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RESUMO

FERREIRA, Thais PaesEstudo comparativo de métodos de extracdo para
determinacdo de fluazuron em plasma bovino por cromatografia liquial de alta
eficiéncia com deteccdo em ultravioletes2016. 64p Dissertacdo (Mestrado em Quimica,-
area de concentracdo em Quimica Analitica). Instituto de @€isiatas, Departamento
de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Fluazuron é um inibidor do crescimento da classebenzoilfeniluréia, sendacializado
para o controle de carrapatos do gado. Embora a classe de reguliledmmesscimento sejam
amplamente estudada, o numero de artigos que descrevem os meéttitioesapara a
determinacdo do fluazurom em amostras de plasma é escasson®l¢@sento de um
meétodo analitico simples e rapido para quantificar fluazuron emmalbsvino por CLAE-
UV permite a avaliacdo do perfil plasmatico do farmaco e podaptieado na andlise de
biodisponibilidade de formulacdes contendo fluazurom. Nos ultimos anos, teracitont
um avanco tecnolOgico para a instrumentacdo cromatografica, pm@ordd métodos
rapidos, eficazes e sensiveis, mas a etapa de pré-tratameantwsltaa torna-se o fator
limitante neste processo. Novos métodos de extracdo tém sido desks/ata entanto,
muitas das vezes sdométodos complexos, caros e ndo tdo sofistiemdomatrizes
complexas como o plasma. O objetivo deste estudo foi um estudo compdeatinéds
meétodos de extracdo: extracdo liquido-liquido (ELL), extracdo sm dalida (EFS) e
dispersdo de matriz em fase sélida (DMFS). Ums mistura dessteam de plasma foi
utilizada como material bioldégico, uma parte como amostra brotatra parcialmente
enriquecida com concentracdes de fluazuron. Para cada método d&oeexaeto DMFS)
foram analisadosdiversos solventes (acetato de etila, dicloromei@ndieélico, hexano

e acetonitrila), a fim de avaliar o melhor solvente extrator. Agéextracdes, as amostras
foram concentradas e analisadas por CLAE/UV. A separacdo cromatogoifabtda na
coluna Kromasil C18 precedida de pré-coluna de fase quimica corresiyroden fase
movel de acetonitrila: agua (80:20, v/v) a um fluxo de 1,0 mL /min. A analise comparativa
dos procedimentos de extracdo foi baseada na seletividade, precistdd® elamétodo.
Os resultados mostraram que a precisao ELL ndo apresentou exa80ae> 120%) e
precisdo (CV> 15%) com nenhum dos solventes analisados. O métodooS&FSunboa
exatiddo (80-120%) e precisao (CV <15%) para o acetato dedatilaometano e éter
dietilico. O método de DMFS utilizando o solvente acetato ldenetistrou boa exatidéao e
precisdao. No entanto, a EFS também permite um menor consumo de solventes e um tempo
curto de andlise; A validacdo do método analitico mostrou linearidabiivisade,
precisao, exatidao e, auséncia de efeitos de matrizdmagsdiemonstrando-se adequado
para analises de rotina; Este método mostrou-se uma ferrateentestigacéo importante
na andlise de concentraca plasmatica em bovinos. Fluazuron admdmistr via topica
em bovinos atingiu a circulacao sistémica (Cmax = 62,8 ng /fol)absorvido (Tmax =
48 Hs), se mantendo quantificavél em niveis plasmaticos por até 14 dias apdésemtoatam
com uma dosagem de 2,5 mg / kg.

Palavras-chave:Amostras bioldgicas, preparo de amostras, benzoilfeniluréias.
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ABSTRACT

FERREIRA, Thais Paes.athparison of extraction methods for determining fluazuron
in bovine plasma by high-performance liquid chromatography withUV detection.
2016. 64p Thesis (Master in Chemistry - area of concentration in aalZhemistry).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universigdeeal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Key-Words: Biological samples, Sample preparation, Fluazuron.

