construida a partir destas amostras. Graficamente, extrapolando a curva no
eixo X, encontra-se a concentragdo inicial do analito na amostra (FIGURA
4.27). Dessa forma, a variacdo na composi¢ao da urina de cada individuo ¢

. ~ 63 -, , , . ..
levada em considerac¢do”, ja que a curva ¢ construida individualmente.
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FIGURA 4. 27: Exemplo de curva por adi¢do de padrao

Assim, a faixa de padrao adicionada foi de 1,00 a 5,00 pg/mL,
¢ as amostras analisadas foram: 4, 5 e 6. Para a amostra 6, como o valor de
FG encontrado por padronizagdo externa estava proximo ao ponto maximo
da curva, diluiu-se esta amostra 20 vezes antes de adicionar os padrdes.
Para checar a exatiddo da calibragdo por adicdo de padrdo, preparou-se
também uma amostra-padrdao com o pool de urina na concentracdo de 2

pug/mL. Os resultados estdo apresentados na TABELA 4.15.

TABELA 4. 15: Andlise de urinas individuais e da amostra-padrdo de pool fortificado -

calibragdo por adi¢do de padrao

Creatinina FG
Individuo FG (ng/mL)
(mg/dL) (mg/g creatinina)
4 1,14 166 0,69
5 0,61 41,6 1,46
6 22,3 15,6 141

Pool 2,05 83,5 2,46
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A amostra-padrao de pool de urina fortificada apresentou
exatidao de 102%. Os resultados para as amostras 5 e¢ 6 diferem em relagao
ao obtido por padronizagdo externa, certamente devido a variacdo da
composi¢ao individual da urina.

Assim, pode-se concluir que o pool de urina como matriz, com
calibragdo externa pode ser utilizado para triagem de amostras. Exatidao da

quantificacdo ¢ conseguida por calibragdo por adi¢ao de padrao.

4.2. Quantificacdo de p-nitrofenil-p-D-glucuronideo em urina

por injecao direta de amostra por 2D-LC-MS/MS

Devido aos problemas relacionados a seletividade encontrados
na analise de FG no QqQ, decidiu-se estudar o comportamento de outro
glucuronideo em condi¢des semelhantes as utilizadas para o FG, sendo o p-

nitrofenil-B-D-glucuronideo (NFG) selecionado.

4.2.1. Desenvolvimento do método utilizando-se sistema

UHPLC-QqQ para o NFG

Ajuste das condicoes cromatogrdficas

Assumindo condi¢des cromatograficas similares para o NFG e
FG, as colunas para primeira e segunda dimensoes foram mantidas, assim
como a dilui¢do da urina. O esquema do sistema de acoplamento UHPLC-
QqQ ¢ aquele mostrado na FIGURA 4.9. As condi¢des de fase movel nas
duas dimensdes assim como o tempo de acoplamento, no entanto, foram

ajustados.
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Assim, a exclusao das macromoléculas da urina fo1 avaliada, e
o tempo de exclusdo obtido foi de 4 min. Como fase movel de eluigdo e
transferéncia do NFG da coluna RAM-BSA para a coluna analitica BEH-
Fenil, utilizou-se uma mistura de ACN e agua, contendo 0,1% de acido
formico. O percentual de ACN como modificador organico foi avaliado
(FIGURA 4.28), levando-se em consideragdao o tempo de exclusdo das
macromoléculas da urina, por meio da injecdo de padrao de NFG em agua
(500 ng/mL). Em todos os percentuais avaliados, o NFG ficou retido na
coluna durante o tempo de exclusdo das macromoléculas da urina, sendo

entdo o percentual de 70% de ACN selecionado.

20x10°1 500 ACN

| ——60% ACN I
———70 % ACN H

1,6x10°

1,2x10°

Abundincia

8,0x10"

4,0x10"

o044~

Tempo (min)

FIGURA 4. 28: Cromatograma de ions totais referente a variagdo do percentual de ACN
como modificador organico na fase mével de transferéncia (ACN + 0,1% AF/agua +

0,1% AF); ESI'; SRM, m/z 314,2 - 138,0 e m/z 314,2 > 112,9

Na segunda dimensdo, a fase movel utilizada foi a mesma da
primeira dimensdo. Na TABELA 4.16, estdo sumarizadas as condigdes

cromatograficas desenvolvidas para o NFG.
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TABELA 4. 16: Condigdes empregadas no acoplamento entre RAM BSA Cg x BEH

