Victor Rodrigues Alves

ESTRATEGIAS PARA AMPLIAGAO DO USO DO
AUTOAMOSTRADOR COMBINADAS A INJECOES
MULTIPLAS NA DETERMINAGCAO DE METFORMINA EM
AMOSTRAS DE PLASMA DE TILAPIA-DO-NILO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE INTERAGAO HIDROFILICA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pés-Graduagdo em Quimica do
Departamento de  Quimica da
Universidade  Federal de Santa
Catarina para a obtencdo do grau de
Mestre em quimica na 4é&rea de
concentragdo de Quimica Analitica.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo A. Micke

Floriandpolis
2017



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Alves, Victor Rodrigues

ESTRATEGIAS PARA AMPLIACAO DO USO DO
AUTOAMOSTRADOR COMBINADAS A INJECOES MULTIPLAS NA
DETERMINAGCAO DE METFORMINA EM AMOSTRAS DE PLASMA DE
TILAPIA-DO-NILO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
INTERAGAO HIDROFILICA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS / Victor Rodrigues Alves ; orientador,
Gustavo Amadeu Micke - SC, 2017.

103 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e
Matematicas, Programa de Pdés-Graduacdo em Quimica,
Florianépolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Quimica. 2. Outer plug internal standard
(OPIS). 3. injecdes multiplas (MISER). 4.
cromatografia liquida de interacdo hidrofilica
(HILIC). 5. ciclofrutano-6. I. Amadeu Micke,
Gustavo. II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pdés-Graduacdo em Quimica.
III. Titulo.




Victor Rodrigues Alves

ESTRATEGIAS PARA AMPLIACAO DO USO DO
AUTOAMOSTRADOR COMBINADAS A INJECOES
MULTIPLAS NA DETERMINAGCAO DE METFORMINA EM
AMOSTRAS DE PLASMA DE TILAPIA-DO-NILO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE INTERACAO HIDROFILICA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Esta Dissertacao foi julgada adequada para obten¢do do Titulo de Mestre em
Quimica com énfase em Quimica Analitica e aprovada em sua forma final pelo
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina

Floriandpolis, 03 de margo de 2017.

Prof. Vanderlei Gageiro Machado, Dr.
Coordenador do Programa de Pés-Graduacao
Universidade Federal de Santa Catarina (DQ — Floriandpolis)

Banca Examinadora:

Prof. Gustavo Amadeu Micke, Dr.
Orientador
Universidade Federal de Santa Catarina (DQ - Floriandpolis)

Prof. Daniel Alfonso Spudeit, Dr.
Instituto Federal de Santa Catarina (Jaragua do Sul)






Prof. Luciano Vitali, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina (DQ - Florianépolis)

Heitor Daguer, Dr.
Ministério da agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA)






A minha mae, em admiracdo a sua
rendincia, determinacao e forca.






Trabalho desenvolvido no Laboratério de Eletroforese Capilar
(LabEC) da Universidade Federal de Santa Catarina, campus
Floriandpolis (SC).

AGRADECIMENTOS

A Edilma, minha made, pelo incentivo, amor, e torcida
incondicional. Por dedicar-se, insistir e cobrar. Por ressaltar que estara
sempre ao meu lado. Por fazer a minha jornada mais leve. Obrigado por
tudo!

A Samantha, pela alegria, companhia, cuidado e carinho
dedicado a mim. Por me dar o prazer de trabalhar ao seu lado e
compartilhar de todos os meus dilemas com muita paciéncia, além de,
apontar, auxiliar, abrir meus olhos com sua sabedoria, sensatez e
clareza. Obrigado também a sua familia pelo suporte, motivacéo e bons
momentos.

Ao prof. Dr. Gustavo A. Micke por proporcionar o contato com
um novo e vasto mundo de conhecimento ao me orientar. Obrigado pelo
aprendizado e confianca ao disponibilizar toda a infraestrutura
conquistada com o seu trabalho e o trabalho de todos seus
orientandos/orientados. Assim como, agradeco ao prof. Dr. Faruk José
Nome Aguilera por ceder o LC-MS para a realizagéo do trabalho.

A cada um dos membros do LabEC que compartilhnaram deste
periodo comigo, em especial, ao Alex, Diogo, Daniel, Jacqueline,
Maressa e Prof. Dr. Luciano Vitali. Pessoas com quem pude aprender,
admirar e inspirar-me. Amigos que dividiram seus conhecimentos e
muito generosamente estenderam suas maos para me ajudar em varios
momentos.

Aos meus amigos, Luiz e Patricia que participaram de
momentos de muita felicidade, que se preocuparam e estiveram sempre
presentes para me fazer rir e esquecer os problemas.

A UFSC por providenciar as condigdes e a organizacao. E aos
profissionais Jadir Carminatti e Graca Hoeller da coordenadoria da pds-
graduacdo em quimica pelo seu trabalho muito e suporte.

Ao CNPq, INCT-Catélise pelo apoio e suporte financeiro.






RESUMO

A presente pesquisa propbs-se a explorar funcionalidades do
autoamostrador, integrando estratégias para preparagdo de curvas de
calibracdo em sua seringa com um método combinado ao emprego da
padronizagdo interna por inje¢do do préprio analito, outer plug internal
standard (OPIS), segregando-o da amostra por inje¢cdes mudltiplas,
multiple injection in a single experimental run (MISER). Com este Ultimo
alcancou-se maior confiabilidade na analise quantitativa, ao ampliar a
repetitividade entre dias em andlises ESI-MS/MS no modo positivo, na
determinacdo de metformina em 16 amostras de plasma de tilapias-do-
nilo. Com o volume de injecdo de 2,0 uL foram preparadas solugdes de
diferentes niveis de concentracdo a partir de solvente puro, solucéo
padrao de metformina e extrato das amostras, obtidos apds precipitacdo
protéica com acetonitrila (0,1% &cido férmico, v/v) para que, por fim,
fosse possivel reproduzir a calibracdo por fortificacdo de extrato de
matriz isenta. Este procedimento foi realizado sem a interferéncia do
operador, com pouco volume de amostra, de maneira a minimizar o uso
da matriz, com ciclos de injecdo de aproximadamente 25 s cada. Para a
separacdo optou-se pela modalidade de cromatografia liquida de
interagdo hidrofilica (HILIC), a qual pode ser cumprida utilizando uma
coluna cromatografica (4,6 mm x 150 mm; 5 um; 40°C) de fase
estacionéria composta por ciclofrutano-6 nativo, quimicamente ligado a
silica (FRULIC-N). A elui¢céo do analito foi conduzida a 0,5 mL min™ com
fase movel gradiente composta por acetonitrila/adgua (70:30,, V/v),
ambos contendo 10 mmol L™ de formiato de aménio, e pH da solucéo
aquosa mantido em 3,2. O método foi validado e, apresentou boa
compatibilidade com o modelo linear (R®> = 0,999) na faixa de
concentracdo avaliada (20 — 140 ng mL™). O limite de deteccao foi de
0,8 ng mL™ e o limite de quantificagdo 2,1 ng mL™. As precisbes
instrumental, intra-ensaio e inter-ensaio, expressas pelo coeficiente de
variagdo para a area do pico, apresentaram valores melhores que
3,28%. Do ensaio de recuperacdo foram obtidas concordancias de
94,2% - 99,8%. E 0 método proposto propiciou o dispéndio de 3,7 vezes
menos tempo e solventes quando comparado ao método de injecao
convencional para um mesmo ndimero de amostras.

Palavras-chave: Outer plug internal standard (OPIS). Inje¢des
maltiplas (MISER). Cromatografia liquida de interacdo hidrofilica
(HILIC). Ciclofrutano-6.






ABSTRACT

The aim of the present study was to explore the functions of
autosampler, integrating strategies for the preparation of calibration
curves in the autosampler’s syringe with a method that uses the analyte
itself as internal standard, called outer plug internal standard (OPIS),
segregating it from the sample by multiple injections in a single
experimental run (MISER). With this procedure greater reliability was
achieved in a quantitative analysis, by increasing the repeatability
between days in positive-mode ESI-MS/MS analyzes applied in the
determination of metformin in 16 plasma samples from Nile tilapia. At
the injection volume of 2.0 pL, solutions of different concentration
levels were prepared from mixing pure solvent, standard solution of
metformin and extract of the samples, obtained after protein
precipitation with acetonitrile (0.1% formic acid, v/v), than finally, it
was possible to reproduce the calibration by addition in the free matrix
extract. This procedure was performed without interference from the
operator, with a small sample volume, in order to minimize the use of
the matrix, with injection cycles of approximately 25 s each. For the
separation, the hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC)
method was chosen, which can be accomplished using a stationary
phase chromatographic column (4.6 mm x 150 mm, 5 um; 40 ° C)
composed of native cyclofructan-6, chemically bounded to silica
(FRULIC-N). Analyte elution was conducted at 0.5 mL min-1 with a
gradient phase mobile composed of acetonitrile/water (70:30, v/v), both
containing 10 mmol L™ of ammonium formate, and pH of aqueous
solution fixed at 3.2. The method was validated and presented good
compatibility with the linear model (R®> = 0.999) in the evaluated
concentration range (20 - 140 ng mL™Y). The limit of detection and
quantitation was 0.8 ng mL™ and 2.1 ng mL™, respectively. The
instrumental, intra-assay and inter-assay precision, expressed by the
relative standard deviation for the peak area, presented values better
than 3.28%. From the recovery assay concordances of 94.2% - 99.8%
were obtained. And the proposed method allowed the waste of 3.7 times
less analysis time and solvents when compared to the conventional
injection method for the same number of samples.

Keywords:. Outer plug internal standard (OPIS). Hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC). Multiple injection in a
single experimental run (MISER). Ciclocfrutan-6.
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1 INTRODUCAO

A metformina € um medicamento amplamente distribuido no
tratamento de diabetes tipo Il (ndo insulino-dependente) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016). Sua caracteristica polar exige
métodos cromatograficos com estratégias alternativas que proporcionem
retencdo adequada, para que seja possivel realizar inferéncias em
respeito a amostras de uma maneira inequivoca.

Neste contexto, a coluna de ciclofrutano-6 nativo (FRULIC-N),
desenvolvida para aplicaces em cromatografia liquida de interacéo
hidrofilica (HILIC), propfe-se a auxiliar andlises diretas de ions e
moléculas polares altamente funcionalizadas em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) convencional
(PADIVITAGE & ARMSTRONG, 2011). Devido a sua recente
concepcdo, ainda ndo foram reportados métodos que avaliem seu
potencial frente a analises quantitativas.

Uma problematica que envolve a baixa assimilagdo de
carboidratos por peixes, motivou o Laboratério de Nutricdo de Espécies
Aquicolas (LABNUTRI-UFSC) a estudar a suplementacdo da
metformina na dieta de espécies de tilapia-do-nilo, visto que, o
medicamento tem como principio a melhoria no aproveitamento da
glicose disponivel no sangue (CHO et al.,, 2015). A iniciativa dos
pesquisadores visa avaliar principalmente o desempenho e a composicao
corporal das espécies em questdo, além de verificar a variagao dos niveis
de metformina no plasma sanguineo dos peixes, em comparagdo ao que
foi administrado inicialmente.

Para determinacdo de medicamentos em amostras de fluidos
bioldgicos, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) é considerada o “estado da arte” (VAN
EECKHAUT et al., 2009). Nestas e em outras amostras, o efeito de
matriz torna-se um assunto frequente em métodos desta plataforma,
promovendo aumento ou supressdo da ionizacdo do analito na propria
fonte de ioniza¢do (TAYLOR, 2005). Para avaliacdo deste efeito, sdo
preparadas curvas de calibragdo utilizando a propria amostra, por
exemplo, as curvas de calibracdo por superposicdo de matriz, e
compara-se a reta obtida por regressao linear com a obtida a partir do
analito em solvente puro (KRUVE et al., 2015).

Por envolver a matriz, o procedimento de preparo destas curvas é
considerado trabalhoso e pode ocasionalmente prover erros. A adicdo
automatizada poés-extracdo (APEA), utiliza o autoamostrador para
avaliar o efeito de matriz de modo simplificado, ao co-injetar o extrato
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matricial de amostras biolégicas em conjunto com a prdpria solucdo
padrdo do analito (ROGERS et al., 2016).

Sendo assim, 0 autoamostrador demonstra ser uma ferramenta
que proporciona beneficios para métodos que buscam alto rendimento,
sem a obrigatoriedade de um operador presente a todo tempo. Assim
como a APEA, estratégias inovadoras nos métodos de injecdo ilustram a
simbiose dos injetores automaticos com as técnicas cromatograficas
(SIEGLE & TRAPP, 2015).

Outro exemplo pratico desta ferramenta, s&o as injecdes maltiplas
em um Unico experimento (MISER), que podem ser incorporadas de
maneira simples aos métodos de separacdo e 0s beneficios de sua
implementacdo sdo notdveis, ao agregar maior frequéncia analitica,
praticidade no tratamento de dados e uma importante economia de
solventes (WELCH, 2010).

Indo além, uma idealizagdo do Laboratério de Eletroforese
Capilar (LabEC) - UFSC, de onde surge o presente trabalho, sugere que
com auxilio do autoamostrador verifique-se a possibilidade de promover
0 uso da padronizacgdo interna acessada por MISER, com injecGes do
préprio analito para corrigir a si mesmo. Ao selecionar o proprio
composto para esta finalidade pretende-se garantir a premissa definida
para a escolha de um padréo interno ideal.

A combinagdo destas estratégias em um mesmo método pode vir
a proporcionar a analise rapida de curvas de calibracdo e amostras em
“batelada” em apenas um experimento, aliado a praticidade no preparo
das solugdes realizado na seringa do autoamostrador.

Com a implementacdo deste método de injecdo deseja-se atingir
maior congruéncia na sensibilidade verificada entre curvas de calibracéo
realizadas em dias diferentes, facilitar o acesso ao efeito de matriz e
possivelmente suprimi-lo ou minimiza-lo, mediante uma possivel
capacidade de normalizacdo do método de padronizacdo interna com o
préprio analito. Além de, avaliar seu desempenho por procedimento de
validacdo e utiliza-lo em combinacdo com HILIC-MS/MS para
determinacdo de metformina em amostras de plasma de tilapia-do-nilo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 METFORMINA

2.1.1  Aspectos gerais

A diabetes mellitus ¢ uma denominacdo para um grupo de
doencas cronicas diagnosticadas pelo alto indice glicémico dos
acometidos. De acordo com o documento de 2016, Global Report on
Diabetes redigido pela Organizagdo Mundial da Salde (OMS), as
principais classificacGes desta doenca sdo discriminadas como: tipo 1 -
guando o péancreas ndo é capaz de produzir insulina (horménio que
regula o aglcar no sangue); tipo 2 - quando o corpo ndo é capaz de fazer
bom uso da insulina que produz, entre outros.

O mesmo relatério da OMS informou que o nimero de pessoas
vivendo com diabetes quadruplicou (422 milhdes), de 1980 a 2014. As
informac@es contidas no documento atribuem o aumento de doentes aos
maus habitos alimentares da populacdo, acompanhado por uma
crescente no nimero de pessoas obesas e com sobrepeso. O drgao
recomenda cuidado medicamentoso e alimentar para o controle
glicémico.