Fluazuron is a benzoylphenylurea acarine growth inhibitor thatarketed for the control
of cattle tick. Although the growth regulators are widely stddilass, the number of papers
describing analytical methods for determining the fluazuronaarmpa samples is reduced.
The development of a simple and fast analytical method for quagtityazuron in bovine
plasma by HPLC-UV enables the evaluation of drug plasma pesfdecan be applied on
bioavailability analysis of formulations containing fluazuron. lcerd years there has been
a technological breakthrough for chromatographic instrumentation, providimng rapust
and sensitive methods, but the pretreatment of the sample stagedsethe limiting factor
in this process. New extraction methods have been developed, however are often complex,
expensive methods and are not as sophisticated to handle complersnatrch as plasma.
The aim of this study was a comparative study of threeaidramethods: LLE, SPE and
matrix solid phase dispersion (MSPD). Pooled plasma samplesusedeas biological
material, partly as raw samples and partly spiked with coratemts of fluazuron. For each
extraction method (with exception of DMFS) was conducted using vasa@uents (ethyl
acetate, dichloromethane, diethyl ether, hexane and acetomitoleler to evaluate the best
extractor solvent. After the extractions the samples were ntated and analyzed by
HPLC/UV. The chromatographic separation was achieved on Kromasi dGlumn
preceded by guard column of matching chemistry, with mobile phase of &cletowater
(80:20, v/v) at flow rate of 1.0 mL/min. The comparative analysishef @xtraction
procedures was based on selectivity, precision and accuracyméthed. Results showed
that LLE not presented accuracy (< 80 and >120%) and precisior» ((B%0) with any
solvent tested. SPE method showed good accuracy (80-120%) and precisionL§Zs)
for ethyl acetate, dichloromethane and diethyl ether. MSPD mething ethyl acetate
solvent showed good accuracy and precision. However, SPE also allowsrasolvent
consumption and shorter analysis time. The validation of the asalytiethod showed
linearity, selectivity, precision, accuracy and, absenceimetfects and residual, thus
proving it as suitable for routine analysis; This method showed tanb@nportant
investigative tool in the analysis of fluazuron plasma concentratiarattle. Fluazuron
topical administration in bovine reached the systemic circula@ar®62,8 ng/mL), was
absorbed #2=48 hs), while maintaining quantifiable blood plasma levels for Ug tays
after the treatment with a 2,5 mg/Kg dosage.
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1 INTRODUCAO

A quantificag@o de farmacos veterindrios em matrizes biologicas podelzediaea
através de diversas metodologias, sendo a cromatografia liquatea @diciéncia a mais
utilizada. Nos ultimos anos, tivemos um avanco em termos de t®a®canalise, com
criacao de equipamentos que oferecem uma alta seletividade, sadgbd uma demanda
menor de tempo, entretanto o desenvolvimento de novos métodos para prepawstte a
nao cresce na mesma velocidade, sendo essa etapa o fatordimé@aiodo o processo
analitico. Quando falamos de matrizes biolégicas, matrizes gaseapam alto grau de
complexidade, contendo um grande numero de interferentes, podemos terctassgide
coeluem com o analito, mas nao detectadas e podem reduzir ou awametgasidade do
sinal desse analito, afetando a preciséo, exatidao, robustexjdadete sensibilidade do

método.

O principal desafio na elaboracdo de um meétodo de extracdo paiaesnat
biolégicas com a quantificacdo em detectores com baixa sensibikdadesenvolvimento
de um método seletivo e que ofere¢ca uma alta eficiéncia ded@xtsendo necessario um

trabalho exaustivo na elaboracéo do preparo de amostra.

A quantificacdo de farmacos e de seus metabdlitos em mabiakgjicas é
fundamental na avaliacdo e interpretacdo de estudos, como os fanétcosi de
biodisponibilidade e de bioequivaléncia. Esses estudos s&o utilizados atacsali de
registro de medicamentos novos, geneéricos ou similares ou em eaterdcdes ou
inclusdes nas formulacbes existentes no mercado. A qualidade @s$sdes esta

diretamente relacionada com a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos.

Até o presente momento as duas agéncias nacionais que disponibiliaamarai
validacdo de métodos bioanaliticos € a ANVISA (Agéncia NacioealVigilancia
Sanitaria), por meio da resolucdo RDC n° 27 (Resolucao de diretagacta N.° 27 de
2012 cuja publicacdo € direcionada para validacdo de métodos bioanattpegados
em estudos com fins de registro e pés-registro de medicamentdaBA (Ministério da
agricultura pecuéria e abastecimento) que em 2011 publicou o Guiddabg&ale Controle
de Qualidade Analitica — Farmacos em Produtos para Alimentacé@alkenMedicamentos

Veterinarios sendo direcionado para validacado de procedimentos anaé@stogdos ao
1



controle de qualidade de medicamentos veterinarios, controle de dealeléarmacos em
produtos para alimentacdo animal e para a determinacdo de facoasmsontaminantes
em racoes. Neste trabalho a escolha do guia para ser utilizado na validacémldogia

foi baseada na diretriz de cada guia, sendo a resolucao da ANMdBAespecifica para o
objetivo proposto, sendo direcionada para a validacdo de métodos biazmalitic
diferentemente do guia do MAPA onde ha uma abrangéncia maior, tdifidalo uso de

um procedimento Unico para finalidades téo distintas.