Fenil - NFG, volume de inje¢do: 10 pL, vazao: 0,3 mL/min

Tempo Proporc¢io da
Fase movel Evento
(min) fase movel
Exclusdo de
0,00 - 4,00 agua + 0,1 % /AF ACN 99:1 macromoléculas da
matriz
5,01-7,00 4gua+0,1 % /AF ACN+ 0,1 % AF 30:70 Elui¢do do glucuronideo
Acoplamento entre as
6,10-7,00 agua + 0,1 % /AF ACN + 0,1 % AF 30:70
colunas
Recondicionamento da
7,01 - 15,00 agua + 0,1 % AF/ACN 99:1
coluna RAM
Analise do NFG na
7,01 -15,00 agua+0,1 % /AF ACN + 0,1 % AF 30:70

coluna BEH-Fenil

Sistema 2D-LC-MS/MS

As condi¢des de ionizacdo e fragmentacdo do NFG foram
otimizadas, por meio de inser¢do direta no sistema MS, combinando-se a
vazao vinda da bomba-seringa contendo solu¢do-padrao de NFG em agua
(1 pg/mL) com a vazdo vinda do LC, (ACN/ solugdo aquosa de acido
formico 0,1% 60:40 v/v). Para selecionar as transi¢oes que seriam
monitoradas, levaram-se em consideracao dois fatores, concomitantemente:
informagdes da literatura que demonstram a fragmentacdo tipica de
glucuronideo e intensidade dos ions-produtos. Baseando-se nessas
informacdes, selecionou-se a transi¢do m/z 314 - 138, correspondente a
aglicona, e a m/z 314 = 113 que corresponde a fragmentagdo do acido
glucurdnico. Na FIGURA 4.29, tem-se um esquema demonstrando a

estrutura do NFG e seus ions-fragmentos mais intensos. Na TABELA 4.17,
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estdo sumarizadas as condi¢des de ionizagdo e fragmentagdo estabelecidas

para o NFG.

HO,C 0
HO
HO -
OH | . i
_-r’
(0] HO,C o
HO
HO
o
NO,
m/z 175

E \ (6]
: HO
1 O_\
i m/z 113

Aglicona

FIGURA 4. 29: Estrutura do NFG e seus ions-fragmentos
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TABELA 4. 17: Condi¢des de ionizacdo e fragmentacao para NFG por ESI

fon- Transiciao
Energia de
Parametros de ionizacao precursor SRM
Colisao (eV)
(m/z ) [M-H] (m/z)
Capilar: 2 kV
138,0
Cone: 18 V 24
314,2
Temperatura de dessolvatagdo: 500 °C
112,9
Gas de dessolvatagao: 1000 L/hr 14

Tendo estabelecido as condi¢Oes analiticas iniciais, avaliou-se
a seletividade. No item A) da FIGURA 4.30, observam-se os
cromatogramas da analise de agua fortificada com NFG (130 ng/mL), agua
pura e urina branca. Uma banda foi detectada na urina branca com o
mesmo tempo de retengdo do NFG e nas mesmas transicoes, evidenciando
que, nas condicoes desenvolvidas, ndo houve seletividade.

No item B) da FIGURA 4.30, observam-se os cromatogramas
da avaliacdao de seletividade das condigdes analiticas desenvolvidas para o
FG. Comparando-se os cromatogramas dos itens A e B, observa-se que o
interferente detectado na urina branca na analise de NFG ¢ bem menos
intenso do que o detectado na analise de FG. Esta evidéncia pode estar
relacionada com o fato de o NFG nao ser produzido por metabolismo de
alimentos, ao contrario do que ocorre com o FG. No entanto, embora o
sinal do interferente encontrado na urina branca na analise de NFG seja
pouco intenso, este foi considerado e investigado, inclusive em relacdo a

“efeito memoria”.
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FIGURA 4. 30: Cromatogramas de ions totais referentes a: A) Andlise de dgua
fortificada com NFG, dgua pura e urina branca. B) Anélise de 4dgua fortificada com FG,

agua pura e urina branca; ESI'; SRM, m/z 314,2 2> 138,0 e m/z 314,2 > 112,9

Para melhor avaliar a seletividade e descartar a possibilidade
de “efeito memoria” na analise do NFG em urina, realizou-se uma

comparagdo entre a matriz bioldgica e uma matriz produzida artificialmente
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(Urisub® CST Technologies, INC.). Ambas possuem composi¢do quimica
semelhante, porém a artificial ¢ livre de interferentes endogenos. Dessa
forma fortificou-se a urina artificial com NFG (130 ng/mL) e injetou-se no
sistema cromatografico, seguido de inje¢do da urina artificial em branco.
Na FIGURA 4.31, ilustram-se os cromatogramas obtidos, sendo possivel
notar que nenhuma banda foi detectada na urina artificial branca e, assim,
descartando, contaminagdo por “efeito memoria”. Esse resultado evidencia,
também, que os picos detectados no tempo de retencdo € nas mesmas
transicoes do NFG na urina humana correspondem a endogenos ou

xenobioticos.

w4 T NFG 130 ng/mL em urina artificial
| — Urina artificial branca

6x10°
5x10° o

4x10° 4

Abundéancia

3x10°

2x10° A

1x10° 4

Tempo (min)

FIGURA 4. 31: Cromatogramas de ions totais obtidos para o padrdo de NFG em urina
artificial a 130 ng/mL e injecdo de urina artificial branca; ESI'; SRM, m/z 314,2 2>
138,0 e m/z 314,2 2> 112,9

Para investigar sobre a natureza dos interferentes,
experimentos de perda neutra (NL) foram realizados. Considerando que
xenobioticos sdo excretados como glucuronideos, avaliou-se a perda da m/z

176 Da."”! Para tanto, um pool de urina branca foi analisado nas condi¢des
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cromatograficas descritas na TABELA 4.16. O cromatograma de ions totais
obtidos (FIGURA 4.32) apresenta uma banda em 7,32 min, tempo de

retengao proximo ao obtido para o NFG (7,25 min) no modo SRM.