Além da utilizacdo de medicamentos, o tratamento recomendado
alia exercicios fisicos a uma severa restricdo de alimentos ricos em
acucares. Entretanto, baixos niveis de agucares no sangue, essenciais a
producdo de energia, sdo o gatilho para que o prdprio organismo
produza glicose por um processo denominado gluconeogénese. Este
ocorre principalmente no figado, e é um dos principais mecanismos de
manutencdo dos niveis de glicose no sangue. Consiste na quebra
proteica e lipidica para respectiva geracdo de glicerol e aminoacidos
com posterior conversdo destes em glicose. (ARGAUD et al., 1993;
KIM et al., 2008).

Antigamente utilizada no tratamento de pacientes com sintomas
atrelados a diabetes tipo 2, a Galega officinalis, em 1918, ficou
conhecida como uma variedade de erva rica em compostos da familia
das guanidinas, distintos pela sua alta atividade hipoglicémica.
Posteriormente, 0s compostos presentes na erva e analogos desta familia
passaram a ser estudados intensivamente, até os pesquisadores
constatarem alta toxicidade para maior parte das espécies. Por este
motivo, o estudo destes compostos no tratamento de diabetes foi
descontinuado, o0 que deu espaco a alternativas sintéticas como as
biguanidas e o tratamento via insulina (BAILEY & DAY, 2004).
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Conhecida nas Filipinas por ter sido utilizada no combate a
influenza, a 1,1-dimetilbiguanida (Figura 1), foi selecionada por John
Sterne (farmacéutico 1909 — 1997) como uma das candidatas a estudos
clinicos como antidiabético. E em 1957, seus estudos foram publicados,
atestando a superior eficacia desta substancia dentre o grupo avaliado. O
préprio Sterne nomeou-a como “Glucophage” (comedora de glicose),
atualmente o nome de uma de suas variantes comerciais de mais
destaque (BAILEY & DAY. 2004; CHHETRI, et al., 2014).

Desde entdo, a metformina, como é conhecida a 1,1-
dimetilbiguanida, popularizou-se mundialmente como o mais difundido,
prescrito e efetivo antidiabético oral para pacientes com diabetes ndo
insulino-dependente. Sua acdo é explorada a mais de meio século,
entretanto 0 mecanismo de atuagdo permanece com poucas evidéncias.
Uma destas, estudada por Madiraju et al. (2014), relata que, além de
melhorar a utilizagdo da glicose, a metformina age inibindo o
mecanismo de geracdo enddgena hepatica de glicose (gluconeogénese)
via supressdo da enzima glicerofosfatase dehidrogenase, reponsavel por
processos redox. Isto resulta em uma alteracdo da carga hepatocelular,
que leva a diminui¢do da conversdo de lactato e glicerol a glicose.

Figura 1. Estrutura referente a 1,1-dimetilbiguanida, mais conhecida como
metformina.

NH NH

Fonte: Autor.

Outra hip6tese se baseia no envolvimento da metformina
proporcionando alterac6es de funcdes basicas a partir da fosforilagdo da
proteina ativada AMP quinase (AMPK) e da proteina receptora X alfa
(LRXa), localizada no figado. O primeiro atua como regulador de
lipidios e glicose no metabolismo celular, enquanto que o segundo
administra os reguladores macré6fagos locais (CHO et al., 2015).

A relevancia e os beneficios deste farmaco ndo se restringem
apenas a contencdo da diabetes tipo Il. Descobertas recentes feitas com
base em pacientes diabéticos obesos indicou sobrevida e diminui¢do do
colesterol LDL e triglicérides plasmaticos (WULFFELE, et al., 2004),
além disso, foi constatado potencial no tratamento de mulheres



31

diagnosticadas com a sindrome do ovario policistico (SAINI, et al.,
2016) e combate a canceres e tumores (SOSNICKI, et al., 2016).
Barzilai, et al., (2016) sugere que a maior parte das doengas combatidas
pelo farmaco tem como principio o envelhecimento celular acelerado, e
este seria o alvo do tratamento/atividade da metformina no organismo.

2.1.2  Aspectos fisico-quimicos

Mais comumente empregada em formulagcdes farmacéuticas,
comercializadas sob prescricdo médica, na forma de comprimidos de
cloridrato de metformina de 500 até 1000 mg. E uma substancia sélida e
e cristalina, de coloracdo branca e odor semelhante ao exalado pela
decomposicdo da carne de peixes. Além de conferir a metformina um
carater bésico, a presenca de grupamentos amina lhe propicia realizar
ligagdes de hidrogénio. Esta caractenstlca explica sua elevada
polaridade, solubilidade (1,38 g cm™) e hidrofilicidade (log P -2,6).

Outra informacédo de grande importancia é a que diz respeito a
natureza iénica das espécies de metformina em equilibrio (pKa 2,8 e
11,5). Com auxilio da espectroscopia RAMAN experimentos voltados
para a compreensdo do equilibrio de protonacdo/desprotonacéo,
constataram o descrito na Figura 2.

Figura 2. Equilibrio de espécies e sua coexisténcia em fungdo do pH e carga
global associada.

Carga Global
I
0 +1 - +2
Hs st ?H:,
NH H N NH N HN NH N
\ 2 BN 2N,
T \“/ CHs HaC” +\r 7 CHs

NH NH2 NH NH NH NH
Merformina (0) Merformina (+1)a Merformina (+1)b Merformina (+2)

pH > pKa, pKa, < pH < pKa, pH < pKa,

Fonte: adaptado de HERNANDEZ et al., 2015.

Na faixa de pHs que compreende 7,0 + 4,0 a metformina é
majoritariamente monoprotica, diprotica em pHs inferiores a 1,5 e a
espécie neutra ndo foi observada, mesmo em pHs superiores a 13,0.
Célculos tedricos baseados na teoria da densidade funcional
demonstratam que ha a coexisténcia de duas espécies monoproticas em
meio aquoso (HERNANDEZ, et al., 2015).
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2.1.3 Carboidratos e metformina na dieta de peixes

O valor nutricional dos carboidratos na dieta de algumas espécies
de peixes sdo objetos de estudos e pesquisas, isto porque este nutriente
parece ndo exercer papel central neste tipo de metabolismo, diferindo do
que ocorre nos mamiferos (HEMRE et al., 2002).

Em uma compilagdo sobre o assunto, Wilson (1994) referenciou
em seu trabalho que a grande maioria dos peixes possui baixa
capacidade de assimilacdo dos carboidratos e, além disso, ndo o tem
como nutriente essencial. Esta limitacdo é maior em espécies marinhas e
peixes de agua gelada do que em espécies de agua doce. Este fato esta
relacionado com a dependéncia da complexidade do carboidrato, visto
que, algumas espécies utilizam melhor os agucares simples e outras nao
sdo capazes de utiliza-los como fonte de energia.

As constatacfes experimentais direcionam para uma abordagem
mais cuidadosa com a dieta das variedades de peixes utilizadas em
culturas voltadas para consumo. Quantidades pré-determinadas de certo
tipo de carboidrato podem promover sua disponibilidade adequada na
corrente sanguinea, com 0 intuito de seu aproveitamento e,
consequentemente, supressdo da perda proteica via gluconeogénese, o
gue implica em uma estratégia de manutengcdo da massa muscular da
cultura (EL-SAYED & ABDEL-FATTAH, 2006).

Aproximadamente 50% dos gastos com a cultura de peixes sdo
destinados a alimentacdo. Por ser uma fonte de massa e energia de baixo
custo e grande acessibilidade, as racfes possuem em sua composicao
cerca de 60 - 80% (m/m) de grdos, cereais, farelos de arroz, trigo e
milho (BOSCOLO et al.,, 2002; EL-SAYED & ABDEL-FATTAH,
2006). Porem, ndo ha limites e norma nutricional quanto a utilizacdo de
carboidratos em produtos alimenticios voltados para a piscicultura.

Diante desta relativa limitacdo metabdlica dos peixes, a
metformina pode ser implementada com o propoésito de aprimorar o
aproveitamento dos carboidratos excedentes presentes na corrente
sanguinea, hiperglicemia (MOON, 2001; POLAKOF & PANSERAT,
2015). Desta maneira, hd a possibilidade de interagdo com o
medicamento, que pode vir a influenciar positivamente no desempenho,
massa, tamanho e comportamento da espécie em questdo.

O procedimento de insercdo da metformina na dieta de peixes ja
foi realizado anteriormente por administracdo intraperitoneal, com
infusdo por bomba de pressdo osmoética e embutindo-a na propria
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comida (HERTZ et al., 1989; POLAKOF et al., 2009; PANSERAT et
al., 2009).

Os resultados das pesquisas citadas anteriormente possibilitou
concluir que o mecanismo de acdo da metformina em peixes &,
provavelmente, similar ao que ocorre em mamiferos. A relevancia da
metformina foi constatada em carpas pelo incremento de glicose
disponivel durante os testes de tolerancia, além de comprovacdo da
inibicdo da gluconeogénese sem influenciar os niveis de insulina e
glicose basais (HERTZ et al., 1989). Em trutas arco-iris, “espécie pouco
tolerantes a glicose”, a metformina nédo influenciou em sua homeostase e
suprimiu a acdo da insulina (POLAKOF et al., 2009). Em outro estudo
com trutas, reduziu a glicemia pés-prandial (PANSERAT et al., 2009).

Alguns estudos ressaltaram aspectos negativos emergentes da
coexisténcia da metformina e animais de vida marinha, mais
especificamente devido a evidéncias de sua conversdo em guaniluréia
(BRIONES et al., 2016). Em aguas residuais gregas, Kosma et al. (2015)
demonstrou em seu trabalho preocupacdo com a geracdo de guaniluréia
(627 ng L™ em efluentes), devido ao desconhecimento dos efeitos da
exposicdo deste composto aos organismos marinhos, e a sua crescente
disponibilidade mediante a biodegradacdo da metfomina disponivel no
ambiente aquatico. Niemuth e Klaper (2015) classificaram a metformina
como um contaminante emergente e disruptor enddcrino responsavel por
causar troca de sexo, especificamente por evidéncias de feminilizagdo de
machos, e diminuicéo da taxa de fecundacéo.

Alvo da pesquisa citada, dentre as espécies de peixes de maior
potencial para a aquicultura estd a Tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus — Figura 3), que se destaca por sua representatividade no
cenario comercial mundial, sendo a segunda maior cultura de peixes e a
primeira do Brasil.

Figura 3. Representacdo de um exemplar de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus).

Fonte: Retirado de briancoad.com.
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Esta espécie é origindria do continente africano, possui alta
capacidade de adaptacdo e facil reproducdo, além de sua carne branca
ter muita qualidade. No Brasil, a producdo de tilapia-do-nilo continua
crescendo e concentra-se na regido Sul-Sudeste, tendo maior consumo
no Estado do Ceara. A producdo brasileira escoa principalmente para 0s
Estados Unidos e Espanha, com relacdo ao mercado externo
(VICENTE, et al., 2014).

Uma caracteristica de importancia significativa no estudo é a
presenca de intestino alongado nesta espécie, que promove a utilizacdo
de aproximadamente 35 a 40% dos carboidratos digeridos. Sendo
aproveitados mais eficientemente carboidratos complexos do que
monossacarideos e dissacarideos (EL-SAYED & ABDEL-FATTAH,
2006).

2.2 ANALISE DE METFORMINA EM FLUIDOS BIOLOGICOS
2.2.1 Plasma e precipitacao proteica

O plasma sanguineo é a porc¢do liquida do sangue. Representa
por volta de 55 % de sua composi¢do, em volume. Extrapolando para
todas as espécies, 0 plasma contém uma variedade grande de substancias
sollveis em 4agua, veiculo que representa 90 % de seu volume. As
substancias soldveis em 4gua contidas no plasma sanguineo
compreendem ions e sais minerais (cloreto de sodio, bicarbonato, ferro,
calcio, cobre, potassio etc.), compostos de baixa massa molar (aglcares,
aminoacidos, nucleotideos, vitaminas, hormonios, 4acidos graxos,
lipideos, triglicerideos, ambnia, ureia, etc.), compostos de alta massa
molar  (peptideos, proteinas, oligossacarideos, polissacarideos,
oligonucleotideos e polinucleotideos) gases (oxigénio, gas carbdnico,
oxido nitrico entre outros) e metabdlitos (SCHALLER et al., 2008).

A respeito das proteinas, estas representam 8% do volume do
plasma sanguineo. Ha estimativas que indicam que haja mais de 40.000
variedades de proteinas no plasma sanguineo, sendo as mais abundantes
a albumina, globulina e o fibrinogénio (DO LOWE et al., 2004;
SCHALLER et al., 2008).

Considerado um procedimento simples e rapido, a precipitacao
proteica, consiste no clean-up da amostra e possivel quebra da
interacdo/ligacdo do farmaco com a proteina, apds a adicdo de um
solvente organico ao qual induz a sua precipitacdo. A solubilidade da
proteina é resultante de interacBes polares com o solvente aquoso,
interacdes idnicas com sais e repulsdo eletrostatica entre seus residuos e
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moléculas de mesma carga. Em seu ponto isoelétrico, a carga liquida da
proteina é igual a zero o que faz com que sua solubilidade seja minima e
este venha a precipitar (POLSON et al., 2003).

A grande maioria dos métodos de separacdo emprega a
precipitacdo proteica na analise de compostos presentes em fluidos
bioldgicos, assim como para a andlise de metformina presente nestes
tipos de matrizes (PONTAROLO et al., 2015; SCHERF-CLAVEL &
HOGGER, 2015; MOHAMED et al., 2015).

2.2.2  Métodos de analise de metformina em fluidos bioldgicos

Orgdos que fornecem informag@es técnicas para certificacio da
qualidade de farmacos, a farmacopeia britanica (BP) e americana (USP)
(6rgdos), recomendam respectivamente para a determinacdo de
metformina em formulagbes farmacéuticas, a utilizacdo de
espectrofotometria ultra-violeta (UV) e cromatografia liquida com
detector ultra-violeta (HPLC-UV) como metodologias de analise (U.S.
PHARMACOPEIA, 2010).

Seguindo esta tendéncia, a técnica de maior incidéncia dentre os
métodos de separacédo para este proposito € HPLC. Com a cromatografia
liquida com deteccdo ultravioleta (HPLC-UV) Arayne et al. (2013) e
Chhetri, et al. (2014) determinaram-na em soro e plasma humano.
Assim como, 0s métodos implementados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) com Mistri et al.
(2007) e LIU & COLEMAN (2009). A partir desta técnica foram
reportados os menores limites de deteccdo e, além disso, a é a mais bem
estabelecida na industria de pesquisa farmacéutica para analise de
medicamentos em matrizes biol6gicas (POLSON et al., 2003).

Complementarmente, outros métodos apresentam-se na literatura,
mais especificamente técnicas de separacdo, para avalia-la em matrizes
mais complexas, como por exemplo, fluidos bioldgicos. Os poucos
trabalhos recentes empregando cromatografia a gas com deteccdo de
ionizacdo em chama (GC-FID) e cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) determinaram-na, ap6s etapa de
derivatizacdo em metilglioxal ou N-metil-bis-trifluoroacetamida
(MBTFA), em colunas de 5-fenilmetilpolisiloxano (MADIJARU &
KHUHAWAR, 2012; UCAKTURK, 2013).

Em plasma, urina e soro de diabéticos ha& registro de
determinacdes por eletroforese capilar de zona com detector ultravioleta
(CE-UV), acoplada a espectrometria de massas (CE-MS) e com detector
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de condutividade sem contato (CE-C'D) (SONG, et al., 1998;
ZNALEZIONA, etal., 2011; TUMA, 2014).

2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA ANALISE DE
COMPOSTOS POLARES

O principio de separacdo estabelecido em cromatografia é o de
interacdes diferenciais do analito entre uma fase mdvel e uma fase
estacionaria. Especificamente em cromatografia liquida a fase mével
apresenta-se em estado liquido, geralmente, uma combinacdo de
solventes de polaridades distintas (SKOOG et al., 1997).