O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de uma metodologiganalit
para determinacdo de fluazuron em plasma bovino por cromatografidalidai alta
eficiéncia com deteccdo por ultravioleta. Dentre os objetivos ifispscestdo o estudo
comparativo das seguintes técnicas para extracdo de fluazuramestra biologica
(plasma bovino): dispersdo de matriz em fase solida (DMFSgcéxt liquido-liquido
(ELL) e extracdo em fase solida (EFS) e microextracgaidd-liquido dispersiva
(MELLD); a validagdo do melhor método de extracdo e a aplicdgdnétodo escolhido,

elaborando uma curva de concentracao plasmatica de fluazuron aplicada por via topica



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Técnicas Analiticas

As areas que tem interesse em analise de compostos encoainealngstras bioldgica,
sdo muitas: ambientanalises clinicas, farmacéutica, medicina legal (QUEIRQAIINS;
JARDIM, 2001). A area farmacéutica, em especial a biofarmatog&aue apresenta como
objetivo estudar a influéncia dos fatores fisicos e fisico-quimicasgdggao farmaco e a forma
farmacéutica sobre os efeitos do medicamento no organismo, ubhza ferramenta as
analises farmacocinéticas, onde o farmaco presente nas anhisliigicas € quantificado,
possibilitando a constru¢do das curvas de concentracdo do farmacdrimabiokbgica em
funcdo do tempo. A partir dessas curvas, sdo determinados ostpasdarenacocinéticos que
apos andlise estatistica definirdo a biodisponibilidade relativbi@equivaléncia entre
medicamentos avaliados (STORPIRTIS et al., 2009). Os resultaddeg @@ essas analises

devem ser inequivocos e confiaveis.

Os estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia sdo preferenciaimalitados
por meio da quantificacdo do farmaco e/ou metabdlito ativo na ciécu(gangue, plasma ou
soro) ou urina. As amostras de plasma ou soro, pela facilidanl#ete;édo e armazenamento
sdo as mais comuns. Amostras de sangue podem ser empregadaesde farmacos que se
distribuem no interior das células sanguineas. Amostras de uoimaassi raras, ja que esses
estudos, sdo em geral, menos precisos e exatos que os estudos ciicagéardo farmaco
na circulacao (STORPIRTIS et al., 2009).

Os avancos na area de preparo de amostras, e as téa@ifésaa modernas foram
cruciais para o desenvolvimento de estudos de farmacocinéticos, lfgasdivia deteccdo do
farmaco e seus metabolitos em baixas concentracfes e enamosira extremamente

complexa, como o plasma.

As técnicas mais utilizadas para quantificacdo de compostosiangd&m amostras
bioldgicas sado a cromatografia em fase gasosa acopladack@spéria de massas (CG-MS)
e a cromatografia em fase liquida acoplada a espectromeimassas (CL-MS) ou massas
sequencial (CL-MS/MS), detector de ultravioleta (CL-UV) otedwr de fluorescéncia (CL-
FL).



Dentre as técnicas modernas de analise, a CL-MS tem sida@@us a técnica de
referéncia, tanto na area clinica (farmacos/metabdlitos/bianhaes), como na ambiental
(PRETO, 2015). As técnicas acopladas a espectrometria de smagsssentam maior
sensibilidade e compatibilidade com as concentra¢cdes dos compostbsrelese. Contudo,
toda técnica analitica, por mais seletiva e sensivel quamejsenta limitacdes, principalmente
quando se trata de matrizes complexas, o processo prévio de preparacao das aevesser

bem elaborado, pelos seguintes motivos:

* Eliminacdo prévia de partes dos componentes (interferentes) devido a
complexidade das matrizes bioldgicas;

» [Existéncia de proteinas que podem adsorver nas colunas cromategréficas
capilares;

* Propicia a concentracdo das substancias a serem analisadimseiger presente
em nivel de tracos (DE OLIVEIRA et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2015).