1,0x10° 1

8,0x10° -

6,0x10° -

4,0x10°

Abundincia

2,0x10°

0,0 4

Tempo (min)

FIGURA 4. 32: Cromatograma de ions totais obtidos para a urina branca no

experimento de perda neutra (176 Da)

O espectro de massa correspondente a esta banda mostrou

diversos ions com perda de 176 Da.
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FIGURA 4. 33: Espectro de massa da banda detectada na urina branca (7,32 min) no

experimento de perda neutra

Extraindo-se os ions mais intensos, observaram-se, nos
cromatogramas correspondentes, bandas em tempo de retengdo proximo ao
do NFG (FIGURA 4.33). Assim pode-se concluir que outros glucuronideos

coeluem com o NFG.
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FIGURA 4. 34: Experimento de perda neutra: ions extraidos, cone 18 V, capilar 2 KV,
m/z 178 a m/z 1000 Da, energia de colisdo de 22 eV.

Dessa forma, com a finalidade de se atingir a seletividade
cromatografica empregou-se a coluna ZIC-HILIC na segunda dimensao,
substituindo-se a coluna BEH-Fenil.

A cromatografia por interacdo hidrofilica (HILIC) ¢
considerada complementar ao modo reverso de elui¢io'*, proporcionando
diferente seletividade em relagdo aos compostos polares. Neste modo de
eluicdo, a fase estacionaria ¢ polar. A fase moével também ¢ polar,
predominantemente organica, porém, deve conter um minimo de 10% de
agua. Isto € essencial porque a 4gua adsorve na superficie da silica,
formando uma pelicula, € 0 mecanismo de separagdo dos analitos € regido
pela particio dos mesmos entre o solvente organico e a pelicula de agua

(FIGURA 4.34).'*
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FIGURA 4. 35: Mecanismo de separag¢iio no modo HILIC — adaptado da referéncia' >’

Diversas colunas com caracteristicas polares podem ser usadas
no modo HILIC. Um exemplo sdo as colunas ZIC-HILIC, cuja fase
estacionaria ¢ constituida de silica porosa tendo um grupo zwiteridnico
ligado covalentemente a silica. Na fase estacionaria desta coluna, além do
mecanismo de separagdo por particdo, também ocorrem interacoes
eletrostaticas fracas entre os analitos ionizados e a fase zwteriOnica
(FIGURA 4.35). Esta caracteristica proporciona seletividade tnica para a
coluna ZIC-HILIC, especialmente para compostos ionizaveis € polares que
apresentam baixa retencdo em colunas que operam no modo reverso de

c o~ ’ 134
eluicdo, tal como os glucuronideos.
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FIGURA 4. 36: Fase estacionaria ZIC-HILIC e seu mecanismo de reten¢do — adaptado

A . 135
da referéncia

Assim, para poder empregar a coluna ZIC-HILIC na segunda
dimensao, as condicdes analiticas foram ajustadas para o modo HILIC de
eluicilo. Na TABELA 4.18, estdo descritas as condi¢cOes analiticas
utilizadas no acoplamento entre as colunas RAM-BSA Cge a ZIC-HILIC.
Na segunda dimensao, optou-se por utilizar eluicdo no modo gradiente, a

fim de se obter melhor separagdo do NFG em relagdo aos interferentes.
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TABELA 4. 18: Condi¢des empregadas no acoplamento entre a coluna RAM BSA Cs x
ZIC-HILIC Vazao: 0,3 mL/min

Tempo (min)

Fase movel

Proporc¢ao

Evento

0,00 - 4,00

4,01 - 6,80

5,75-6,80

6,80 - 33,0

6,80-26,8

26,8-33,0

agua/ACN + 0,1% AF

formiato de amonio
pH 3/ACN + 0,1% AF
formiato de amonio

pH 3/ACN + 0,1% AF
agua/ACN + 0,1% AF

formiato de amonio

pH 6,8/ACN + 0,1%
AF

formiato de amonio

pH 6,8/ACN + 0,1 %
AF

99:1

5:95

5:95

99:1

Eluigdo gradiente:

95 % ACN para 5 % ACN

5:95

Exclusio de
macromoléculas da

matriz
Eluicdo do glucuronideo

Acoplamento entre as
colunas
Recondicionamento da

coluna RAM

Analise na coluna ZIC-

HILIC

Recondicionamento da

coluna ZIC-HILIC

Nos cromatogramas da FIGURA 4.36 tem-se a comparacao da

analise da urina branca em relacdo as analises das amostras de agua e urina

artificial, ambas fortificadas com NFG (500 ng/mL). Pode-se observar que

uma banda foi detectada na urina branca, coeluindo com o NFG, nas

mesmas transi¢coes, evidenciando que, mesmo com a utilizacdo da coluna

ZI1C-HILIC, a seletividade nao foi alcancada.
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FIGURA 4. 37: Cromatograma de ions totais comparando-se NFG em agua (500
ng/mL), NFG em urina (500 ng/mL) e urina branca no acoplamento entre a coluna