Atualmente a maior parte das aplicacdes da cromatografia liquida
é via HPLC. A instrumentacdo de um HPLC convencional pode ser
visualizada na Figura 4, evoluiu de acordo com a demanda de presséo
exigida para o solvente percolar colunas preenchidas com particulas
cada vez menores (SNYDER et al., 2011).

Figura 4. Esquema ilustrando as principais partes necessarias para a realizacéo
de analises por HPLC.
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Fonte: Adaptado de elite.prompt.hu.
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Por tal motivo, um HPLC é composto por um sistema de bombas
responsavel por dirigir solventes situados nos reservatorios de maneira
gradiente ou isocratica fluxos de poucos mililitros por minuto. A
composicdo é homogeneizada no misturador e dirigida pela tubulagéo
para o injetor (manual ou automatico) que é o meio de introdugdo de
amostra, de volume limitado pela alga de amostragem. A amostra é
direcionada a coluna, que acomoda a fase estacionaria caracterizada por
um aglomerado de particulas sélidas que caracterizam. Este € o seio da
separacdo, onde os constituintes da amostra sdo segregados em tempos
diferentes e encaminhados para o detector e o sinal é transmitido para o
sistema de aquisi¢éo de dados (SKOOG et al., 1997).

Com relacdo ao acoplamento com o espectrdmetro de massas,
obrigatoriamente, uma interface é requisitada para viabilizar LC-MS.
Visto que, um pré-requisito para analise por espectrometria de massas €
a introducdo de apenas compostos em fase gasosa no sistema. Além de
gue, em etapa posterior seja possivel estabelecer uma trajetoria estavel
no analisador de massas para a sua detecgao.

Esta interface, além de, fazer a juncéo das duas técnicas, converte
para o estado gasoso o0 que é direcionado ao espectrdmetro de massas.
Em LC-MS, isto inclui a fase mdvel, os aditvos, caso presentes, e
principalmente os analitos. Neste processo os analitos sdo também
convertidos a ions em fase gasosa e por este motivo, a esta interface é
atribuido o nome de fonte de ionizacdo. As mais difundidas, cada qual
com sua area de aplicacdo, sdo as fontes de ionizacdo a pressao
atmosférica (API) como: ionizagdo por eletrospray (ESI), ionizacéo
quimica (APCI) e por fotoionizacdo (APPI).

Sobre os aspectos especificos da ESI, o processo de ionizacdo
consiste primeiramente na concepc¢ao de um spray constante, constituido
pelo liquido advindo do HPLC. A geracdo do eletrospray pode ser
exemplificada a partir do observado no processo descrito na Figura 5
para a ionizagdo de analitos positivos. Parametros utilizados para
promover adequadamente o eletrospray sdo empregados na fonte de
ionizacdo, como: temperatura da fonte (TEM), voltagem, gas
nebulizador (GS1) e secagem (GS2) (AB SCIEX, 2011).
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Figura 5. Processo de formagdo do eletrospray e geracdo de ions em fase
gasosa até o seu direcionamento para o espectrometro de massas.
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Fonte: adaptado de STANIFORTH & STRAVOS (2013).

Uma reducéo do didmetro da tubula¢do no interior da fonte de
ionizacdo, em comparacdo com a tubulacdo do HPLC, permite que o
liquido seja dividido mais facilmente em sua extremidade. Esta fina
tubulacdo, esta inserida em um compartimento metélico ao qual é
aplicada uma diferenca de potencial, promovendo na extremidade a
deformacdo do escoamento do liquido para a forma conica, este é
denominado o Cone de Taylor. A partir deste fen6meno o eletrospray,
composto por pequenas gotas carregadas e dispersas em um aerossol
(REF). Com a acédo de um fluxo de gas no interior da fonte de ionizacéo,
para a realizagdo da secagem do liquido, a carga contida nas gotas passa
a estar confinada em um volume cada vez menor. As forcas de repulséo
sdo tamanhas que vencem a tensdo superficial e que ocasiona um
colapso coulombico e da origem a nanogotas. Este processo acontece
sucessivamente nas nanogotas até que, com a acdo do gas de secagem o
analito carregado passe para o estado gasoso e seja dirigido ao
analisador de massas do espectrémetro. O ion gerado é chamado de
quasi molecular, caracterizado por possuir m/z acrescida ou diminuida
de uma unidade, ou seja, um préton [M = H] (COLE, 1997)

Condicoes cromatograficas de fase méveis habituais influenciam
no processo de ionizagdo, assim como, substancias presentes na matriz
(efeito de matriz), por fendmenos de competicdo chamados de
supressao, ou por efeitos positivos que promovem o aprimoramento da
ionizacdo (ANTIGNAC et al., 2005; GOSETTI et al., 2010). Para
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minimizar o impacto destes efeitos nas andlises de aplicagdo
guantitativa, geralmente sdo aplicados padrdes internos. Isto ocorre a
partir da adicdo de um composto com similaridade estrutural que ao ser
analisado junto do analito sua resposta seja utilizada como fator de
normalizacao.

Diversos sdo os analisadores de massas, por exemplo,
aprisionamento de ions quadrupolo, triplo quadrupolo, por tempo de
voo. Tratando apenas do analisador de massas triplo quadrupolo, como
pode ser visto na Figura 6, sua instrumentacdo é composta por trés
quadrupolos onde ocorre a analise da relacdo massa-carga (m/z).

Figura 6. Esquema do analizador de massas triplo quadrupolo. Representacao
de cada um dos quadrupolos (Q1, Q2 e Q3) e suas fun¢des.

Q1 Q2 Q3
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ion precursor

Fonte: Adaptado de mrmproteomics.com

O triplo quadrupolo é um analizador de massas composto por trés
guadrupolos cilindricos representados por Q1, Q2 e Q3. Além destes,
geralmente existe mais um quadrupolo, o QO, responsavel por focalizar
e dirigir os ions por uma determinada trajetoria sob a acdo do potencial
de entrada (EP). Em etapa anterior, no orificio de entrada para o QO é
aplicado um potencial de desagregagdo (DP) para que aglomerados de
jons sejam evitados, e também nesta etapa, residuos de solventes e
compostos neutros sdo removidos pelo gas de cortina (CUR) (AB
SCIEX, 2011).

Em seguida, os outros trés quadrupolos possuem funcdes bem
especificas ou sdo espacos em que ocorre algum processo. Funcdes de
segregar 0 ion precursor dos outros ions (Q1), fragmentar o ion
selecionado (Q2) e selecionar o fragmento (Q3). As sele¢fes ocorrem
pela aplicacdo de diferencas de potenciais oscilantes entre os quatro
cilindros que constituem o quadrupolo. Estes passam a ser
instantaneamente polarizados para que somente fons de m/z especificos
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permanegam na trajetdria para o proximo quadrupolo. No quadrupolo
seguinte, 0 Q2, ocorre a fragmentacéo do ion precursor selecionado em
Q1. O ion precursor é submetido a uma energia de colisdo (CE), desde o
QO, que o acelera para chocar-se contra uma cortina de gas (CAD). Os
fragmentos gerados sdo submetidos ao potencial de colisdo na célula de
saida (CXP) e, assim, selecionados no Q3 (AB SCIEX, 2011).

O triplo quadrupolo possibilita analises muito seletivas, visto que,
0 critério para percorré-lo é bastante especifico. Para exemplificar a
caracteristica seletiva este sistema permite a implementacdo do método
de monitoramento de mltiplas reacdes (MRM), que consiste na selecéo
de m/z de um fon precursor e m/z de fragmentos e respostas sao
monitoradas para apenas as variacdes de massas pertinentes a este
processo (AB SCIEX, 2011). A combinacdo deste método com a
cromatografia liquida expande a capacidade de caracterizacdo pelo
tempo de retencéo e pela transicdo especifica de um composto.

Com relacdo ao desenvolvimento de método cromatogréfico,
diretrizes pré-determinadas para separar determinado grupo de analitos
sdo recomendadas com relagcdo a polaridade da fase modvel e fase
estacionaria empregadas. S3o chamados modos ou modalidades
cromatograficas e as mais comuns sdo fase normal (NPLC) e fase
reversa (RPLC) (SKOOG et al., 1997).

Entretanto, para a andlise de compostos polares ambas
apresentam falhas consideraveis. Em NPLC 0s compostos sdo pouco
soluveis nos solventes empregados na fase mével (SILVA, et al., 2016).
A RPLC apresenta baixa seletividade para compostos altamente polares,
devido aos analitos com estas caracteristicas apresentarem-se pouco
retidos nas condicdes de operagdo (ARAYANE et al., 2013; LANCAS,
2010; TALLURI et al., 2012).

Agentes pareadores idnicos podem ser adicionados a fase mdvel
de fase reversa para proporcionar retencdes satisfatorias a compostos
polares (ZARGHI et al., 2003; VASUDEVAN et al., 2001). Em
contrapartida, isto prejudica o acoplamento com a espectrometria de
massas, pois a 0s pareadores comprometerem a resposta do analito por
efeitos de competicdo na ionizagcdo, levando a uma importante
supressdo (LANCAS, 2010; CHHETRI, et al., 2014).

Uma alternativa para a analise de compostos polares, incluindo a
metformina, é a abordagem utilizando como modo de eluicdo a
cromatografia liquida por interagdo hidrofilica (HILIC). Aparece como
uma proposta inovadora e competitiva no cenario cromatografico.

O acoplamento da espectrometria de massas com a cromatografia
liquida é mais vantajoso, pois as fases moveis empregadas em HILIC
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possuem grande contribuicdo de acetonitrila, um solvente organico polar
aproético que por suas interagdes intermoleculares de menor intensidade
tem como caracteristica tens@es superficiais menores que, por exemplo,
a agua, o que possibilita maior eficiéncia na formacao do eletrospray, o
que proporciona uma melhor ionizacdo e a utilizacdo de maiores fluxos
(SNYDER et al., 2011; CHHETRI et al., 2014).

2.3.1 Cromatografia liquida por interacéo hidrofilica

Uma proposicdo diferenciada, variante da fase normal, que
possibilitou a separacdo e andlise de substancias altamente polares foi
nomeada como HILIC em 1990, apdés Alpert resolver
cromatograficamente  proteinas,  peptideos, &cidos  nucleicos,
oligonucleotides e carboidratos (ALPERT, 1990; ALPERT, 2011).

Os analitos separados por Alpert puderam ser eluidos com a
seguinte estratégia: uma coluna polar hidrofilica percolada por uma fase
movel aquosa (5 - 40%) rica em solvente organico polar aprético,
acetonitrila (ACN). Em HILIC, o tempo de retencdo diminui quanto
maior a contribuicdo de solvente aquoso, a ordem de eluicdo é oposta a
exibida em fase reversa (ALPERT, 1990). E uma modalidade que
combinou caracteristicas comuns a outros modos cromatograficos,
exemplificado no exposto da Figura 7.

Figura 7. Caracteristicas de outros modos cromatograficos comuns a HILIC.
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Fonte: adaptado de BUSZEWSKI & NOGA (2012).
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Por exemplo: as fases estacionarias convencionais de fase normal
(ciano, amino, silica, etc.); as fases moveis comuns a fase reversa
(considerando a limitacdo do solvente organico polar aprético ser a
ACN em HILIC); analitos polares (organicos e inorganicos) que em sua
grande maioria possuem carga e sdo analisados por cromatografia de
troca ibnica, exibiram alta compatibilidade em HILIC (TANG, et al.,
2014; SILVA et al., 2016).

Mesmo depois de 27 anos de sua concepgdo, ndo ha uma
proposicdo concreta a cerca de um mecanismo de retencdo universal que
caracterize HILIC. Este permanece em discussdo na literatura, muito
provavelmente pela diversidade das estruturas quimicas das fases
estacionarias implementadas para a modalidade e a coexisténcia de
multiplas interagbes (TANG, et al., 2014). Porém, como pode ser
visualizado na Figura 8, ha uma teoria mais aceita que tenta justificar
HILIC.

Figura 8. llustracdo da dindmica proposta para 0 mecanismo mais aceito que
rege separagdes HILIC.
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Fonte: Autor.

A proposta de mecanismo baseia-se na particdo dos analitos na
prépria fase movel. Mais especificamente, entre a por¢do aquosa
miscivel com solvente organico polar aprético e a denominada “pseudo
fase estacionaria”, formada pela interacdo de moléculas de &gua em uma
regido muito proxima (superficie e poros) aos grupamentos hidrofilicos
da fase estacionaria (ALPERT, 1990). Quanto mais polar o analito mais
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0 equilibrio de particdo se desloca para a camada aquosa imobilizada,
promovendo uma maior retencdo (MELNIKOV et al., 2012; TANG, et
al., 2014).

Uma particularidade deste modo, também documentada por
Alpert (1990), é a participagdo de interacOes eletrostaticas significativas
do analito com a fase estacionaria quando a contribuicdo de ACN & igual
ou superior a 70%. Configura uma modalidade mista de retencéo
dependente da natureza do analito e da fase estacionaria, possibilitando
intensidades diferentes para as interacfes. Podendo simultaneamente
ocorrer entre 0 analito e a fase estacionaria: interagdes coulombicas de
atracdo e/ou repulsdo, evidéncias de interagdes de hidrogénio, dipolo-
dipolo, for¢as de Van der Waals (TANG et al., 2014).

O fato de a comunidade cientifica ndo dispor de amplo
conhecimento sobre 0 mecanismo dessa modalidade, ndo provocou que
0 crescimento e a disseminagdo da HILIC fossem freados. De acordo
com os dados extraidos da Web of Science o nimero de publicacdes até
0 ano de 2015 apresentou-se crescente, com 412 publicages (vide
Figura 9).

Figura 9. Numero de publicagdes com as palavras-chave “hydrophilic
interaction chromatography” no periodo de 1990-2015.
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Fonte: Autor, dados retirados do site Web of Science.
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Bastante comum €é o uso de aditivos, pHs e tamp@es na fase
movel para adequacdo de métodos HILIC, seja para atribuir uma
determinada carga ao composto, melhorar simetria de pico e até mesmo
manipular sua retengdo. Um dos motivos do uso de aditivos é o de
“blindar” as intera¢bes do analito com a silica ionizada, proporcionando
uma menor dispersdo dos picos cromatograficos, causada por estes
efeitos (SILVA et al., 2016). Métodos utilizando composi¢des HILIC na
analise de metformina podem ser visualizados na Tabela 1.

Dos métodos listados na tabela é possivel destacar que as colunas
de silica predominam como escolha e estratégia para a separacdo da
metformina na modalidade HILIC. As fases moveis concentram-se na
aplicacdo de acetonitrila/dgua contendo formiato de aménio
(HCOONH,4) como aditivo em uma faixa de concentracbes de 2 — 25
mmol L? a um pH na faixa &cida, mais préximo de 3,0. Todos
apresentam tempos de retengdo curtos de 2,9 a 6 minutos. Além disto,
em amostras de plasma, a partir de precipitacdo protéica com
acetonitrila/acido férmico, os trabalhos demonstram que foi possivel
atingir bons niveis de recuperacdo de 81 — 101,8% e limites de
quantificacio de 0,5 a 50 ng mL™.