2.2Métodos de Extracao

Ao longo das ultimas décadas, um tempo consideravel tem se dedicattmeam
a velocidade, resolucdo e automacao de analise. Detectores rapeksodéa sensivel e linear,
conversores digitais com ampla faixa, melhoraram a resolucasenaibilidade, e
principalmente, a velocidade da técnica analitica utilizada. Booapazes de reproduzir em
modo isocratico e gradiente de forma rapida, injetores sem vazayeaiiko volume de fluxo
e injecdo e colunas de microparticulas (CLAE — Cromatografiadi de alta eficiéncia)
(LCGC, 2015).

Embora certos laboratorios de alta produtividade, em particular ostatos da
industria farmacéutica, usem o mais recente equipamento de géatoenanalisem centenas ou
até milhares de amostras por dia, muitos laboratorios ainda eat@tn uscnicas baseadas em
metodologias antigas com algum grau de miniaturizacdo ou baixo déve@utomacao
(MAJORS, 1996). Considerando que um processo analitico pode exigir alguniesnas
vezes segundos, o tempo de preparo de amostra pode ser infinitanaghtemgo. Os
resultados de uma pesquisa (Figura 1) indicam que 61% do tempo de aoahsimente é
gasto com a preparacdo da amostra, necessitando de mais teouy® @aoleta, analise e
gerenciamento de dados. Claramente, acelerar ou automatapa @e preparacdo da amostra
reduz o tempo de analise e melhora a produtividade (LCGC, 2015).



®Amostragem ®Preparo da amostra LiAndlise uTratamento de dados

Figura 1 - Representacdo do tempo de an@ASAPTADO GUIDELINES
2016)

Idealmente, o méetodo de preparo de amostra deve ser tdossipjgleto possivel,
apresentando um menor tempo de analise; um menor nimero de etapadimpauir a
possibilidade de introducédo de erros; seletivo, ou seja, conter o menoioruwssivel de
interferentes, proporcionando maior detectabilidade; utilizacdo dernrettacdo de baixo
custo; permitir a automacéao; e quando necessario a inclusdo de uma etapagao do
analito a fim de obter uma concentracdo adequada para atingirebde deteccdo do
instrumento utilizado e consumir quantidades minimas de reagerib®®rtes, atendendo a

Quimica Verde.

As técnicas mais comumente utilizadas para extracdo de compeastestes em fluidos
biolégicos sdo a extracdo liquido-liquido (ELL), precipitacdo de imaseale fluidos bioldgicos
(PP) e extracao em fase sélida (EFS) (PRETO, 2015). Contudodésdeas atuais apontam
no sentido da utilizacdo de menores quantidades de amostras, autdmiangdodo, utilizacao
de método®n-ling desenvolvimento de métodos menos agressivos ao meio ambiente com o

uso de quantidade minima ou nenhuma de solventes organicos (DE OLIVEIRA et al., 2008).

Atualmente, uma ampla variedade de métodos de preparo de amostiispesi&el e
muitos desses métodos tém sido empregados em analises de fafmacoetabodlitos em

amostras biologicas, como o plasma (Tabela 1).



Tabela 1 -Aplicacbes de algumas técnicas recentes de extracdo decédm plasma utilizando a
cromatografia liquida.

Técnica
Analitos Método de extracdo LIQ de Referéncia
analise
Morfma, codeina, _ MELLD 0.5-5.0 UV (AHMADI-JOUIBARI et al.,
papaverina e noscapina ug/L* 2013)
. - 40-14.8 "
Benzodiazepinicos MELLD ng/mL uv (FERNANDEZ et al., 2013)
Odanacatib ELL 50.9 mg/mL uv (KUMAR et al., 2013)
Astemizol ELL 25ng/mL  MS/MS (BACK et al., 2015)
Ziprasidona MESE 1 ng/mL. uv (MERCOLINI et al., 2014)
Remifentanil MESE 0.05ng/mL. MS/MS (SAID et al., 2011)
Amiodarona e MESE 0.1ug/mL uv (RODRIGUES et al., 2013)
desetilamiodarona
Paracetamol m-PMI 0&;/8 4 uv (AZODI-DEILAMI et al., 2014)
Lamotrigina PP 0.6 mg/L uv (BALDELLI et al., 2015)
Fosfomicina PP 5 mg/L MS/MS (PARKER et al., 2015)
Quercetina e PP 2.87-3.75 UV (KUMAR; LATHER;
Resveratrol ng/mL PANDITA, 2016)
: - 0.125 ~
Rifampicina ESBA uv (BALBAO et al., 2010)
pg/mL
Fluoxetina, Venlafaxin,
Citalopram e ESBA 0.2-2ug/L FL (CHAVES et al., 2015)
metabolitos
Propanolol ESBA 100 pg/mL FL (FARHADI; FIRUZI HATAMI,
2015)
Midazolam ELS 0.2nmol/L  MS/MS (SVANSTROM et al., 2012)
Docgta.xel EFS 0.14-0.76
Tensirolimo . MS/MS (NAVARRETE et al., 2013)
o On-line pa/L
Sirolimus
Fipronil EFS 5.0 ng/mL uv (CID et al., 2012)