RAM-BSA Cs - ZIC-HILIC; ESI'; SRM, m/z 314,2 > 138,0 e m/z 314,2 > 112,9

Considerando que o NFG também ¢ uma molécula pequena,
poucas transicoes estdo disponiveis para serem monitoradas. Para dificultar
ainda mais, duas (m/z 314 - 113; 314 - 175) das trés transi¢des mais
intensas sdo correspondentes a por¢cdao acido glucurdnico da molécula,
portanto ndo especificas. Assim, uma alternativa encontrada para contornar
este inconveniente foi gerar o ion m/z 138, correspondente a aglicona, na
fonte de 1onizacao e fragmenta-lo na célula de colisdo, gerando os ions m/z

108 ¢ 92 Da (FIGURA 4.37).
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FIGURA 4. 38: Proposta de fragmentagdo do ion m/z 138

Para 1sso, realizou-se um estudo sistematico aumentando-se a
energia do cone e do capilar e monitorando-se a intensidade do ion m/z
138. A energia do cone que proporcionou maior intensidade para o ion m/z
138 foi 50 V. Em relagdo ao capilar, o aumento de sua energia ndo
influenciou na intensidade do ion m/z 138. Estabelecidas as condi¢des para
gerar o ion m/z 138 na fonte, otimizaram-se as condi¢des de fragmentagdo

do mesmo, e as condi¢des estabelecidas estdo descritas na TABELA 4.19.

TABELA 4. 19: Condi¢des de ionizacdo do NFG sendo o ion precursor o m/z 138

fon-
Transicao
precursor Energia de
Parametros de ionizacio SRM
(m/z ) [M- Colisao (eV)
(m/z)
H]
Capilar: 2 kV
Cone: 50V 92,0 20,0
138
Temperatura de dessolvatagao: 500 °C
Gas de dessolvatagao: 1000 L/hr 108 15,0
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Quanto as condi¢des cromatograficas, ajustes foram realizados
buscando condicoes ideais de trabalho da coluna ZIC-HILIC. As condigdes
cromatograficas otimizadas estdo descritas na TABELA 4.20. Em relagao
ao preparo de amostra, inseriu-se, também, uma etapa que consiste na
extragdo liquido-liquido (LLE) da urina com acetato de etila. Este
procedimento passou a ser realizado, pois compostos organicos presentes
na urina se depositavam na fonte de ionizagdo, ocasionando rapida perda de

sensibilidade.**

TABELA 4. 20: Condic¢des cromatograficas otimizadas para o acoplamento entre a

coluna RAM BSA Cg x ZIC-HILIC

Proporc¢ao
Tempo
Fase movel da fase Evento
(min)
movel
Exclusao de
0,00 - 4,00 4gua+0,1% AF/ACN + 0,1 % AF 99:1 macromoléculas da
matriz
formiato de aménio 10 mM pH Eluigdo do
4,01 - 6,30 50:50
6,8/ACN + 0,1% AF glucuronideo
formiato de am6nio 10 mM pH Acoplamento entre
5,70-6,30 50:50
6,8/ACN + 0,1% AF colunas
formiato de aménio 10 mM pH Andlise na coluna
6,30 -10,00 50:50
6,8/ACN ZIC-HILIC
Recondicionamento
6,31-10,0 agua+0,1% AF/ACN + 0,1% AF 99:1
da coluna RAM

Vazdo: 0,3 mL/min na primeira dimensdo e 0,1 mL/min na segunda dimensao

Avaliou-se a seletividade do método nas novas condi¢des
estabelecidas, utilizando-se inicialmente a coluna RAM-BSA Cgno modo
unidimensional, ou seja, operando como coluna extratora e coluna

analitica, concomitantemente. No cromatograma da FIGURA 4.38, ¢
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possivel observar que, mesmo em uma Unica dimensao cromatografica, a
seletividade foi alcangada na analise de urina branca, sendo apenas

detectados ruidos no tempo de retengdo correspondente ao NFG.

— NFG 500 ng/mL em 4gua

2,1x10” )
Urina branca

1,8x10°
1,5x10°
1,2x10° 4

9,0x10"

Abundincia

6,0x10" o

3,0x10" o [
0,0 J N

Tempo (min)

FIGURA 4. 39: Cromatograma ions totais comparando-se analise de NFG em agua (500
ng/mL) e urina branca na coluna RAM-BSA Cg; ESI'; SRM, m/z 138 = 92,0 e m/z 138
- 108

No entanto, como o ion-precursor foi gerado na fonte de
1onizagao, para avaliar a possibilidade de problemas de precisao e exatidao
devido a inconsisténcia da fragmentagdo, avaliou-se a possibilidade de
gerar uma curva analitica utilizando-se as transi¢des m/z 138 = 108 ¢ 138
= 92,0. Para isso, solugdes-padrao de NFG, na faixa de 200 a 400 ng/mL,
foram preparadas em agua a fim de garantir que efeitos de matriz ndo
interferissem no resultado. Para este estudo, realizou-se o acoplamento das
colunas RAM-BSA Cy ¢ ZIC-HILIC, nas condi¢Oes descritas na TABELA
4.20. Um cromatograma representativo pode ser observado na FIGURA

4.39.
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FIGURA 4. 40: NFG 200 ng/mL em agua. Acoplamento RAM-BSA Cs - ZIC-HILIC.
SRM-EST’, cone 50 V e capilar 2 KV. Transigdes consideradas: (138 = 108, 138 -
92,0).