Com relacdo a fases estacionarias, diversas sdo utilizadas em
HILIC e destacam-se: as neutras que podem encontrar-se carregadas
negativamente (silica, diol); as neutras que podem adquirir carga
positiva: (amino); e as zwitterionicas (sulfobetaina) (HERMSTRON et
al., 2013; XIONG & LIU, 2016). Outra possibilidade, até entdo pouco
explorada devido a sua recém-concepcdo, € o0 emprego de fases
estacionarias a base de ciclofrutano-6 nativo em separagdes HILIC. Até
entdo ndo ha na literatura métodos que empregam a FRULIC-N em
analises quantitativas.
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2.4  CICLOFRUTANO-6 COMO FASE ESTACIONARIA

Na cromatografia quiral, o emprego dos polissacarideos como
fases estacionéarias ligadas foi bem sucedido e estabelecido, devido as
diversas separacOes resolvidas utilizando as ciclodextrinas (XIAO,
2012). Seguindo a tendéncia de fases estacionarias ligadas, com base em
polissacarideos, foi introduzido o ciclofrutano-6 (CF6) (Figura 10 (a)),
em uma investida de ampliar as possibilidades de separacdo
enantiomérica utilizando cromatografia liquida.

A classe de compostos caracterizados como ciclofrutanos tem
como particularidade serem oligossacarideos macrociclicos compostos
de seis ou mais unidades de d-frutofuranose ligadas B (2—1). O niimero
seis, contido em CF6, refere-se a quantidade destas unidades, as quais se
apresentam arranjadas em espiral formando um centro éter 18-coroa-6
(Figura 10 (b). um anel de dezoito membros contendo seis oxigénios)
(SUN et al., 2010).

Figura 10. (a) Representacéo molecular e a (b) estrutura cristalina resolvida do
CF6, no modelo de bastonetes (carbonos em cinza e oxigénios em vermelho).
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(b)
Fonte: (a) Autor; (b) SUN et al., 2010.

O CF6 foi produzido pela pesquisa do grupo do professor
Kawamura, ao fermentar a inulina na presenca de algumas bactérias
(Bacillus circulans OKUMZ 31B e B. circulans MCI-2554) ou ao
incubar a inulina utilizando a enzima cicloinulooligosacarideo
frutanotransferase  (CFTase) (KAWAMURA et al, 1989;
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KAWAMURA e UCHIYAMA, 1994). Por estes procedimentos
assegura-se a possibilidade de produzi-lo em grande escala e a um baixo
custo, de maneira a ser viavel a sua implementacdo como fase
estacionaria (QIU, et al., 2011).

A partir de 2010 comegaram a ser reportadas sinteses das fases
estacionarias baseadas em ciclofrutano-6 nativo e derivatizado, a fim de,
avaliar o desempenho destas frente a separa¢@es quirais. Entretanto o
desempenho do ciclofrutano-6 nativo na separacdo de moléculas quirais
foi considerado limitado quando comparado as mesmas fases
funcionalizadas com substituintes alifaticos e aromaticos (SUN et al.,
2010).

Com relacdo a sintese de seus derivados apds reagdo com grupo
conector: “o ciclofrutano nativo pode ser ligado covalentemente a silica
e entdo derivatizado, ou previamente derivatizado para posterior ligacéo
com a silica”. (SUN et al., 2010; QIU, et al., 2011).

Em outra investida, foi comprovado seu potencial como
ferramenta para separacdo de espécies polares, caracterizando-a como
seletor aplicado a HILIC. O carater hidrofilico desta molécula €
atribuido a presenca de multiplos grupos polares, totalizando trés
hidroxilas, uma primaria e duas secundarias, localizadas em cada um
dos residuos de d-frutanofuranose. (SUN et al., 2010; QIU, et al., 2011).

No modo HILIC de eluigdo foram reportadas com a coluna de
ciclofrutano-6 nativo separacBes de aminodcidos, nucleotideos e
peptideos (SHU et al., 2016; ). Comprovada a sua eficacia na separacéo
de espécies polares, a coluna a base de CF6 nativo passou a ser
comercializada e recebeu 0 nome de FRULIC-N. Também foi
sintetizada em suportes de diametro reduzido superficialmente poroso
(ndcleo rigido), e demonstrou ganho significativo em eficiéncia
(DOLZAN, 2014). Recentemente, derivados do CF6 também tiveram
sua aplicacdo em HILIC atestada como o derivado do CF6 com
isopropil carbamato (LAHRIHC-P) e sulfonado (SCF6) (QIAO et al.,
2016).

2.5 APLICACOES DO AUTOAMOSTRADOR NO
DESENVOLVIMENTO DE METODOS

2.5.1  Analise por injecao em fluxo (FIA)
Um grande interesse de laboratorios de andlises de rotina ou de

escala industrial é aumentar o nimero de respostas em um periodo de
tempo. Atualmente analises por injecdo em fluxo (FIA) utilizando LC-
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MS/MS sdo uma das opg¢des com maior frequéncia analitica (tempo total
de andlise < 60 s). Por ndo necessitar de coluna cromatografica, as
analises acontecem gracas ao desempenho autdnomo do espectrometro
de massas. Em FIA-MS os Unicos papéis do cromatografo sdo o de
carregar o analito em velocidade dependente do fluxo de fase mével e
introduzir a amostra, via autoamostrador (MICHEL et al., 2015;
NANITA & KALDON, 2016).

252 Injecdes maltiplas em um  Unico  experimento
cromatografico

WELCH, et al. (2010) introduziu o conceito de inje¢Bes multiplas
em uma Unica corrida experimental (MISER) ao conduzir andlises
cromatogréaficas (LC-MS/MS) com injecdes consecutivas, de maneira a
adquirir os dados em um Unico cromatograma (Figura 11). Comparando
MISER com as analises convencionais, cada resultado é observado
individualmente, nota-se desempenho superior em frequéncia analitica,
econdmica de solventes e praticidade no tratamento de dados.

A inovacdo ndo requer aquisicdo de novos componentes na
instrumentacdo, o que facilita a sua disseminacdo pelas técnicas
cromatogréficas e eletroforéticas. (VISTUBA, et al., 2013; VITALLI, et
al., 2011). Entretanto a presenca de um autoamostrador proporciona
maior praticidade ao propiciar as injecbes em momentos exatos.
Minimas separagdes cromatograficas sdo necessarias, permitindo uma
analise rapida e segregada de compostos que poderiam potencialmente
interferir na deteccéo de massas (WELCH, 2015).

Figura 11. llustracdo comparativa de trés métodos de injecdo diferentes. Uma
maneira esquematica de apontar o aumento significativo da frequéncia analitica.

Injegoes Classicas

Inje¢des Sequenciais

Inje¢des Multiplas

Fonte: Autor.
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Ao executar um método convencional de injecdes classicas, o
gue é de costume, o término do tempo de analise é aguardado para que
uma nova corrida cromatografica seja iniciada e, partindo deste
pressuposto as injecBes sequéncias adicionam novas injecdes ao final
deste tempo decorrido em um mesmo cromatograma, engquanto que as
injecGes multiplas sdo um método especial e mais complexo, que
necessita ser otimizado em etapas progressivas de adicdes de plugues,
para o aproveitamento da janela de injecOes, representada pelo tempo de
analise. Ainda mais, nos métodos cromatograficos o nimero de injecfes
é praticamente ilimitado e fica a critério do operador.

A eletroforese capilar fica limitada quanto ao numero de
injecdes realizadas por MISER, pois, as duas extremidades ficam
imersas em recipientes com solu¢des e no momento da injecdo, ao
introduzir um volume acima da capacidade de ocorréncia de separacéo,
0 comprimento do capilar até a janela de detec¢do (L, €m cm), este €
rejeitado na extremidade oposta a injecao.

Uma particularidade das inje¢c6es multiplas em HPLC € a sua
seu limitacdo quanto a implementacdo em métodos que optam pela
modalidade isocratica de eluicdo. Isto se da pelo fato de as injecOes
ocorrerem de maneira sucessiva e rapida, o que faz com que mesmo que
a resposta da bomba seja instantdnea a condicdo administrada no
método, ainda assim, ela é incapaz de ganhar da alta frequéncia de
injegdes. A consequéncia disto é a maior probabilidade de coeluigdes
pela variacdo no tempo de eluicdo, ocasionado por condigdes
continuamente alteradas na composi¢do da fase movel.

2.5.3 Adicdo automatizada pés-extracéo

A automatizacdo dos sistemas de injecdo (autoamostradores)
aliou praticidade a possibilidade de programar analises sequenciais. Esta
instrumentacdo agrega possibilidades que ficam a critério do analista,
como por exemplo, desde escolher a solugdo a ser injetada, volume de
injecdo e a elaboracdo de solucdes padrdes mais diluidas a partir de uma
estoque. Recentemente Rogers, et al. (2016) utilizando o autoamostrador
de um LC-MS/MS reportou a adicdo automatizada pds-extracdo,
automated post-extraction addition (APEA), intuito de avaliar o efeito
de matriz de 31 drogas ilicitas presentes em urina. Consiste na co-
injecdo automatizada do extrato amostral e solu¢do padrdo misturados
na seringa no momento antes a injecdo, de modo a comparar as
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respostas em area com a injecdo de uma solucdo do analito em solvente
puro.

E possivel destacar nessa inovacio o preparo na propria seringa
do autoamostrador (Figura 12), fazendo uso das funcGes fornecidas
pelos softwares. Ha a utilizacdo minima do extrato amostral por injecao,
0 que confere maior usabilidade da matriz e a possibilidade de
realizacdo de analises em diversos niveis de concentracdo. Esta
caracteristica, ainda ndo explorada, possibilita a preparacdo
automatizada de replicatas auténticas de curvas de calibracio que fazem
uso da matriz sem a interferéncia do operador.

Figura 12. APEA requer a aspiragdo de aliquotas das solugdes x, ye z (A, B e
C), a seringa mistura do contetdo aspirado (D), posteriormente ¢é lavada a parte
externa em fase movel (E) e, por fim, o conteudo é injetado (F).

e - =
* | b I <
X = extrato matricial
y = solvente
z = solugdo padrio ” ” ' '
) oL = =
:!Lﬁ!&is paghs = " aR
zZ yXx z y X z y x
e — —

MIX 1" i ﬂ I‘

Fonte: Autor
2.5.4  Padronizacéo interna com o proprio analito

O LaBEC-UFSC lida em seu cotidiano com analises
guantitativas fazendo uso do LC-MS/MS como ferramenta. Ao longo de
diversos desenvolvimentos de métodos e validacGes ficou evidente a
inconsisténcia na sensibilidade (coeficiente angular), em replicatas de
curvas de calibracdo entre dias diferentes (inter-ensaio). Por sua elevada
recorréncia ficam comprometidas as inferéncias com relacédo a efeito de
matriz e/ou problemas no aumento ou supressdo da ionizacéo.
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Para contornar este problema e garantir analises quantitativas
confiaveis, utiliza-se a padronizagdo interna, com o intuito de
normalizar os efeitos que provocam as variagdes constatadas, como 0s
de supressdo ou aumento da ionizacdo de um determinado analito na
fonte de ionizag8o. Para tal, é necesséria a escolha de um padréo interno
adequado, que tenha alta pureza, ndo reaja com 0s componentes da
amostra, principalmente os analitos, e ainda, possua caracteristicas
estruturais quanto mais semelhantes possiveis com o analito, o que
permite um comportamento cromatogréafico proximo ao da substancia de
analise.

Desta maneira, sdo muito utilizados como padrdes internos (PI)
em analises LC-MS os analitos marcados isotopicamente, como por
exemplo, padr@es deuterados (OOSTERHUIS, 2013; KRUVE et al.,
2015). Padrdes isotopicamente marcados possuem um custo associado a
sua aquisicdo, uso muito restrito e especifico a aplicacdo, limitacdes
guanto a validade, acondicionamento e quantidade. A proximidade
estrutural destes compostos com as substancias que se deseja analisar é
0 que ha de maior compatibilidade no mercado cromatografico e
espectrométrico, em termos de aplicacdo por similaridade estrutural
Figura 13 (a).

O conceito de padrdo interno externo ao plugue de injecdo, do
inglés outer plug internal standard (OPIS), introduzido pelo prof. Dr.
Gustavo Amadeu Micke (LabEC-UFSC), sugere a padronizacéo interna
aplicada em LC-MS/MS, pela utilizacdo de um composto ideal, ainda
mais similar em estrutura que os analogos isotopicos/deuterados, ou
seja, 0 préprio analito.
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Figura 13. Esquema representativo que explicita a comparacdo de duas
maneiras de insercdo do padrdo interno exemplificados em cromatogramas
distintos. Em (a) a injecdo de uma solugdo contendo o analito A e o isétopo do
analito A (linha tracejada), ambos possuem tg igual e podem ser discernidos pela
m/z diferente e, em (b) usa-se a padronizagdo interna OPIS, o préprio analito é
empregado como padrdo interno € introduzido por outra inje¢do, que ndo a da
amostra, em momentos diferentes.

= Analito A = -« Isotopo do analito A

¥
Mesmo plugue de injecio
" Padronizagéo interna realizada com
\ analogo isotopico. Possuem ty igual e
i
|

as m/z diferem em poucas unidades
Uma

injegio
(mesma solugdo)

ta t (minutos)
(a)
Plugue de injegio inseridos em
instantes diferentes (tg = ty.).
H Padronizagdo interna realizada com
Duas ’ o proprio analito. A m/z é identica.
injegdes }
(solugdes dif’) [P Y -+t (minutos)

Fonte: Autor.

Todavia, uma gquantidade de analito designada como Pl nédo
pode ser segregada, cromatograficamente, de seu teor ja existente em
uma amostra que o contem. OPIS opta por adiantar ou atrasar o analito
atribuido como PI, por um método de injecGes que as realize em tempos
diferentes (vide Figura 13 (b)), para que a quantidade administrada deste
Pl ndo esteja incorporada em um mesmo pico cromatografico da
amostra e, sendo assim, possibilite a realizacdo da razdo de area do
analito na amostra pela area do analito designado como PI, como
demanda o conceito definitivo de padronizacdo interna. O método de
injecdes diferenciado capaz de promover esta acdo é, 0 ja citado na
secdo 2.5.2 caracterizado por MISER.
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Resumidamente, o OPIS faz alusdo ao método de injecdes
multiplas composto por insercdes de plugues da amostra e do proprio
analito como PI em instantes diferentes.

2.6 VALIDACAO

No caso deste trabalho foram seguidas algumas recomendacdes
expostas por Shabir (2003), HOFF et al., (2015) e Kruve et al. (2015)
gue em sua revisdo auxilia a validacdo de métodos LC-MS/MS e, o
documento denominado “Guia de Validagdo e Controle de Qualidade
Analitica: Farmacos em Produtos para Alimentacdo Animal e
Medicamentos Veterinarios”, disponibilizado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

2.6.1 Parametros de mérito

O objetivo da validacdo em um método analitico é o de atestar o
cumprimento dos critérios para considera-lo adequado em seu proposito.
Os parametros de mérito ou de validacéo avaliados neste trabalho foram
seletividade, linearidade, precisdes, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e recuperagao.

2.6.2 Seletividade

Pretende-se com este parametro inferir a respeito da garantia de
que a possibilidade de haver presenca de interferentes ndo seja
significativa a ponto de comprometer a analise do composto alvo, e o
método seja capaz de distingui-lo tanto de outras substancias presentes
no corpo amostral quanto por grandezas associadas ao fendmeno
intrinseco a andlise.

A avaliacdo deste parametro é geralmente realizada por
comparacdo da resposta para solucdo contendo o analito em meio
amostral e em solvente puro caracterizado e avaliado também como
efeito de matriz (HOFF, 2015).