*O limite inferior de quantificagdo (LIQ) néo faiformado, o resultado apresentado corresponde gérhlie de detecgao).

2.3Principios Fundamentais do Preparo de Amostras

Antes de iniciar qualquer metodologia analitica, € fundamental cecioménto das

propriedades quimicas do (s) analito (s) de interesse, alémogae@gades da matriz na qual

0 analito esteja presente e da técnica que sera empregada para deéterminac



Considerando a matriz, devem ser analisados o seu estado fisido, (§gliido ou
gasoso), o tamanho da amostra, os conteudos de matéria organicaa, gpigiunentos,
proteinas e o pH. Quanto ao analito, deve-se analisar as suasdao@si fisicas, quimicas
(massa molar, carga, polaridade, volatilidade, pKa), propriedades quitapea sua deteccao

(absorcdo UV-Vis, fluorescéncia, eletroatividade) e sua concentracaDIJIAR)10).

Entre inUmeras propriedades do analito, algumas sédo fundamentai€panareensao
e elaboracéao de um protocolo de extracdo: a pressao de vapor, @&d&gtd solubilidade e a
hidrofobicidade. Essas propriedades fundamentais determinam, por exertrglisporte de
substancias quimicas no corpo humano, no meio ambiente por ar, sgjoa & entre fases

imisciveis durante uma extragdo analitica (MITRA, 2003).

Todos os procedimentos de extracdo sdo baseados na lei de diiridbeiifNernst
(BUSZEWSKI; SZULTKA, 2012).

KD:% Equacéo 1
[Al,

Onde o analito de interesse (A) , esta em contato com duasafasatjz na qual ele
esta dissolvido (L), que pode ser hipoteticamente uma matriz aqgacssganda fase (H) que
pode ser um solido, liquido, gas ou fluido supercritico. Com as fasesdnecontato,ocorre
entdo a distribuicdo do analito entre as duas fases. A otimizacée@tddo de extracdo €
baseada no iK(coeficiente de distribuicdo ou particdo), umgkande,indica um elevado grau
de extracdo do analito da fase L para a fase H. O analitidaxpode ser entéo recuperado a
partir da fase H para posterior procedimento de extracdo ou ¢eeansirumental (MARTINS

etal., 2012).

Através da expressao € possivel obter a concentracéo ou at{gdades nao ideais)

do analito em cada uma das fases Le H, a temperatura constante (MARaIN3G2).

A otimizacdo do método de extracdo, deve ser avaliada a partiraiaeado, quanto
maior for o valor da constante, maior é o grau de extracdo dtoateliase L para a fase H
(BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

A pressédo de vapor de um liquido ou solido € a pressdo do composto na fase gasosa em
equilibrio com a fase sélida ou liquida condensada do composto na forma jpuna
determinada temperatura, sendo efetivamente dependente da temp&rptassao de vapor

de substancias quimicas varia amplamente de acordo com o grau de attagdeseiculares.



Quanto mais forte a atracao intermolecular, menor a manigtudeskfiprde vapor (MITRA,
2003).

A volatilizacdo de uma espécie quimica da superficie de um liquidospodeefinida
como o processo de particdo pelo qual uma espécie se disttiteudeas fases, a fase liquida
e a fase gasosa. Algumas moléculas organicas sdo ditas yodégemssuem uma grande
capacidade de atravessar essa interface liquido-gas. Consequentguerde a espécie se
volatiliza, a concentracdo da mesma na solucdo é reduzida (BORGGSEIREDO;
QUEIROZ, 2015; MITRA, 2003).