Como pode ser observado no grafico da FIGURA 4.40, a
fragmentacdo na fonte de ionizagdo do m/z 138 ndo se mostrou linear a
concentragdo utilizada, sendo que nenhum modelo matematico pode ser

empregado para representar o conjunto de dados obtidos, inviabilizando,

assim, este procedimento.
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FIGURA 4. 41: Variagdo da concentracdo de NFG (200 a 400 ng/mL) em dgua em

relacdo a area obtida

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que, embora a

seletividade tenha sido alcangada com o monitoramento das transi¢cdes m/z

138 > 108 e 138 = 92,0, ndo foi possivel estabelecer curva analitica.

Desse modo o analisador de massa do tipo ion trap foi

considerado na analise do NFG.
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4.2.2. Desenvolvimento do método utilizando-se sistema LC-

IT-MS/MS para o NFG

Sistema LC- MS/MS

O sistema utilizado fo1 um LC acoplado a um analisador de
massa do tipo ion trap com fonte de ionizagdo por electrospray (ESI),
operando no modo negativo. O sistema foi configurado para que, somente
apos o tempo de exclusdo, a coluna fosse acoplada ao MS. A FIGURA 4.41

ilustra o esquema representativo empregado.

Bomba

Auto-injetor

RAM-BSA Exclusao das macromoléculas da matriz
Retencdo do NFG na RAM-BSA

el

Ion Trap

Bomba

Auto-injetor
Acoplamento RAM-BSA-MS
‘l RAM'BSA' Eluicio do NFG da RAM-BSA

Ion Trap

Valvula do sistema MS

FIGURA 4. 42: Esquema representativo do sistema LC-IT em uma dimensao
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As condigdes de ionizacdo foram estabelecidas para o NFG
por meio da insercdo direta da amostra (1 pg/ml) no espectrometro de
massa. A FIGURA 4.42 mostra o espectro obtido nas condi¢des otimizadas

que estao apresentadas na TABELA 4.21.

Intens. |
x10%

138.0

0.8

H : = 0

3 o

| /®/ s wm

: i o
174.9 : :

i ON

m/z 113

113of| | T ’
0.4

313.0
0.0 [Ny " PO

— T VT VT
100 200 300 400 500 m/z

FIGURA 4. 43: Espectro de massa obtido para o NFG no ion trap

TABELA 4. 21: Condig¢des de ionizacao obtida para o NFG no sistema ion trap

Voltagem do capilar (KV) 3,86

Pressao do gés (psi) 30,0

Temperatura de dessolvatagdo (°C) 325

Vazao do gas de dessolvatagdo (L/hr) 900

Amplitude de fragmentacao (V) 1,00
Target® 50000

Max. Acc. Time (ms)® 100

. , . b ) , ’
* Quantidade de ions acumulados no ion trap; " Tempo maximo de acumulo de ions

O ion [M-H] m/z 314 foi isolado e fragmentado, e seu ion-
produto m/z 138, referente a aglicona, monitorado. A confirmacao foi
realizada pela razdo entre os ions m/z 175 e m/z 113, no espectro de massa

do NFG.
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Ajuste das condicoes da coluna RAM-BSA Cy

Inicialmente, a exclusao das macromoléculas da urina e a
retencdo do NFG na coluna RAM-BSA Cs foram reavaliadas, ajustando-se
as proporgdes das fases moéveis. A vazao utilizada foi 0,3 mL/min, sendo
que, apods a saida da coluna RAM-BSA, foi instalado um divisor de vazao
para que apenas 0,1 mL/min fosse enviado ao sistema MS. O procedimento
de pré-tratamento da amostra por LLE com acetato de etila, anteriormente
adotado (item 4.2.1 p. 111), foi mantido nesta analise. As condi¢des estao

sumarizadas na TABELA 4.22.

TABELA 4. 22: Condig¢des cromatograficas — coluna RAM BSA Cg.

Tempo Proporc¢io da
Fase movel Evento
(min) fase movel
Exclusdo de
0,00 - 4,00 agua +0,1% AF 100

macromoléculas da matriz
formiato de amonio

4,01 -9,80 30:70 Elui¢ao do glucuronideo
10 mM pH 6,8/ACN

Recondicionamento da

9,80 - 15,0 agua + 0,1% AF 100
coluna RAM

Nessas condi¢des, analisou-se um pool de urina branca em
comparagdo com o padrao de NFG em agua (7,00 ug/mL). Avaliando-se os
cromatogramas ilustrados na FIGURA 4.43, observa-se que ndo ha banda
no tempo de retencdo do NFG e que, portanto, nessas condi¢des, tem-se a

seletividade do método.
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FIGURA 4. 44: Seletividade — Comparagdo da urina branca com agua fortificada com
NFG - m/z 138 extraido

Diante da seletividade obtida, o uso da segunda dimensdo foi

dispensado.