2.6.3 Linearidade

Considerada a consequéncia da proporcionalidade das respostas
analiticas com a concentracdo em uma determinada faixa. A faixa linear
é o intervalo compreendido entre o nivel mais baixo e o mais alto da
calibragdo que se pode inferir com precisdo e exatiddo (SHABIR, 2003;



54

HOFF et al.,, 2015). Expresso por pelo menos cinco niveis de
concentracdo, em triplicata, para a construcdo de curvas de calibracdo,
visto que as respostas analiticas ndo sdo absolutas, estas precisam de um
modelo matematico que a represente e retorne a concentragdo da
amostra de interesse.

Algumas diretrizes aceitam a expressdo da linearidade das curvas
de calibracéo via coeficientes obtidos da regressdo linear, como o de
correlacdo, angular e linear, além da faixa linear. Entretanto é
importante verificar os residuos da regressdo para que ndo haja uma
tendéncia que promova bons valores para os coeficientes de correlacdo
(BRASIL, 2011). Pode ocorrer de varias maneiras dependendo do
propésito: como curva de calibracdo por padronizacdo externa,
padronizagdo interna, superposicdo de matriz ou fortificacdo do extrato
de matriz isenta e adi¢do de padrdo (HOFF et al., 2015).

2.6.4 Precisao

A precisdo é uma estimativa da dispersdo dos resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra ou padrées nas
condicbes do método em um rigor estatistico para o0 numero de
repeticdes. Ha variadas maneiras de expressa-la, dentre elas a
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Expressos
pelo coeficiente de variacdo (CV) ou RSD.

Para a precisdo instrumental ou repetibilidade de injecdo a
avaliacdo deve ser estudada dentre um minimo de dez injecdes do
padrdo de mesma concentracdo. A repetibilidade é a operacdo do
método em um curto intervalo de tempo (intra-ensaio) avaliada em pelo
menos trés niveis de concentracdo em triplicata (KRUVE et al., 2015).

2.6.5 Limite de deteccdo e quantificacéo

O limite de deteccdo (LOD) é denominado a menor concentracio
do analito que pode ser detectada nas condi¢des empregadas no método.
Enquanto que o limite de quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo
do analito que pode ser determinada com precisao e exatiddo aceitaveis.

A interpretacdo literal das definicGes implica que em
concentracBes abaixo destes limites, ndo é possivel fazer inferéncias
com confiabilidade em relagéo ao analito ser detectavel ou quantificavel
nas condic¢Bes do método proposto (SHABIR, 2003).
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Sédo geralmente avaliados pela razdo sinal-ruido de valor 3 e 10,
respectivamente para 0 LOD e o LOQ ou por parametros da regressao
(KRUVE et al., 2015).

2.6.6 Exatidado

A exatiddo é o valor mais proximo que um método pode propiciar
frente a uma medida real. E possivel acessa-la analisando uma amostra
com concentracdo conhecida e certificada (BRASIL, 2011). Ha também
a possibilidade de comparar o valor com um precedimento alternativo
bem caracterizado e estabelecido como exato. E por ultimo, acessando a
exatiddo pelo ensaio de recuperacdo, ao adicionar concentracao
conhecida a uma amostra, quantificando a mesma e comparando o valor
encontrado com o adicionado. Nas amostras sdo adicionados os padrdes
em triplicata e em trés niveis de concentracdo. O procedimento de
quantificacdo utilizado deve ser o0 mesmo implementado no método final
(KRUVE et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e validacdo de um método de injecdes
multiplas que alie a possibilidade de preparo de curvas de calibracdo de
modo automatizado na propria seringa com padronizacdo interna
acessada pela insercdo do proprio analito aplicado a determinacdo de
metformina em amostras de plasma-de-tildpia do Nilo por HILIC-
MS/MS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adequar condi¢des espectrométricas para 0 monitoramento da
metformina;

e Otimizar condigdes cromatograficas (porcentagem de
acetonitrila, concentracdo e tipo de aditivo, pH, temperatura e
vol. de injecdo) de modo a adequar a separagdo da metformina
utilizando a coluna de ciclofrutano-6 nativo (FRULIC-N) na
modalidade HILIC;

e Desenvolver o0 método MISER empregando APEA e OPIS,
afim de, avaliar a frequéncia analitica, possibilidade de realizar
curvas de calibragdo mais reprodutiveis e que proporcionem
facil acesso na avaliagdo do efeito de matriz;

e Comparar método convencional com o proposto;

e Validar o método LC-MS/MS desenvolvido de acordo com
efeito de matriz, linearidade, limites de deteccdo e
quantificacdo, precisdes instrumental, intra-ensaio,
intermediaria e recuperacao;

e Analisar e quantificar metformina nas amostras de plasma de
tilapia-do-nilo, empregando o método validado.
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4  EXPERIMENTAL
41 REAGENTES E SOLUGOES

Para diluicdes e composi¢bes de fase movel foram utilizados
reagentes com grau de pureza HPLC: metanol e acetonitrila (> 99% -
Tedia, Sdo Paulo, Brasil), formiato de aménio (> 99%) e &cido férmico
(50% - Fluka Analytical, Sdo Paulo, Brasil). A agua ultrapura foi obtida
a partir de um sistema Milli-Q, (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.) com
resistividade minima de 18,2 MQ c¢m_Foi também utilizado tolueno grau
P.A. (99% - Synth, S&o Paulo, Brasil) e o tercbutilmetil éter grau HPLC
(> 99% Tédia, Sao Paulo, Brasil) nos procedimentos cromatograficos. O
cloridrato de metformina (> 99,5% - Pharmanostra, Goiés, Brasil) foi
cedido pelo LABNUTRI.

Os estoques de solucfes padrdo foram preparados a partir de
uma massa de 13 mg de cloridrato de metformina, diluida em 10 mL de
ACN 50% (0,1 % é&cido férmico. Esta foi diluida até uma concentragéo
de trabalho de aproximadamente 200 ng mL™. A fase mével aquosa
composta por formiato de aménio, teve seu pH ajustado utilizando uma
solucéo de acido formico 50%. As medidas de pH foram realizadas com
0 auxilio de um pHmetro digital.

4.2  INSTRUMENTACAO
4.2.1 Condicbes cromatograficas e espectrométricas

Para o método proposto, foi utilizado um HPLC obtido da Agilent
Technologies 1200 Series (Waldbronn, Alemanha) equipado com
degaseificador online (G1322A), bomba quaternaria (G1311A) que
conduziu uma fase mével gradiente de ACN:H,O (10 mmol L*
HCOONH,, pH 3,2) — 70:30 (v/v) a um fluxo de 0,5 mL min™. As
separacBes cromatograficas foram realizadas em coluna AZYP
FRULIC-N (Arlington, TX, EUA) com dimensdes de 150 x 4,6 mm; 5
um, fase estacionaria de ciclofrutano-6 nativo, suportada por silica. Foi
acomodada no compartimento de colunas com controle de temperatura
independente (G1316A) a 40°C. Foram introduzidas no sistema 2 ul das
solugcBes e amostras utilizando um autoamostrador (G1367B), que
possibilitou conduzir diferentes métodos de inje¢des, além da realizacéo
das curvas de calibracdo na propria seringa utilizando o procedimento
MISER, APEA e OPIS.
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Ao HPLC foi acoplado o espectrdmetro de massas triplo
quadrupolo Q trap 3200 com fonte de ionizagdo ESI, Turbo V lon
Source/TurbolonSpray, (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord,
Canada). O nitrogénio (N,) foi utilizado como gas. A ionizacdo foi
conduzida no modo positivo, resolucdo Unit e dwell time de 200 ms. O
monitoramento de reagbes mdaltiplas (MRM) consistiu  no
acompanhamento das transi¢des 130,2/71,1 e 130,2/60,1 m/z,
respectivas a quantificacdo e confirmacao.

O algoritmo automatico de integracdo, modificacdo dos
pardmetros instrumentais do sistema LC-MS/MS, bem como a aquisi¢do
de dados foram verificados com o auxilio do software Analyst 1.6.2. O
excel foi utilizado para o tratamento estatistico, confeccdo de tabelas,
plotagem das curvas e quantificagdo das amostras;

4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO
4.3.1 Otimizac¢des dos parametros do espectrometro de massas

Para aquisicdo de informacdes, a respeito da massa do ion
precursor/fragmentos e suas energias 6timas (DP, EP, CE, CEP e CXP),
foi utilizado o procedimento de infusdo, com o objetivo de compor o
método MRM. A introducédo do analito foi conduzida com uma seringa
de capacidade de 1,0 mL (4,6 mm d.i.) preenchida com solucdo padréo
de metformina 500 ng mL™ (50% acetonitrila, 0,1 % &cido férmico),
tendo seu embolo pressionado por bomba acoplada ao espectrometro,
que proporcionou um fluxo de 10 pL min™. A probe foi mantida de
acordo com recomendacGes do fabricante em 5,0 e 10,0 mm,
respectivamente para as direcfes horizontal e vertical até o fim da
infusdo.

Para os valores dos parametros da fonte de ionizacdo presentes
na Tabela 2, a otimizacdo foi experimentada via FIA. O ensaio foi
realizado somente ap0ds a obtencdo das condi¢des Gtimas de fase movel.
Um método LC-MS/MS especifico foi realizado para esta finalidade,
com injegdes de 20 uL de metformina a 200 ng mL™, arrastadas pela
fase mével, a um fluxo de 500 pL min™.



61

Tabela 2. Valores variados para a otimizagdo de cada um dos fatores da fonte
de ionizacdo e do analizador de massas.

Parametro Valores

Gas de cortina (CUR, psi) 10; 20; 30.

Gas de colissdo (CAD, psi) Baixo; Médio; Alto.
Voltagem da lonSpray (V) 4000; 4500; 5000; 5500.
Temperatura da fonte (°C) 450; 500; 550; 600.
Gas nebulizador (GS1, psi) 45; 50; 55.

Gas de secagem (GS2, psi) 45; 50; 55.

Fonte: Autor.
4.3.2 Otimizagdes dos parametros cromatograficos
4.3.2.1 Porcentagem de acetonitrila

Foi verificado o efeito cromatografico provocado por diferentes
contribuicBes de acetonitrila na composi¢do do eluente, variada com
incrementos de 10% em uma faixa de 10 a 90% (n = 3). Enquanto o
componente aquoso da fase mével foi HCOONH, (25 mmol L™). Com
isto, foram monitoradas as variagdes, expressas pelo fator de retencdo
(K), que pode ser calculado com auxilio da equacéo 1:

t, —to
=T

k @9)]

onde t; é o tempo de retencdo e to € 0 tempo do volume morto, ou tempo
de eluicdo de um composto que ndo é retido pela fase estacionaria, neste
caso o terc-butilmetil éter (SKOOG, 2004).

4.3.2.2 Natureza e concentragao do aditivo

Formiato de amdnio (25 mmol L™) e acetato de amdnio (25
mmol L™) foram avaliados como aditivos para a fase mével. O aditivo
selecionado foi preparado em quatro niveis de concentracdo 2, 5, 10 e 25
mmol L™ e os impactos cromatograficos no fator de retencéo (3) e
assimetria de pico (As) avaliada pela equagéo 2:

_DC

A =—
* CB

(2)
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em que C é o tempo de retencdo, B e D séo os tempos inicial e final para
medidos a 10% da altura de um determinado pico de metformina.

4323 pH

Os pHs avaliados ficaram restritos a faixa acida para
preservacdo da integridade da fase estacionaria. De acordo com
recomendagOes do fabricante da coluna a limitacdo de operacdo indica
uso em pHs entre 3,0 a 7,0. Desta maneira foram avaliados os seguintes
pHs 3,15; 4,1; 4,8; 5,1; 5,9 em funcéo de k.

4.3.2.4 Temperatura

O comportamento cromatografico foi avaliado a partir de
variages de temperatura no compartimento de acomodacéo de colunas
(15, 20, 25, 30, 35 e 40°C) em busca de aprimoramentos no perfil.

4.3.25 Volume de injecéo

A (ltima condicdo avaliada para o método foi o volume de
injecdo, avaliado em 0,5; 1,0; 3,0; 10,0; 20,0 uL, e a eficiéncia ou
nimero de pratos (N) foi o pardmetro monitorado, e pode ser
determinada por:

2

N =16 (t—’") 3

Wp

onde t, é o tempo de retencdo e wy € a largura para um determinado sinal
de metformina.

44 PREPARO DAS AMOSTRAS DE PLASMA

Dezesseis amostras de plasma foram fornecidas codificadas como
M1 a M16, sendo oito amostras controle (24% e 48% de carboidratos -
M2, M3, M5, M6, M9, M12, M14 e M16) e outras oito com
suplementacdo do medicamento (24% e 48% de carboidratos + 0,2 % de
metformina — M1, M4, M7, M8, M10, M11, M13 e M15). Cada uma
composta de 1 mL de sangue da veia caudal de trés individuos de cada
uma das unidades experimentais, totalizando aproximadamente 3 mL,
coletadas em quadruplicata pelo LABNUTRI.
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Estas foram submetidas a procedimento de precipitacdo proteica,
executado previamente & andlise cromatografica, As amostras foram
retiradas do refrigerador e expostas a temperatura ambiente por cerca de
20 minutos antes de sua manipulacdo. O contetdo foi agitado por 30
segundos em vortex, a fim de homogeneiza-las. Aliquotas foram
transferidas separadamente para microtubos e misturadas com
acetonitrila (0,1% é&cido férmico) em uma razdo volumétrica de 1.9
(v/v). As solugbes resultantes foram agitadas por mais 30 segundos e
centrifugadas por 5 minutos a 14.500 rpm. Por fim, 100 upL do
sobrenadante foram transferidos e adicionados 300 pL de uma solucdo
1:1 de ACN:HCOONH, (10 mmol L™) para assemelhar a composic&o
da solucdo amostral com a fase mével. Todo o procedimento resumido
pode ser visualizado na Figura 14.

Figura 14. llustracdo referente ao procedimento adotado para o preparo das
amostras de tilapia-do-nilo, de maneira manual, e automatizada (figura mais

abaixo).
TR ““‘\%

Tentlp. Sangue (veia caudal)
Ambiente Plasma obtido apds

centrifugagdo
(Temp. estocagem -20 °C)

100 wl E
300 pul de ACN 30 s Vortex sobrenadante =%
_—
5 min. Centrifuga 200 pl °
(14.500 rpm) ACN:HCOONH4
100 pl de plasma 10 mmol L' (1:1)

X Sangue (veia caudal)
Ambiente Plasma obtido apés

centrifugagdio x = extrato amostral
(Temp. estocagem -20 °C) ¥ = ACN:HCOONH,
I 1:3 (v/v)

Temp.

oop XE
900 pl ACN 30 s Vortex sobrenadante A4 }t
—_—
5 min. Centrifuga ‘
(14.500 rpm) -
100 pl de plasma 7

Fonte: Autor.



64

45 METODOS DE INJECOES MULTIPLAS (MISER)

Visando avaliar um método que possibilitasse frequéncia analitica
maior, experimentando-o na analise das amostras e/ou padrdes de
calibragdo em um Unico cromatograma, investiu-se em MISER. As
analises deste trabalho que se dispuseram deste método utilizaram a
linha de comandos, os valores e as posicGes do autoamostrador na
ordem expressa na Tabela 3. (a) Para cada ciclo de injecdo desejado, a
repeticdo dos comandos € recomendada, com excecdo da funcdo
“espera” para o ultimo ciclo de injecdo. Foram injetadas as soluces de
recipientes contendo o extrato das amostras ou solucbes de calibragdo
preparadas em etapa prévia (bancada).