Quando falamos de um processo de extracdo, se uma técnicaieolgpadplicada a
uma solucédo, depende da volatilidade do soluto entre as fases gépaisia.eé necessério um
parametro para prever este comportamento. Nesse caso, a vdiatlidugacidade (tendéncia
de escape) de um soluto A qualquer pode ser estimado por meioaldaakidtribuicdo K,do
soluto na fase gasosa G, e na fase liquida L, também chamadastinte da lei de Henry
adimensional, H' (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; MITRA, 2003).

H':KD:E Equacgéo 2

Para compostos neutros diluidos, a constante de Lei de Henry poaledada a partir
da razéo entre a pressao de vappr,@a solubilidade S.
_Pw

S
Onde:Rp -atm ; S= mol/m ; H=atm.n¥mol.

H Equacas

Alguns fatores podem afetar a constante da lei de Henry, conper&tura, natureza
do analito e da amostra, pH, presenca de sais e particulas. Qa#orta rolatilidade, menor
a afinidade do analito pela matriz, portanto maior a quantidadeesmonque pode ser
transferido para a fase gasosa. A temperatura deve ser dandzeada situacdo, pois sua
variacao pode causar imprecisdo nas medidas. A adicdo ddtekefaites a amostras aquosas
aumentam de forma significativa a eficiéncia dos analitosgfase gasosa, principalmente se

os analitos forem pouco polares (MITRA, 2003).

Através da constante da lei de Henry, pode se determinar quéihi@sas de extracao
sao mais apropriadas para extrair um soluto de uma solugéo. Se H de um saletwiogue
H de um solvente, o soluto é considerado néo volatil naquele determinadotesat a

concentracdo do soluto ird aumentar a medida que o solvente evapéido Seluto for maior
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gue o H do solvente , o0 soluto é considerado como semivolatil. (BORBGBEIREDO;
QUEIROZ, 2015) .

A solubilidade pode ser definida, como a quantidade maxima de uma sigbgtéc
pode ser dissolvida em outra a determinada temperatura. Essagadpnpode ser determinada
de forma experimental ou estimada a partir da estrutura ntaeé solubilidade pode ser
utilizada para estimar a constante de Henry (MITRA, 2003).

A constante da lei de Henry dimensional (H) calculada pela &aquagpode ser
convertida na constante da lei de Henry adimensional (H’) (eqagéar meio da seguinte
expressao:

_Pyp(MM) «
D= 0.062ST Equagact

Onde: Rp =mmHg ;MM= g/mol;S = mg/L;T=K;constante universal de gases=0,062.

De acordo com a lei de Henry, para estimacao da volatilizég@on soluto organico,
€ necessario conhecer a pressao de vapor e a solublidade do meRGEBEGIGUEIREDO,;
QUEIROZ, 2015).

A hidrofobicidade influencia a distribuicdo de um soluto entre fasissiveis, durante
0 processo de extracdo analitica. Para isso, existe um par@uetmede a hidrofobiciidade,
que descreve o transporte entre as fases aquosa e organic6EBORIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015).

Através equacdo geral da constante de equilibrio (equacédo 1) podesesidar a
distribuicdo de um soluto A, qualquer, entre as fases aquosa (Warmcargn-octanol (O)

como.

Kow=P=—— Equacéao 5
ow [A]w quacg

O coeficiente de particdo n-octanol/aguaw que também pode ser definido como o
logaritmo do coeficiente de particdo € um pardmetro adimengsioealdefinicdo de
hidrofobicidade baseada no sistema de referéncia n-octanol. eoiefi@ diretamente
proporcional a particio de um soluto entre a fase aquosa e divargas fases
hidrofobicas(MITRA, 2003).



2.4Extracao Liquido-Liquido

A extracéo liquido-liquido (ELL) € um método classico de extracdé-eqncentracao
de analitos, ainda muito utilizado em analises de alimentosgcidasti produtos naturais,
drogas de abuso, biomoléculas e numerosas aplicacfes para andlisdsis farmacéuticos
e seus metabolitos (BYLDA et al., 2014).

A técnica € baseada na distribuicdo ou particdo de um composto entre dois liquidos ou
fases imisciveis, nos quais este composto apresenta difer@ntabdades. Geralmente uma

das fases é aquosa e a outra um solvente organico (BYLDA et al., 2014).

A proporc¢éao de distribuicdo de um composto entre duas fases imigcteistante e €

explicada pela lei de distribuicdo de Nernst (Equacao 1)

Em geral, sdo necessarias duas ou trés extracbes com novas gergdlesnte para a
obtencdo de altas recuperacdes e ao final é feita a mistuextiatos, com a presenca do
composto de interesse, de cada uma das repeticoes (MARTINS et al., 2012).