Validacdo

Esse método foi validado tendo os seguintes critérios
avaliados: seletividade, efeito de matriz (EM), recuperagdo (RE), eficiéncia
do processo (EP) linearidade, limite de quantificacdo, limite de detecgao,
precisdo e exatiddo e estabilidade. Os controles de qualidade foram
estabelecidos nas seguintes concentragdes: 5,00 pg/mL (controle baixo),

7,00 ng/mL (controle médio) e 13,0 pg/mL (controle alto).

Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se a analise individual
das seis urinas que compunham o pool em relagdao ao pool fortificado com
NFG. Os cromatogramas estdo apresentados na FIGURA 4.44 e
evidenciam que o método € seletivo, pois nao houve coeluigdo de

interferentes no tempo de retencao do NFG.
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FIGURA 4. 45: Cromatogramas das urinas brancas em compara¢do com a urina

fortificada com NFG — m/z 138 extraido

Efeito de Matriz (EM), Recuperacdo (RE) e Eficiéncia do
Processo (EP)

Nesse meétodo, o EM foi avaliado qualitativamente e
quantitativamente. O qualitativo foi avaliado por meio de infusdo pods-
coluna do NFG em 4gua na concentra¢do de 7,00 pg/mL, enquanto a urina
pool, urina artificial e a d4gua foram injetadas no LC, passando pela coluna
RAM-BSA Cg, conforme esquema ja apresentado na FIGURA 4.24.

Como se pode observar na FIGURA 4.45, somente para o
pool de urina houve supressao de ioniza¢do no tempo de retencao do NFG,
podendo-se inferir que o principal responsavel pelo efeito de matriz seriam

interferentes endogenos.
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FIGURA 4. 46: Efeito de matriz qualitativo para o NFG - m/z 138 extraido

Considerando que nesse método as amostras analisadas
sofreram pré-tratamento (LLE com acetato de etila), ndo foi possivel seguir
o protocolo estabelecido pela EMA para avaliacdo do EM por injecdo direta
de amostra. Portanto, o EM foi calculado levando-se em consideracao a
razao entre lotes de controle de qualidade fortificados, apos o procedimento
de LLE, e controles preparados em agua. Ja a recuperacdo foi calculada
considerando a razdo entre lotes de controles fortificados antes e controles
fortificados apos procedimento de LLE. Por ultimo, levou-se em conta a
eficiéncia de todo o processo, calculando a razdo entre lotes de controles
fortificados antes do procedimento de LLE e controles em agua®.

Na TABELA 4.23, estdo os resultados obtidos, sendo que o
EM quantitativo foi de 7,15% para o CQB, 6,80% para o CQM e 12,4%
para o CQA. Ja a recuperacao foi baixa, em torno de 29,0% para todos os
controles, porém foi constante. Por fim, a eficiéncia do processo foi de
1,94% para o CQB, 2,47% para o CQM e de 4,66% para o CQA. Com isso
pode-se concluir que, durante o procedimento de LLE, houve perda do

analito. Devido a esta perda, a eficiéncia de todo o processo tornou-se
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baixa. Porém como a recuperagdo foi constante, a precisdo/exatidao do

método nao foi afetada.

TABELA 4. 23: Dados obtidos para EM, RE ¢ EP

Parametros CQB COM CQA

EM (%) 7,15 6,80 12,4

RE (%) 28,8 29,9 29.9

EP (%) 1,94 2,47 4,66
Linearidade

Na sequéncia, a linearidade foi avaliada (FIGURA 4.46). Uma
curva em triplicata foi construida, levando-se em consideracdo a area da
banda cromatografica referente as seguintes concentracdes: 4,00; 6,00;
8,00; 10,0; 12,0; 14,0 e 16,0 pg/mL. As amostras foram preparadas na
matriz, ¢ o modelo matematico utilizado para representar o conjunto de
dados foi regressdo linear. A exatiddo foi calculada em relacdo ao valor
nominal para todas as concentracoes da curva, sendo o desvio encontrado <
15%. A precisdao expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) entre as
triplicatas foi avaliada, e o desvio foi < 15% para todas as concentracdes. O
limite de quantificacao (LQ) para este método foi de 4,00 pg/mL, e o de
deteccdo (LD) foi de 3,00 pg/mL.
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FIGURA 4. 47: Curvas de calibragdo para o NFG em urina

Precisdo e Exatiddo

A precisdo e a exatiddo intralote e interlotes foram avaliadas
observando-se as quintuplicatas dos trés lotes de controle de qualidade. Os
dados estao apresentados na TABELA 4.24. Todos os lotes e também a
média dos mesmos apresentaram precisao, pois o CV calculado foi menor
que 15%. A exatidao foi calculada comparando-se o valor nominal do
controle de qualidade preparado com o valor quantificado que foi calculado
a partir da interpolacao dos resultados na equacao da reta obtida pela curva
de calibracdao. Para todos os lotes e também para a média entre lotes, a
exatidao ficou dentro da faixa de 85-115%, conforme especificado pelos