A realizacdo das inje¢Bes multiplas utilizando a co-injecdo da
solucdo padrdo de metformina com o extrato do plasma (APEA),
sucedeu-se por outra programacdo de comandos para 0 injetor
automatico como o descrito na Tabela 3 (b). Em um dos procedimentos
a seringa aspirou as solugdes (estoque padrdo 200 ng mL ™, acetonitrila e
extrato matricial isento de padrdo) em proporcGes diferentes para a
preparacdo de curvas de calibracdo por superposicdo da matriz. Em
outro, inspirado pelo procedimento APEA, foram preparadas na propria
seringa solucGes de calibragdo externa, sem a presenga do extrato isento.

Por fim, ao método de calibracdo por superposicdo de matriz
utilizando APEA foi incorporada a intercalacdo do OPIS (100 ng mL™)
por diluicdes do estoque (200 ng mL™) com acetonitrila em presenca da
matriz com o programa do autoamostrador descrito na Tabela 3 (c).

A localizacdo dos recipientes na bandeja do autoamostrador é
expressa ao software de maneira a apontar qual bandeja, linha e a
coluna. Por exemplo, o codigo P1-A-08 indica as coordenadas do
recipiente localizado na bandeja 01, primeira linha (A) e oitava coluna.
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Tabela 3. Linhas de comando, valores e posi¢des, para programacdo de apenas
um ciclo de inje¢do do autoamostrador. Respectivamente o emprego de MISER
(@), APEA (b) e OPIS (c). (PX,-Y.,-Z, indica localizagBes genéricas de
recipientes (vials)).

T'F.)O Eie Func¢éo Valor Posicéo
Injecéo
Aspirar/Draw - solucdo (ul) 2,0 PX-Y-Z
% = Lavar seringa/Neddle wash (s) 10  Flush port
2 Injetar/Inject - -
= Espera/Wait (min.) 0,5 assento
Aspirar/Draw - extrato amostra (ul) 0,5  PXi-Y;-Z
- Aspirar/Draw - solvente (ul) 1,3 PXq-Y-Z
= Aspirar/Draw - padrdo estoque (ul) 0,2 PX,-Y\-Z
5 Misturar/Mix (ciclos) 10 Noar/In air
% Lavar seringa/Neddle wash (s) 10  Flush port
Injetar/Inject - -
O Espera/Wait (min.) 0,1  assento
[%2]
% Aspirar/Draw - extrato amostra (ul) 0,5 PXi-Yi-Z;
Aspirar/Draw - solvente (ul) 05 PXj-YjZ
Aspirar/Draw - padrdo estoque (ul) 1,0 PX,-Y,-Z
Misturar/Mix (ciclos) 10 -
Lavar seringa/Neddle wash (s) 10  Flush port
Injetar/Inject - -
Espera/Wait (min.) 0,1 assento

Fonte: Autor.

45.1 Magnitude das variacGes de injecdo causadas pelo
autoamostrador

O uso do padrdo interno em uma injecdo diferente da amostra
pode ser considerado um procedimento controverso. Por este motivo foi
avaliado com um cromatégrafo liqguido com detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD) a variacdo proporcionada por injeces (n = 25)
realizadas pelo autoamostrador em volumes de 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0
uL de uma solucéo de tolueno. Este foi eluido a 1 mL min™ com MeOH
(95%):H,0 (85:15), modalidade isocratica de eluicdo, em uma coluna
Agilent Zorbax Eclipse Plus C-18 (4,6 x 150 mm; 5 um) e monitorado
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em 255 nm. Foi calculado o CV para as réplicas de cada uma das cinco
medidas de volume como critério de avaliag&o.

46 VALIDACAO DO METODO
46.1 Parametros de conformidade

A calibragdo do espectrdbmetro de massas foi realizada
periodicamente ao longo do desenvolvimento do estudo, de acordo com
procedimentos especificados pelo fabricante. A limpeza para
manutencdo da fonte de ionizacdo e probe foi realizada em banho
ultrasénico com solugdo de metanol (50%), e devidamente secas sob
fluxo de gas nitrogénio (N,).

O sistema de linhas tubulares e bombas do HPLC foram
submetidas a eluicdo com alcool isopropilico, sob baixo fluxo, até
observacdo de valores constantes na pressdo do sistema e eliminacdo de
possiveis bolhas. O assento do injetor e a seringa foram lavados com
uma série de solucdes e solventes, aménia (0,1%), acetonitrila (acido
férmico 0,1%) e agua deionizada em todos os dias da validacéo, a fim
de minimizar o efeito causado pela presenca de qualquer interferente.

A estimativa da conformidade do sistema, em termos da
repetibilidade da area e tempo foi avaliada somente na precisdo
instrumental. Enquanto que a conformidade cromatogréafica foi avaliada
em termos do nimero de pratos (eg. 3), assimetria (eq. 2) e resolucdo
(Rs), pela seguinte equacgéo:

G

- (WbA + WbB)

C)

S

em que, no caso de MISER em especifico, t;a € referente ao tempo de
retencdo da espécie injetada em um primeiro instante e t;z em um
momento subsequente, Wpa € Wy S80 Ssuas respectivas larguras de base
dos picos vizinhos (SKOOG, 2004).

4.6.2 Parametros de mérito

Parametros de validacdo ou de mérito avaliados para o presente
método proposto foram: linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, precisdo instrumental, precisdo intra-ensaio, precisao
intermediaria e recuperacao.
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46.2.1 Efeito de matriz

Neste estudo, foram preparadas curvas de calibracdo externas e
por fortificacdo do extrato de matriz branca, com sete pontos e em
triplicata (n = 3). O efeito de matriz foi avaliado com teste F (Fisher-
Sneadecor) e teste t-Student pertinentes, para um nivel de significAncia
de 95% (o = 0,5), além disto, a razdo dos slopes foi verificada como
estimativa do efeito.

4.6.2.2 Linearidade

Foram verificadas a faixa linear experimental especificada para
a calibracdo, delimitada pelas concentracfes das solucbes padrdes
contendo o analito, o coeficiente de determinacdo (R?), a sensibilidade
(coef. angular da regressdo linear) e a significancia da regressao
verificada pelo teste F.

4.6.2.3 Limites de deteccdo e quantificagéo

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) do
método foram calculados a partir das razdes sinal ruido (%) médias (n =

9), referente a trés niveis de concentracdo em triplicata (20, 80, 140 ng
mL™) adicionados ao extrato matricial. Para o calculo do LOD e LOQ
admitiu-se o valor da uma razéo sinal ruido de 3 e 10, respectivamente.

4.6.2.4  PrecisOes instrumental, intra-dia e intermediaria

As precisdes foram avaliadas com um Unico operador, padrfes
preparados no dia de cada ensaio e mensuradas utilizando o desvio
padrdo relativo ou coeficiente de variacdo (eg. 5) tendo como parametro
de resposta as areas e os tempos de retencdo dos picos referentes ao
analito.

S
CV ==.100 5
- )

A precisdo instrumental (n = 10) foi avaliada com anéalises
consecutivas de um mesmo nivel de concentragdo de maneira sequencial
e em um mesmo dia. A precisdo intra-dia foi observada ao analisar o
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analito em trés niveis de concentracdo (20, 80, 140 ng mL™) e em trés
replicatas (n = 9) auténticas analisadas em sequencia. A precisdo
intermediaria foi verificada em trés niveis (20, 80, 140 ng mL™) de
concentracdo com trés replicatas auténticas (n = 9) em dias diferentes,
ao longo de uma semana.

4.6.2.5 Ensaio de recuperacdo

O procedimento para avaliacdo da recuperacdo foi verificado
com o preparo de aliquotas da matriz isenta precipitadas em trés
soluges para precipitacdo proteica em triplicata (n = 9), contendo cada
uma delas aproximadamente 66, 100 e 200 ng mL™ de metformina em
ACN (0,1% HCOOH). A ultima etapa de diluicdo foi realizada na
seringa do autoamostrador de maneira simultdnea ao procedimento
APEA, antes da analise cromatografica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO
5.1.1 Otimizacdo dos parametros do espectdmetro de massas

A infusdo da solucdo de metformina no MS foi o ponto de
partida do estudo. Para tal, foi necessario definir a polaridade operada na
fonte de ionizacdo, tendo como principal critério de escolha a natureza
ibnica do analito. Além de sua forma neutra, a metformina pode
apresentar-se catibnica (cargas +2 ou +1), comprendendo os valores de
pK, 2,8 e 11,5 (HERNANDEZ et al., 2015). A abordagem no modo de
polaridade positiva em detrimento da negativa justifica-se, pois, a
metformina ndo assume formas carregadas negativamente.

A ionizagdo branda do composto por ESI gerou seu ion quasi-
molecular, respectivo a sua massa molar (129,07 g mol™) somada a uma
unidade protonica [met+H]", e teve valor igual a 130,2 m/z. Os
fragmentos mais abundantes do ion-precursor, também catibnicos,
foram observados no processo de ionizacdo, mais precisamente pela
cisdo da ligacdo simples C-N, ilustrada pelo pontilnado na Figura 15,
gerando as espécies 71,1 e 60,1 m/z.

Figura 15. Espectro (MS2) obtido da infusdo de uma solucéo de metformina.

1,2¢6 130,2
1,0e6
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g
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@
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2,0e5 ‘ 82 ‘ 85,4 - fan-precursor/
56.2‘ " | 1132 - Quasimolecular
il | “\ 1 | [M+H]*
LW, 1 | N

1 J
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Fonte: Autor.
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Com a finalidade de aumentar a especificidade/seletividade do
método espectrométrico foi selecionado 0 modo MRM, tendo em vista o
monitoramento de respostas respectivas apenas as transices de m/z
selecionadas (M/Zion precursor 2 M/Zfragmento). NO procedimento de infuséo,
em posse de informacBes sobre as transicdes para a metformina, o
software otimizou automaticamente as energias envolvidas no processo
de ionizacdo (parametros dependentes do composto — DP, EP, CE, CEP
e CXP). O critério de escolha admitido pelo software é baseado na
guantidade/contagem maxima de ions obtidos em funcdo de uma energia
especifica aplicada (em volts). As condi¢Bes 6timas encontradas para
estes parametros encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Energias (DP, EP, CE, CEP e CXP) otimizadas para o processo de
ionizagdo das transicbes monitoradas para respostas relativas a metformina.

Energia (V)
Transicio  DP EP® CE® CEP! CXP*®
130.2/71.1 36,0 4,0 25,0 12,0 4,0
130.2/60.1 36,0 4,0 17,0 12,0 4,0

DP? = potencial de desagregacio;

EP° = potencial de entrada;

CE® = energia de colisio;

CEP* = potencial de entrada na célula de colis&o;
CXP*® = potencial da célula de saida.

Fonte: Autor.

Foram duas as transi¢des monitoradas, uma de quantificacdo e
outra de qualificacdo (confirmagdo), respectivas a 130.2/71.1 e
130.2/60.1 m/z. As transicGes admitidas por este trabalho apresentaram-
se em congruéncia (variagbes de m/z inferiores a 0,1 m/z) com as
monitoradas nos métodos LC-MS/MS de Liu & Coleman (2009), Wu, et
al. (2012) e Michel, et al. (2015).

Para os pardmetros da fonte de ionizacdo independentes do
composto (CUR, CAD, IS, TEM, GS1, GS2 e a posi¢do horizontal e
vertical da probe) foram utilizados valores recomendados pelo
fabricante ao longo do desenvolvimento do método cromatogréafico. O
gue ao fim do desenvolvimento do método cromatografico demandou
um ajuste para que a fonte de ionizacdo ESI adeque-se a uma condicdo
especifica de fase mével e promove-se desempenho e estabilidade



71

adequada a formacdo do spray e eficiéncia de dessolvatagcdo das
nanogotas.

Os valores recomendados apresentam-se dispostos apenas em
funcéo do fluxo de fase mével, desta maneira, ndo compreendem valores
adequados proporcdo de solvente aquoso/organico, a presenca e
concentracdo de aditivos empregados na composicdo da fase mavel.
Para obter as condi¢cdes 6timas em um tempo curto o procedimento foi
conduzido em FIA. Os parametros otimizados estdo expressos na Tabela
5.

Tabela 5. Valores o6timos para os parametros da fonte de ionizagdo
independentes do composto.

Parametro Valor
Gas de cortina (CUR, psi) 20
Gas de colisdo (CAD) alto
Voltagem da lonstray (V) 4000
Temperatura da fonte (TEM, °C) 600
Gas nebulizador (GS1, psi) 50
Gas de secagem (GS2, psi) 50
Probe x e y (mm) 4,3

Fonte: Autor.

5.1.2 Otimizacao do método cromatogréafico

Inicialmente, o volume de fase mével convencional dispendido
no pré-condicionamento de colunas HPLC (20 volumes) mostrou-se
insuficiente, pois as observagdes de t, ndo mantiveram-se constantes. O
volume de exposicdo a fase movel foi variado até a obtencdo de
repeticdo desejavel. Valores condizentes foram alcancados ap6s 30
minutos com uma vazdo de 2,5 mL min™ (pressio < 300 Bar).
Equivalente a um dispéndio de 75 mL de fase mdvel e 30,1 volumes
preenchidos da coluna FRULIC-N quando houver a necessidade de
alteragdo de condi¢des de fase mével.

Outra questdo que prolongou o desenvolvimento do método
cromatografico foi a constatacdo de que variacbes ao acaso da
composicdo da fase movel resultaram em picos com baixa eficiéncia e
desvios da distribuicdo gaussiana. Para contornar este problema, foi
realizada uma sistematizacdo univariada para averiguacdo das condigdes
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de fase movel capazes de promover o adequado perfil cromatogréfico
dentre o dominio experimental averiguado.

5.1.2.1 Porcentagem de solvente orgénico

Grande parte dos métodos reportados referentes a HILIC
apresenta a acetonitrila como solvente polar organico aprético para
compor a fase movel (SILVA, et al., 2016; XIONG & LIU, 2016). Néo
somente a sua popularidade foi critério para sua escolha no presente
trabalho, outros foram relevantes, visto que 0 método visa acoplamento
com um MS e, um solvente que beneficie a técnica € muito bem vindo.

No processo de ionizacdo a acetonitrila possibilita melhor
eficiéncia e estabilidade na formagcdo do nanospray que, por
conseguinte, promove mais 0s ions ao estado gasoso. Isto se da pela
tensdo menor ocasionada pela auséncia de interagGes intermoleculares
via ponte de hidrogénio. Neste solvente também sdo sollveis grande
parte dos solutos/aditivos das fases mdveis de HILIC.

Sua influéncia no comportamento cromatografico da metformina
pode ser observada na Figura 16.

Figura 16. Variacdo da composicdo da fase movel, entre 10 e 90% (v/v), em
termos da porcentagem de acetonitrila na retengdo (k) da metformina.
(Condigdes do experimento coluna FRULIC-N (4,6 x 150 mm; 5 um), 25°C;
solvente complementar: solugdo de formiato de aménio 25 mmol L™; inj. 5 uL
de solugo padréo de metformina de 50 ng ml™; marcador de t, = tercbutilmetil
éter, valor 3,0 minutos)..
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Fonte: Autor.
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Pela interpretacdo do perfil da Figura 13 observa-se que na faixa
gue compreende de 50% a 90% de ACN ha um aumento na retencdo do
analito. Por definicdo, as fases mdveis de HILIC proporcionam este
comportamento em teores de ACN superiores a 60% (ALPERT, 1990;
LANCAS, 2010). A metformina ao eluir pela fase estacionéaria de
ciclofrutano-6 exibiu um perfil de retengdo tipico de HILIC, com
deslocamento que tolera 10% a mais de ACN na fase mével.