Na ELL a mistura do solvente orgénico com a amostra aquosa € promovatatacao
mecanica ou instrumental, e a formacéo de bolhas ou gotas de sokgériEo garante o
aumento da superficie de troca para favorecer a particdo divgszaeiaire as fases (MARTINS
et al., 2012).

Ha inumeros fatores que devem ser avaliados com o proposito de aumentar a eficiéncia
na extracao, tais como: escolha do método, do solvente extrator, adefiogaolumes de
amostra e solvente, tempo de extracéo, necessidade e procedimento de evaporagiuealo sol
extrator. O uso de padrao interno, € uma alternativa para miniosizaros operacionais. A
adicao de um sal neutro e inerte a fase aquosa, promove 0 aumemng@a dadnica galting ouj
podendo diminuir a concentragcdo do composto na fase aquosa. A supressao cioicleiza
compostos ibnicos ou ionizaveis, torna o0 composto mais soluvel na fase organica. E uma outra
estratégia para melhorar a recuperacao na ELL com analitos ionizaddg&made um ion de
carga oposta (contra ion) que mantera a neutralidade de cargdBERNKIRKLAND;

DOLAN, 2009).

O solvente extrator na ELL, deve apresentar as seguintesecestazas: ser pouco
soluvel em agua (<10%); volatil (facilitando a remocgéo apos éxdyager compativel a técnica
analitica apresentada e altamente pura. A seguranca, inflatadbile toxicidade também
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devem ser consideradas no momento da sele¢éo do solvente extraRESNYRKLAND,;
DOLAN, 2009).

A ELL convencional esta entre as técnicas mais empregadgasxieacao de matrizes
bioldgicas. Os avancgos recentes da técnica consistem na nmaai¢@ari utilizando pequenas
quantidades de amostras e solventes orgéanicos e possibilitandcgadiliie métodam-line
(BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

A ELL possui a vantagem de combinar varias etapas que envolvem aopdepa
amostras em uma Unica etapa, além de apresentar simplicidad®,irbaastimento e a
possibilidade de utilizar grandes variedades de solventes pure$agecem uma ampla faixa
de solubilidade e seletividade (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Embora a ELL seja um método de preparo de amostras muito efeapresenta
limitacbes. Como a formacdo de emulsdes que podem ocorrer rfacetentre as fases
liguidas, requer grande quantidade de solventes organicos, muito®xieles, ta dificuldade
de tornar o processo automatizado, analitos podem se ligar a compostoslto peso
molecular (ex: interacdo farmaco-proteina) ou adsorver em iaigtparticulado, além da
solubilidade entre as duas fases (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009).

2.5Extracao em Fase Solida

A extracdo em fase solida (EFS) surgiu em 1976 para suprdesvantagens
apresentadas pela extracao liquido-liquido, tais como a separacapleteaodas fases; as
baixas porcentagens de recuperacao; dificuldade de automacéo e o uso de grandeteguantida
de solventes organicos e, hoje consiste no método mais popular de plepanostra, sendo
utilizada pela maioria das andlises cromatograficas em tabosade rotina (JARDIM, 2010).

A EFS, na sua forma classica, utiliza fases solidas tambéomileada sorventes,

recheadas em cartuchos, nas formas de barril ou seringa (JARDIM, 2010).

As fases soélidas utilizadas em EFS séo similares &s déatacionarias empregadas em
cromatografia liquida em coluna, logo os mecanismos de sep#aagdem séo similares. Os
principais mecanismos sao: adsorcao e particao (fase norevalrea), troca ibnica e exclusao.
Estes mecanismos estdo associados aos processos quimicoss fisem@sicos que ocorrem
durante a separacao. As principais forgas quimicas e fisicastes entre as moléculas do
analito e do sorvente, séo as de ligacdes de hidrogénio, intergudlesdipolo, dipolo-dipolo
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induzido, dipolo induzido-dipolo e interagdes idnicas (JARDIM, 2010).

Na EFS os analitos a serem extraidos séo particionados frsteesalida e a fase liquida
(amostra), os analitos devem ter uma maior afinidade peladbde do que pela matriz. A
EFS consiste de quatro etapas: condicionamento do cartucho, carregdanamiostra, etapa
de lavagem (opcional) para remocao de interferentes e eluicial@ssorcdo dos analitos
(LANCAS, 2004).