. . . . . ~ 62,128
guias internacionais de validacdo.™™
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TABELA 4. 24: Precisdo e exatidao intra ¢ interlote (n = 5)

1° Lote 2° Lote 3° Lote Média dos 3 lotes

(;:/FH?L) Exatiddo CV Exatidao Cv Exatiddo CV  Exatidao Cv

(o) (Y0) (Y0) (%) (%) (%) (Y0) (Y0)

5,0 102 4,33 98,8 8,63 91,7 6,83 97,4 13,0

7,0 92,5 11,3 88,8 5,79 85,3 4,78 86,9 13,8

13 96,7 15,4 95,7 5,35 87,7 6,63 93,4 11,4
Estabilidade

A estabilidade de autoinjetor foi avaliada a partir da analise de

um lote de controle de qualidade assim que preparado (t0) e apos 48 (t48) e

68 horas (t68) do preparo, armazenado em temperatura ambiente. A

exatidao do t0 foi calculada a partir da interpolacao da média das areas em

relagdo a curva média. Ja a exatidao do lote t48 e t68 foi calculada a partir

da interpolacdo das areas em relacdo a uma curva recém-preparada e

injetada imediatamente anterior ao respectivo lote. Os resultados estdo

apresentados, na TABELA 4.25, ¢ pode-se observar que as amostras sao

estaveis por 48 horas em temperatura ambiente, porém apos 68 horas o

CQM e o CQA se apresentaram instaveis, portanto, recomenda-se que as

amostras sejam preparadas e avaliadas o mais breve possivel.

TABELA 4. 25: Estabilidade de autoinjetor para o NFG

Exatidio (%)

Amostra t0 t48 t68
CQB 102 102 97,8
CQM 92,5 90,0 78,2
CQA 96,7 85,9 75,7




124

Na sequéncia, foi avaliado o degelo. Um lote de controle foi
preparado e analisado imediatamente (Dt0). Na sequéncia, este foi
congelado por 24 hrs (Dt24) e 60 hrs (Dt60) e, posteriormente, degelado e
analisado. A exatiddo para o Dt0 foi calculada a partir da interpolacdo da
média das areas em relagdo a uma curva média e para Dt24 e Dt60 em
relagdo a uma curva injetada imediatamente anterior ao lote Dt24
(TABELA 4.26). As amostras se mostraram estaveis, durante os ciclos de

degelo de 24 e 60 horas.

TABELA 4. 26: Degelo para o NFG

Exatidao (%)
Amostra
Dt0 Dt24 Dt60
CQB 106 97,7 113
CQM 112 110 101
CQA 94,6 106 107

Aplicacdo do método

Como nado houve disponibilidade de urina de individuos
expostos ao NFG para aplicar o método, mimetizaram-se amostras
contaminadas para avaliar o efeito de EM na exatiddo por padronizagao
externa para amostras individuais. Assim, as urinas das trés mulheres e dos
trés homens que compunham o pool foram fortificadas com NFG na
concentragdo de 5,50 e 11,0 ug/mL. Para algumas amostras, problemas de
exatidao foram observados (TABELA 4.27). Para a amostra do individuo
H1, por exemplo, obteve-se 198% de exatiddo no nivel baixo e 231% no
nivel alto. Para a H3, os valores de exatidao (140% para o nivel baixo e
143% para o alto) também estdo acima do critério de aceitagcdo. J& para a

amostra M2, a exatidao obtida foi abaixo (69,9% para o nivel alto). Entdo,
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pode-se inferir que a composi¢ao individual da urina ocasionou problemas

de exatidao no método.

TABELA 4. 27: Andlise individual das urinas que compunham o pool de urinas apos

fortificacdo com NFG

Individuos 5,50 (ng/mL) 11,0 (ug/mL)
Exatidio (%) CV (%) Exatidio (%) CV (%)
M1 117 7,17 119 5,19
M2 91,4 9,38 69,9 3,67
M3 105 11,2 104 1,33
Hl 198 8,91 231 0,57
H2 107 12,1 104 8,37
H3 140 6,22 143 8,79

Como relatado para o FG, a padronizagdo externa por pool de
urina afeta a exatiddo das amostras individuais. Talvez seja importante
ressaltar que as amostras individuais ndo foram normalizadas pela
creatinina e isto pode ter contribuido para os desvios de exatidao
observados.

Portanto, a calibracdo por adicdo de padriao também foi
utilizada para quantificar as amostras de urina fortificadas com NFG (5,50
png/mL). A faixa de calibragdo selecionada foi de 4,00 a 7,50 pg/mL.
Inicialmente todas as amostras foram analisadas na concentragdo preparada
de 5,50 pg/mL. Entretanto, algumas das amostras tiveram de ter a
concentracdo inicial do NFG reduzida para 1,00 ug/mL, devido ao maior
sinal analitico. Essas amostras foram aquelas de urinas mais limpidas.

Por extrapolacdo grafica, a concentracio de NFG foi
determinada e este valor comparado com o valor nominal para o céalculo da
exatiddo. A TABELA 4.28 apresenta os valores obtidos. Todas as amostras

apresentaram exatiddo, de acordo com o critério de aceitacdo do método,
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exceto para a amostra do individuo M2.