Foi verificada que a intensidade (contagem dos ions) diminuiu
drasticamente conforme maior contribuicdo de solvente aquoso. Desta
maneira, a condi¢cdo de compromisso selecionada dentre a faixa que
compreende a reten¢do HILIC para a FRULIC-N (50% a 90%) foi, tal
gue, aliasse intensidade adequada em um tempo total de analise inferior
a 10 minutos. Em 70% de acenitrila estas condigdes foram respeitadas.

5.1.2.2 Natureza e concentracdo de aditivo

Os aditivos utilizados nas fases mdveis de HILIC-MS/MS
precisam ser selecionados de maneira que nado interfiram na analise,
portanto é preciso que sejam volateis na temperatura de trabalho da
fonte de ionizacdo (TANG et al., 2014). Em HILIC acetato de amonio e
formiato de amdnio sdo bastante empregados para controlar o pH e a
forca ibnica da fase mével (BUSZEWSKI & NOGA, 2012).

Resultados utilizando o acetato de aménio como aditivo foram
semelhantes aos observados com o formiato de aménio, no mesmo nivel
de concentragdo. Por praticidade no preparo das solucbes optou-se pelo
formiato de amoénio, disponivel em padrdo sélido de alta pureza.
Algumas das alteragBes cromatogréficas podem ser observadas com a
variagio da sua concentracdo podem ser observadas na Tabela 6.

Da avaliagdo do teor de formiato de amdnio, pode-se observar
uma diminuicdo na retencdo conforme o aumento da forca ibnica. Esta
diminuicdo é pouco pronunciada, mas é geralmente atribuida aos efeitos
de blindagem, provocados pela interacdo eletrostatica do ion aménio
(NH,") com os silanois residuais e aos grupos anidnicos presentes na
fase estacionaria. Isto minimiza a intensidade das interagdes da
metformina (catibnica) com a fase estacionaria.

Segundo Buszewski e Noga (2012) quando o aumento de
concentracdo de aditivo provoca a diminuicdo da retengdo do analito, ha
evidencias que a retencdo € regida, majoritariamente, por um
mecanismo troca idnica.



74

Tabela 6. Valores observados para a simetria e fator de retencdo ao variar a
concentragéo (mmol L) de formiato de aménio na composigéo da fase movel.
(Condigdes do experimento coluna FRULIC-N (4,6 x 150 mm; 5 pum), 25°C;
ACN:H,0 (70:30); inj. 5 pL de solucio padrdo de metformina de 50 ng ml™;
marcador de t, = tercbutilmetil éter, valor médio de 3,1).,

Conc. [NH,] Assimetria
N t, k
(mmol I)* (As)
2 9,48 2,06 1,4
5 8,19 1,64 2,0
10 8,20 1,65 1,2
25 7,86 1,53 1,8

Fonte: Autor.

A consequéncia imediata observada com a adigdo do aménio no
sistema foi a reducdo do alargamento desproporcional dos picos. A
concentracdo de 2 mmol L™ de formiato de aménio foi desconsiderada
como opcao ao promover aleatoriamente, ombros e duplicagéo de picos
referentes a metformina por fendmenos ndo evidenciados.

Os valores observados para a assimetria sdo considerados
satisfatorios de 0,8 a 1,2, e puderam ser alcangcados somente com
quando 10 mmol L™ de formiato de aménio foi adicionado a ambas as
solucdes da fase movel e, portanto, este foi selecionado. Concentracfes
mais elevadas ndo foram avaliadas para que a ionizacéo do analito ndo
fosse prejudicadar por efeitos de supressao da ionizagao.

5123 pH

Alteracfes no pH da fase moével podem provocar mudangas na
estrutura/carga tanto do analito quanto do grupamento da fase
estacionaria. A influéncia do pH no equilibrio de espécies para a
metformina foi demonstrada por Hernandez, et al. (2015) e esta
demonstrada na Figura 2 da secdo respectiva a revisao da literatura.

Uma informag8o adquirida com o fabricante da fase estacionéria
é a de que ndo foram realizados testes de estabilidade em funcéo do pH.
Sabe-se, porém, que fases estaciondrias de silica, em sua grande maioria,
limitam-se a fases mdveis aquosas com pHs ndo muito elevados e nem
muito baixos, entre 2 a 8 (SNYDER, et al., 2011).
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Portanto, 0 dominio experimental admitido para a avaliacdo do
comportamento cromatografico da metformina ficou restrito apenas a
esta faixa com a variacdo de uma unidade para cada extremo (3 a 7) para
garantir a integridade da fase estacionaria. Esta avaliacdo pode ser
visualizada na Figura 17.

Figura 17. Variac8o de k observadas para valores de pH entre 3 e 6 empregados
na fase moével aquosa.
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Fonte: Autor.

Esta definicdo da faixa de pHs, como o esperado, ndo provocou a
variacdo do fator de retencdo expressiva para a metformina, muito
porque em toda a faixa de pHs avaliada a metformina apresenta-se
monoprética. Além do que, o pH da fase médvel foi controlado apenas no
solvente aquoso, o qual contribuiu somente com 30% da composi¢do do
eluente. Ao ser misturado com acetonitrila para formar a fase mével, o
pH resultante é acrescido significativamente. A solucdo de pH 3 foi a de
menor nivel, entretanto por tratar-se de um eluente composto por uma
mistura com acetonitrila na propor¢do 70:30, o pH termodindmico
disponivel na literatura é superior a 5.

Portanto, os pHs avaliados concentraram-se em uma faixa muito
estreita e préxima, por este motivo, nao foi verificada variacdo do fator
de retencdo pronunciada.

O pH 3,2 foi selecionado como condicdo de compromisso, porque
promoveu a eluicdo do analito em tempo de retencdo inferior as outras
condi¢des estudadas.
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5.1.2.4 Temperatura

Alteragbes da temperatura podem promover modificacfes na
maneira como um liquido escoa. Mais especificamente, a viscosidade do
eluente pode ser alterada, mediante a temperatura imputada a coluna.
Este efeito pode ser visualizado nos cromatogramas da Figura 18.

Figura 18. Modifica¢bes na temperatura do compartimento de acomodacdo
termostatizado e o efeito provocado no t, para a metformina. (Condigdes do
experimento coluna FRULIC-N (4,6 x 150 mm; 5 pm), 0,5 ml min™ (70:30)
ACN:H,0 (solugdo aquosa pH 3,2), ambos 10 mmol L™ formiato de aménio ;
inj. 5 uL de solugdo padrdo de metformina de 50 ng ml™; marcador de t, =
tercbutilmetil éter, valor médio de 3,1)..
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20°C k
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0 1 2 3 4 5 6 7 t(min.)

Fonte: Autor.

Com interpretacdo do exposto na figura acima verifica-se que a
retencdo da metformina foi influenciada por variagdes na temperatura da
FRULIC-N, mesmo que de maneira pouco pronunciada. Com estas
adequacOes foi possivel acelerar apenas 0,2 min. e houve um pequeno
ganho em simetria, em relagdo a temp. de 25°C, ao selecionar 40°C
como temperatura de compromisso para a analise cromatografica.

5.1.2.5 Volume de injecdo
A variagdo do volume de injegdo em um método pode

promover ganhos significativos nos limites de deteccéo e quantificacdo
alcancados. Entretanto ha uma limitacdo quanto a tolerancia da coluna
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para volumes injetados. Colunas com 4,6 mm d.i., geralmente, toleram
até 20 ul sem perda significativa de eficiéncia por sobrecarga de analito
no sistema cromatografico. Para a metformina na coluna de ciclofrutano
pode ser observado o perfil da Figura 19.

Figura 19. Valores de N m™ em fungdo da variacdo no vol. de injecéo.
(Condigdes do experimento coluna FRULIC-N (4,6 x 150 mm; 5 um, 40°C),
0,5 ml min™ (70:30) ACN:H,0 (solugo aquosa pH 3,2), ambos 10 mmol L™
formiato de aménio ; inj. 5 uL de solugdo padrdo de metformina de 50 ng ml™;
marcador de t, = tercbutilmetil éter, valor médio de 3,1)..

14000
= 12000 i Metformina
£ 10000
Z
= 8000
)
E 6000
£ 4000
=
2000 i
0
05 1 3 5 10 20

Volume de inje¢io (ul)
Fonte: Autor.

A variacdo do numero de pratos em fungdo do volume injetado de
solucdo de metformina propiciou verificar que a fase estacionaria exibe
variacdo sensivel quanto maior for o volume administrado no método. O
volume selecionado como o de compromisso foi o de 2,0 pl, esta
escolha foi impulsionada pela aplicacdo do preparo automatizado das
curvas de calibracdo, jA que foi necessario disponibilizar volume
suficiente para que pudessem ser aspirados volumes para reproduzir as
solugdes de concentragdes mais altas, utilizando uma mesma solucéo
estoque “mae”.

Ao fim do aperfeicoamento do método cromatogréafico e
determinados os parametros 6timos para a metformina obteve-se o
seguinte cromatograma para a amostra M8, que pode ser visualizado na
Figura 20. Em aproximadamente 5,7 minutos (k = 0,9), foi alcancada
uma simetria de 1,1 e eficiéncia de 6161 N m™.
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Figura 20. Cromatograma (LC-MS/MS) obtido pela injecdo de 2 uL da amostra
M8 contendo metformina, eluida a 0,5 mL min.” em uma fase mével de
ACN:H20 (10 mmol L™ - pH 3,2) na proporcdo de 70:30 em modo isocrético
na FRULIC-N (40°C).

e \
’ | 5,8.10% cps
\
\
|
1 v
—— 130.170/71.100 \ |
— 130.170/60.100 [
\
1 2 3 4 5 6 7 t. (min.)

Fonte: Autor.

52 METODO DE INJECOES MULTIPLAS COM PREPARO
AUTOMATIZADO DA CURVA DE CALIBRACAO NA
SERINGA DO AUTOAMOSTRADOR E PADRONIZACAO
INTERNA COM O PROPRIO ANALITO

A adesdo de uma injecdo a mais de metformina, ao cromatograma
da Figura 20, foi a estratégia inicial para a familiarizacdo com o método
MISER, para que em um segundo momento fosse feita a insercdo de
mais injecdes. O requisito para a injecdo do segundo plugue de
metformina foi descobrir 0 tempo necessario para promover um
distanciamento que proporcionasse uma resolugdo maior ou igual a 1,5.
Para tal, informacdes auxiliaram nas condi¢des de partida para 0 método
MISER, como o t; de 5,7 minutos, a largura de base (wp) de 0,4 a 0,7
min. para os picos de metformina, o tempo de exposicdo da seringa na
flush port de 10 s e, além de, o tempo suficiente para 0 autoamostrador
completar um ciclo de inje¢do realizado de aproximadamente 16 a 18 s.
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Até o nivel de concentragdo de 200 pg mL™ de metformina foi
exigido que para a introdugcdo de um novo plugue, fosse inserida a
funcdo de espera de 0,50 minutos na programacdo do autoamostrador,
entre a primeira injecdo e o aspirar da segunda. Enquanto que para 0s
procedimentos que incluem APEA e OPIS este tempo foi inferior, 0,10
minutos, j& que a existéncia de um ndmero maior de comandos exigidos
para 0 método consome mais tempo entre corridas.

O resultado pode ser observado na Figura 21, no cromatograma
referente a0 método que incorporou a realizagdo de uma curva de
calibracdo por fortificacdo do extrato de matriz isenta injetada
simultaneamente com a solugdo padrdo de metformina (APEA),
utilizando MISER para intercalar o OPIS de maneira totalmente
automatizada.

Figura 21. Curva de calibracdo por fortificagdo do extrato da matriz isenta (20
— 140 ng mL™) com picos intercalados do analito desempenhando a funcéo de
padrdo interno (80 ng mL™) preparados na seringa do autoamostrador por
programacdo via software (LC-MS/MS). (Condicfes do experimento coluna
FRULIC-N (4,6 x 150 mm; 5 pm, 40°C), 0,5 ml min™ (70:30) ACN:H,O
(solugo aquosa pH 3,2), ambos 10 mmol L™ formiato de aménio; inj. 2 pL.

Met.

— 130.170/71.100 Met.
— 130.170/60.100

(P} (py) Met.
e ey 0|yl T e
Met. ’ |
| [ ]| |
Met. M . ‘
Met. ; N ‘ ‘ ‘ 2,8.10%cps
i
c°|“||\| |k
Bﬂ“ \\J ‘ullk\ \‘ | ILI | ‘|\‘ \‘\_J\ ‘
0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22 t(min)

Fonte: Autor.
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Neste método, cada pico representa uma Unica injecdo, e com isto
foi alcancada uma resolucdo média entre picos vizinhos de 1,6. E
possivel introduzir um nudmero de injecBes que fica a critério do
operador, entretanto, foram realizadas 16 injecGes, caracterizando a
possibilidade de construcdo de uma curva de calibracdo com 8 niveis de
concentracdo (contando com o branco) ou a andlise de 8 amostras,
ambos intercalados pelo analito como padrdo interno, em tempo de
andlise inferior a 20 minutos. Comparativamente o0 método convencional
de injecOes dispenderia de aproximadamente 48 minutos para realizar o
mesmo procedimento, 0 que caracteriza 2,4 vezes mais tempo.

A intercalacdo dos picos do analito com o padrdo interno foi de
realizada de maneira estratégica desejando que as corre¢Bes por
normalizacdo fossem as mais corretas. Ou seja, a inje¢cdo do padréo
interno em um momento muito préximo a injecdo do analito retrataria
com mais fidelidade as condi¢Bes da fonte de ionizacéo. Esta prética foi
realizada principalmente com o intuito de promover maior repetitividade
nos resultados expressos pelo método entre dias diferentes de analise.

Entretanto, ao final foi observado que o valor para a area dos
picos atribuidos como padrdo interno variou pouco numa mesma
corrida. Desta maneira, admitiu-se uma nova estratégia pensando na
possibilidade de utilizar a rea de um dos niveis de concentracdo da
curva de calibragdo como fator normalizador. Portanto foi selecionado o
nivel de concentracdo intermediario da curva de calibracdo, que é de 80
ng mI™, indicado na Figura 22.
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Figura 22. Curva de calibrago (20 — 140 ng mL™) por fortificagdo do extrato
da matriz isenta, preparada de maneira automatizada na seringa do
autoamostrador (LC-MS/MS), empregando padronizacdo interna com o analito
em um nivel de concentragdo de 80 ng mL™ (PI). (Condicdes do experimento
coluna FRULIC-N (4,6 x 150 mm; 5 um, 40°C), 0,5 ml min™* (70:30) ACN:H,0O
(solugéo aquosa pH 3,2), ambos 10 mmol L™ formiato de aménio; inj. 2 uL.)
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Fonte: Autor.