TABELA 4. 28: Exatiddo encontrada para urinas individuais calculadas pelo método de

adi¢do de padrao

Concentra¢ao nominal

Amostras Exatidao (%)
(ng/mL)
H1 5,50 115
H2 1,00 111
H3 1,00 103
M1 1,00 90,9
M2 5,50 80,1
M3 5,50 92,0

A baixa capacidade de resolucao dos analisadores empregados
associada as transi¢coes monitoradas talvez sejam as responsaveis pela baixa
exatiddo encontrada para a calibracdo externa, para ambos o0s
glucuronideos estudados. De todo modo, assim como para o FG, o modo de
analise aqui reportado pode ser aplicado para triagem de amostras. A
quantificacdo das amostras contaminadas pode ser feita pelo método de

calibracao por adi¢ao de padrao.



CONCLUSOES



“O que prevemos raramente ocorre; o que menos esperamos geralmente
acontece.”

(Benjamin Disraeli)
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5. Conclusoes e Perspectivas

A coluna RAM-BSA SAX mostrou-se eficiente na exclusao
das macromoléculas da urina ¢ na retencao do FG, sendo uma excelente
alternativa na analise de compostos polares e ionizaveis em relacdo as
colunas RAM-BSA hidrofobicas. No entanto, nao foi possivel acoplar a
coluna RAM-BSA SAX ao sistema LC-MS/MS, pois as condig¢des
analiticas desenvolvidas demandaram alta concentracdo de tampao
formiato de amonio, acarretando a total supressdo do sinal do FG. Assim,
propde-se como perspectiva a avaliacdo de uma coluna RAM-BSA de troca
anionica fraca (WAX). Neste suporte nao € necessario o uso de fase movel
com for¢a i06nica tao elevada, o que tornaria as colunas RAM-BSA WAX
compativeis com sistemas LC-MS/MS.

Os glucuronideos avaliados neste trabalho apresentam baixa
massa molecular. Dessa forma, foi necessaria a utilizacao de transi¢oes nao
especificas, provenientes da porcdo acido glucurénico da molécula para
confirmagdo do FG e do NFG. Isso se torna um problema ainda mais
relevante, quando se trata de uma matriz complexa como a urina, rica em
xenobioticos e seus conjugados. Diante disso, interferentes foram
detectados no mesmo tempo de retengdo e nas mesmas transigoes, tanto
para o FG quanto para o NFG, inviabilizando assim a quantificacdo destes
glucuronideos utilizando-se o analisador QqQ.

Os métodos desenvolvidos no sistema LC-IT por padronizagao
externa, empregando-se como matriz pool de urina, apresentaram
problemas de exatidao para a quantificacdo de amostras individuais. Isso se
deve a variabilidade entre as urinas, j& que as mesmas ndo foram

normalizadas em relagdo a creatinina. No entanto, tais métodos se



130

mostraram alternativas para triagem destes analitos. Para quantificacdo das
amostras contaminadas, utilizou-se calibra¢ao por adi¢ao de padrao. Assim,
os métodos desenvolvidos podem ser considerados vantajosos em relagdo
aos metodos classicos, os quais utilizam a hidrolise prévia do conjugado
para todas as amostras, indiscriminadamente, para, posteriormente,
proceder a quantificacdo da aglicona livre. Esse procedimento demanda
tempo, ¢ laborioso e ainda pode gerar subprodutos durante a hidrolise,
fatores que podem culminar na quantificagdo erronea do analito em
questdo. Os métodos desenvolvidos neste trabalho por injecdo direta de
amostra, utilizando-se o sistema LC-IT, sdo simples, de facil aplicacdo, e

consequentemente podem ser empregados com alto rendimento.
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Titulo do Projeto: Desenvolvimento de Métodos para Andlise de Glucuronideos em Urina Humana por
Comatografia Liquida de alta Eficiéncia com Injecdo Direta de Amostras

Classificagdo: Grupo 111
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Pesquisadores (as): Thais Corréa Castral, Quézia Bezerra Cass (orinetadora)
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1. Normas a serem seguidas
* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 —
Item 1V.1.f) e deve receber uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item 1V.2.d).
« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar
o estudo somente apods analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
111.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa
(Item V.3) que requeiram acgado imediata.
» O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente
a evento adverso grave ocorrido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e
a Agéncia Nacional de Vigil&ncia Sanitéria - ANVISA - junto com seu posicionamento.
» Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo I ou II apresentacdos anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviéd-las
também a mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial
(Res. 251/97, item 1I1.2.e).
» Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em _ /  / e ao
término do estudo.

2. Avaliagdo do projeto

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de
Sé&o Carlos (CEP/UFSCar) analisou o projeto de pesquisa acima identificado e considerando os pareceres
do relator e do revisor DELIBEROU:

A proposta de estudo apresentada atende as exigéncias éticas e cientificas
fundamentais previstas na Resolugdo 196/96, do Conselho Nacional de Satde.

3. Conclusdo:
Projeto aprovado

Sé&o Carlos, 2 de setembro de 2009.
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offdenadofa do CEP/UFSCar
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