Ao estabelecer as condicdes do cromatograma da maneira
apresentada na Figura 22 foi avaliada a repetitividade observada para 0s
coeficientes angulares das curvas obtidas e estabelecida a comparagéo
do efeito com e sem o tratamento via OPIS. Esta verificagdo foi
realizada, pois, a repetitividade ¢ um fator importante para se levar em
conta nas andlises de rotina em LC-MS/MS. Trabalhos anteriores do
LabEC-UFSC demonstraram grande flutuacéo para curvas de calibragéo
realizadas em dias. Desta maneira a comparacdo foi realizada via CV
(%) e valores do teste F observados para a ANOVA fator (inico em cada
um dos tratamentos elencados na Tabela 7.
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Quando comparadas 9 replicatas auténticas em trés dias
diferentes, o CV para os coeficientes angulares das curvas com OPIS
(3,49%) apontaram maior congruéncia entre os resultados do que as
curvas sem o tratamento (15,98%). Além disto, a ANOVA fator Unico
indicou valores de Fgcuiado de 0,74 e 452,70, respectivamente para as
curvas com OPIS e sem OPIS. O valor retornado para 0 Fico TOi de
5,14, o que indica que as curvas realizadas em dias diferentes utilizando
OPIS séo consideradas estatisticamente iguais para um nivel de 95 % de
confianga, visto que Feaicutado < Feritico-

Uma constatacdo do método foi a ocorréncia de “carry over”, ou
transferéncia do analito entre injecGes, como € denominado pelo
fabricante do autoamostrador, foi experimentado por este método e é
visivel no primeiro pico da Figura 21 e 22 (aprox. 5,7 minutos),
referente a matriz isenta de analito, do qual ndo deveria exibir sinais
para a metformina. Este sinal encontra-se em um nivel muito proximo
ao LOD. A transferéncia de analito entre injecbes ndo pode ser
completamente suprimida, mesmo apo6s, a limpeza da seringa (interna e
externa) entre os procedimentos de inje¢&o.

5.2.1 Magnitude do erro proporcionado por varia¢fes no volume
de inje¢do

Em virtude de neste método o padréo interno ser inserido em uma
injecdo que ndo a da amostra ou solucdo padrdo, leva a impossibilidade
de normalizacdo do erro associado a variacdo do volume injetado pelo
autoamostrador. Para averiguar e possivelmente mensurar esta variacao,
0 LC-MS néo pode ser utilizado, pois 0s processos que ocorrem na fonte
de ionizagdo proporcionariam respostas que ndo indicariam variagOes
para somente o critério estudado. Por este motivo que foi necessario o
auxilio do HPLC-UV. O resultado percentual do erro (CV) pode ser
verificado em funcdo do volume de injecéo pela Tabela 8.
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Tabela 8. Medicéo do erro provocado pela variagdo no volume de injecdes de
tolueno realizadas pelo autoamostrador utilizado em todo o trabalho (Condig8es
do método: HPLC-UV com deteccdo em 255 nm; coluna Agilent Zorbax
Eclipse Plus C-18 (4,6 x 150 mm; 5 um); MeOH (95%):H,0 como eluente a 1
mL min™ em modo isocratico na proporgéo 85:15, niimero de réplicas = 25).

Volume Injecdo  Média Desvio

(ul) (Area)  Padréo CV (%)
0,2 378,4 1,6 0,4
0,5 999,2 3,7 0,4
1,0 2041,3 8,8 0,4
2,0 4072,3 10,5 0,3
5,0 9755,7 14,7 0,2

Fonte: Autor.

Fica evidente na analise dos resultados que independente do
volume empregado, o erro associado & injecdo é pequeno, um pouco
mais pronunciado quanto menor o volume injetado. Inclusive, a
propagacdo deste erro, ndo ocasionaria problemas significativos na
andlise quantitativa. Este erro encontrar-se-4 embutido no valor da
precisdo experimental avaliada no tépico a seguir.

5.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO

O efeito de matriz foi avaliado por comparagdo das curvas de
calibracéo externa e por fortificacdo do extrato da matriz isenta, ambas
realizadas de maneira automatizada e normalizadas por OPIS, e pode-se
verificar o exposto da Tabela 9.

Das curvas externas foram obtidos coeficientes angulares de
0,0091 + 6,10.10™ enquanto que para as curvas de superposicdo de
matriz 0,0119 + 3.46.10™. Foi observada maior sensibilidade nas curvas
gue contiveram a matriz, 0 que indica aumento na ionizagdo do analito,
em comparagdo a sua ionizagdo em solugdes padrdo. Do teste F
(o0 = 0,05) foi observado Fe e < Ferit. 0 que indica a homogeneidade entre
as variancias das duas curvas. Logo, foi aplicado o teste t (o =0,05)
para variancias equivalentes que indicou tc > tei. ESta resposta infere
que a calibragdo externa e de superposicdo de matriz ndo sao
estatisticamente iguais (BRASIL, 2011). Além da verificacdo estatistica
também foi mensurado o quociente dos coeficientes angulares e obteve-
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se valor de 1,43, que esta fora da faixa aceitavel de 0,9 e 1,1 (HOFF et
al, 2015).

Tabela 9. Par@metros de validagdo relativos a seletividade e linearidade da
calibracdo automatica por superposicdo de matriz, com padronizagdo interna.

Parametros Metformina

Seletividade

efeito de matriz - teste Feaicutado ™ 3,08

efeito de matriz - teste toucutado" 6,93

razdo dos coeficientes angulares® 1,31+0,08
Linearidade®

faixa de calibragdo (ng mL™) 20,0 - 140,0

coeficiente angular (ul ng™) 0,0119 + 3,46.10™

coeficiente de determinagéo (R) 0,999

regresso linear - Feaoutado™ 7897,8
Limite de deteccdo (ng mL™)® 0,8
Limite de quantificacdo (ng mL™)® 2,1

@Fitico = 19 para a significancia de 95% (a. = 0,05)

Ot iico = 2,78 (bi-caudal) var. equivalentes e significancia de 95% (o = 0,05)
©valores aceitaveis entre 0,9 e 1,1

@curva por fortificagio de matriz isenta em oito niveis e triplicata (n = 24)
®Fcritico = 4,301 para a significancia de 95% (a = 0,05)

Olimites de deteccdo e quantificacdo respectivos a S/N 3 e 10, respectivamente

Fonte: Autor

Somente como exemplo, sem a padronizacdo interna, as curvas
externas (1570 + 30,22) quando comparadas as curvas por superposicao
de matriz (4102,03 + 25,33) evidenciaram um efeito de matriz muito
mais expressivo. Pode-se constatar a partir dos dados estatisticos
obtidos: Feaicuiado = 3,269 foi menor que Feriico = 161,448, € 0 tratamento
com teste t para variancias equivalentes retornou teacuiago = 88,876 maior
gue teriico = 4,303. E 0 quociente dos coeficientes angulares demonstrou
valor ainda mais discrepante, 2,61 + 0,04 (HOFF et al., 2015).

Quanto a linearidade para a curva de calibracdo por fortificacdo
de extrato da matriz isenta, 0 valor de Feajcuiado fOI Maior que Feritico
demonstrando significancia da regressdo na faixa de 20 — 140 ng mL™
avaliada (oito niveis de concentracdo). Proporcionou um coeficiente de
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determinacdo (R?) de 0,999 e residuos da regressdo (Figura 23) sem
perfil tendencioso evidente. Nenhum ponto dos residuos da regresséao foi
verificado com o teste de Grubbs. Os valores de LOD e LOQ foram
observados pela relagdo sinal-ruido (S/N) em 3 e 10 em nove
determinacdes, e o valor retornado foi de 0,8 e 2,1 ng mL™
respectivamente.

Figura 23. Residuos da regressao observados para a calibragdo utilizada no
presente trabalho.
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004 1 N

é 002 | 4 ) R : s

z 7y 450 100 4 150
-0,02 - A 4
-0,04 - PR
-0,06 - ) .

Concentracdo (ng mL™1)
Fonte: Autor.

A calibragdo por fortificagdo do extrato de matriz isenta foi
selecionada para facilitar a quantificacdo das amostras de plasma de
tilapia-do-nilo, ao admitir que as matrizes das amostras sdo idénticas. Os
resultados dos procedimentos de preparacdo das curvas realizadas
manualmente e automatizada foram comparados (n = 10) e podem ser
visualizados na Figura 24.
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Figura 24. Comparagdo das curvas de calibragdo por superposicdo de matriz
realizada de maneira manual (quadrado) e automatizada (losango) (n = 10).
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A comparagdo visual evidencia a semelhanca dos procedimentos.
Assim como o valor da razdo dos coeficientes angulares é de 1,04, um
desvio inferior a 10% entre os procedimentos.

Os valores observados para as precisdes, observados na Tabela 10
foram observados para padrdes adicionados a amostra. No caso da
precisdo instrumental, foi verificada a metformina (80 ng mL™) em dez
injecdes consecutivas observadas em apenas um cromatograma, com
relagdo a area e o tempo de retencdo. Foram observados,
respectivamente, valores melhores que 2,86 e 0,25%. Para a precisdo
intra-ensaio, que foi avaliada em 20, 80 e 140 ng mL™ analisados no
mesmo dia em replicatas auténticas (n = 9), foram observados valores
melhores que 2,68 e 0,22% para a area e 0 tempo de retencdo. Por fim, a
precisdo intermediéria, avaliada em dias diferentes, consistiu na analise
da metformina nos mesmos trés niveis de concentracdo replicados (n =
3), retornou valores melhores que 3,28 e 0,23 para 0 area e o tempo de
retencéo.



88

Tabela 10. Valores dos pardmetros de mérito observados para a metformina, em
termos das precisdes avaliadas com relacéo ao coeficiente de variacéo (%).

Pardmetros Avaliados Metformina
Precisdo Instrumental*®
area do pico - CV (%) 2,86
tempo de retencdo- CV (%) 0,25
Precis&o Intra-ensaio*?
area do pico- CV (%) 0,45 - 2,68
tempo de retengéo- CV (%) 0,19 - 0,22
Precis&o Intermediaria*®
area do pico- CV (%) 0,73 - 3,28
tempo de retencéo- CV (%) 0,06 - 0,23

*Observagdes do CV calculadas por CV (%) = o/, emque c é 0 desvio padrdo
amostral e pa média aritimética da série de dados, tanto para a area dos picos quanto
para o tempo de rente¢do da metformina.

®determinado pelo CV (n = 10) em um Ginico nivel de conc.
@determinado pelo CV (n = 9) emtrés niveis de conc. analisados no mesmo dia.

®determinado pelo CV (n = 9) emtrés niveis de conc. analisados emdias diferentes.
Fonte: Autor.

A (ltima etapa avaliada para a validacdo foi a recuperacdo, com o
intuito de fazer inferéncia a exatiddo e seletividade do método.
Realizada em trés niveis de concentragdo (15, 22,5 e 44,9 ng mL™) e em
triplicata, adicionados ao plasma de tilapia-do-nilo em etapa de
precipitacdo proteica (diluidos em acetonitrila). O procedimento
recupera entre 94,2 e 99,8% para a metformina, como pode ser
verificado na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores observados a partir do ensaio de recuperacdo para a adicéo
de metformina ao plasma de tilapia-do-nilo.

Concentracdo Concentragéo

adicionada obtida Recuperacio (%)©
(ng mI™)® (ng mi™)®

15,0 148+1,1 98,9

22,5 22,4+0,8 99,8

44,9 42,3+0,3 94,2

(a)adigﬁes realizadas ao plasma em triplicata para cada

nivel de concentragdo adicionado (n = 9).

®quantificacdo a partir da curva de calibragdo por
superposicdo de matriz realizada em triplicata, com 8
niveis de conc.

)Razéio das médias das observacOes obtidas, sobre as
concentracOes adicionadas, em base percentual (%).
Fonte: Autor.

5.4  AMOSTRAS DE PLASMA DE TILAPIA-DO-NILO

Assim como especificado, as amostras apresentavam-se
enquadradas em grupos distintos, de acordo com a suplementacdo de
metformina e dieta de carboidrato das quais os individuos foram
submetidos. Os valores quantificados para cada uma das amostras estao
listados na Tabela 12.

Para o plasma codificado como M2, M3, M5, M6, M9, M12,
M14 e M16 o método ndo indicou sinais respectivos a metformina.
Enquanto que, para as amostras M1, M4, M7, M8, M10, M11, M13 e
M15 foi possivel avaliar o teor de metformina. Nao houve variacdo nos
tempos de retencdo para as amostras, em relacdo a analise de padrdes.
Os resultados da quantificacdo estdo expressos em ug de metformina
por mL de plasma.
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Tabela 12. Valor encontrados para metformina em 10° ng mL™ nas amostras de
plasma de tilapia-do-nilo.

Cadigo da amostra Concentragao
de plasma de Metformina
Tilapia-do-Nilo (10° x ng mI™)*
(VR 2,35+0,14
M2° < LOD
M3° <LOD
M4 1,29+ 0,11
M5° <LOD
M6° < LOD
m7"™ 3,30 £ 0,26
M8"™ 0,59 + 0,00
M9° <LOD
M10™ 1,21+0,31
M11"™ 1,12 £ 0,17

M12° < LOD
M13"™ 1,00 £ 0,01
M14° <LOD
M15"™ 4,10 £ 0,07
M16° <LOD

* valores de metformina em ng por ml de plasma (*10°%)
nc = ndo controle
¢ = controle

Fonte: Autor.

55 DESTAQUES DO METODO PROPOSTO

Além de comprovada a possibilidade de normalizagdo com o
padrdo interno sendo o préprio analito, houve como consequéncia o
aumento na repetitividade do método. Aliada a praticidade no preparo
das curvas, 0 método ainda possibilita ao usuario/operador, a utilizacdo
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de apenas trés recipientes presentes no rack do autoamostrador
(solvente, solucdo padrdo estoque e extrato amostral) para a realizacdo
de réplicas em diversos niveis de concentracdo, tanto de curvas externas
guanto de curvas que utilizam da matriz para efeitos de compensacao
(vide Figura 25).

Figura 25. Rack do autoamostrador contendo recipientes referentes (a) curvas
de calibracdo por fortificagdo do extrato de matriz isenta do compartimento e
(b) recipientes contendo o extrato matricial, solugdo padrdo e solvente. Com trés
recipientes (b) é possivel realizar inimeras réplicas auténticas de curvas de
calibragdo com diversos niveis de concentragdo com pequenas aliquotas
misturadas na seringa do autoamostrador, por comandos basicos do software.

Este procedimento destaca-se para casos em que se disponha de
pouca amostra, visto que, pouco volume do extrato amostral é necessaria
para a injecdo, de maneira a requisitar, volumes bastante inferiores aos
métodos convencionais, 0 que promove maior usabilidade e praticidade
no preparo. Outro destaque € o menor contato do usuario/operador com
0 preparo, 0 que pode acarretar em erros mais previsiveis, baseados
somente na precisdo do injetor.
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6 CONCLUSAO

O método espectrométrico desenvolvido para 0 monitoramento da
metformina concordou com os métodos MRM reportados na literatura.
A FRULIC-N necessitou de 50% a mais de volume de fase movel no
pré-condicionamento, quando necessaria a alteracdo de proporcdes de
seus constituintes, quando comparada a colunas mais bem estabelecidas.

Com as condigdes cromatograficas otimizadas o método
propiciou perfil que se enquadra no que é estabelecido como
conformidade cromatogréfica satisfatoria.

O erro associado ao autoamostrador pode ser desconsiderado
guando comparado ao montante total de variagGes instrumentais.
MISER, OPIS e APEA puderam ser implementadas com facil
programacdo do autoamostrador e, a partir desta combinacdo foi
alcancada repetitividade estatisticamente comprovada para curvas
realizadas em dias diferentes com OPIS, a padronizacdo interna com o
préprio analito.

O método apresentou-se 3,7 vezes mais rapido e econdmico do
gue as injecBes convencionais. O método com finalidade quantitativa
HILIC-MS/MS foi desenvolvido, validado e aplicado com sucesso para
determinacdo de metformina em fase estacionéria de ciclofrutano-6
nativo e em amostras de plasma de tilapia-do-nilo.

Ficam destacadas a diminuicdo da interferéncia
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