A etapa de condicionamento tem como objetivo ativar o materiabdémictartucho, o
solvente a ser empregado depende do sorvente a ser ativado e daarsatrjzrocessada.
Sempre que possivel opta-se por solventes com caracteristidasesi ao solvente na qual a
amostra esta solubilizada. Nessa etapa é importante que doarficcseque, evitando assim
caminhos preferenciais que conduzem o insucesso da extracadahas#eecondicionamento
€ essencial em fases de silicas organofuncionalizada, onddeias organicas podem estar
entrelacadas. Essa etapa ordena as cadeias hidocarbonadas aumentandoeadigperfice!
para interacdo com o analito. Em fases poliméricas a maier gerrdrea superficial esta na
superficie interna dos poros, sendo imprescindivel que a fase liquidee pere poros. A
permeacao completa da agua nos poros so é garantida pela molhabilidakiie e, primeiro
com um solvente organico miscivel com agua. Portanto, € impodaetea fase sélida

permaneca Umida. A adicdo da agua em maior quantidade, desloca oesofgénico da

Condicionamenio  Percolagao Lavagem Eluigao
da amastra

‘F.J.

oy "
i
: L} !‘
Eluicdo de interferentes Analitos
Siobwmntin Amcistra HO A& W Inteferentes @ Analdos

Figura 2 - Etapas da extracdo em fase solida (CALDAS et@ll1p

ativacado e vai ocupando o espaco entre as moléculas organicas ddlifdga solvatada, o que
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permite o contato dos analitos com a fase sélida na percolacamsimearBem essa etapa ou
guando ocorre a secagem da fase antes que a amostra seja adjcbmoadao colapso das
moléculas organicas e a agua passa por caminhos preferenaiass hidrofilicos, néo
acontecendo o contato dos analitos com a fase solida, portanto ndenigaaetos mesmos
(PEDROSO, 2007).

Na etapa de carregamento de amostra, os fatores que influénciaoiume da amostra
e a velocidade de carregamento da mesma. Para se obterriafimiéxima de extracdo é
necessario determinar o volume maximo de amostra que pode ser plogeEssamaximizar
a recuperacgdo do analito. A velocidade de carregamento da ardeatré a lenta, com vazéo
menor que 2 mL/min (JARDIM, 2010).

A etapa de limpezalean-up é importante para eliminar os interferentes da matriz. O
solvente ideal é o proprio solvente da amostra ou misturado com savgduéco desde que
ele ndo remova os analitos de interesse (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIRXD5).

Para a eluicdo do analito é ideal que se use um volume pequeno deesplentue
nao seja necessaria a incluséo de uma etapa de concentrag@eggoracao do solvente. Caso
contrario o solvente utilizado, deve ser facilmente evaporado, parsdraioepoder ser

ressuspendido em um pequeno volume de fase moével (TANKIEWICZKEBMIUK, 2011)

A EFS como um método seletivo oferece diversas op¢des de adsonyeated) desde
0s adsorventes tradicionais de fase reversa Qg), fase normal (silica, alumina), troca idnica,
modo misto (troca iGnica + fase reversa) e resinas funciadakza base de polimeros de
estireno-divinilbenzeno (EDVB). Entre eles os grupos mais utilizados silica e silica
funcionalizadas , adsorventes poliméricos, carbono poroso ou grafitado edseogentes de
extracao incluindo polimeros molecularmente impressos e imunosoryBu8ZEWSKI;
SZULTKA, 2012).

As vantagens apresentadas pela EFS sé&o: menor consumo de soh&mit®,0ngo
formacgao de emulsdes, facilidade de automacéao, altas porcentagens de @culoeaaglito,
volumes reduzidos de residuos toxicos, capacidade de aumentarrseletéra concentragdo
do analito e a disponibilidade comercial de muitos equipamentos e sstventre as
desvantagens estdo o tempo elevado de analise, altos custos dos cartlahdsspositivos
comerciais multiviasnianifoldg e entupimento de cartuchos dependendo da amostra utilizada
(JARDIM, 2010).
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2.5.1 Disperséo de matriz em fase solida

A dispersao de matriz em fase sélida (DMFS) foi introduzidd @8® por Barker para
extracdo de residuos de medicamentos em tecido animal, a témmxeacomo novidade obter
o isolamento de analitos por dispersdo de tecidos num suporte solidmaetio as
dificuldades encontradas na EFS, como a necessidade de homogen@i@aigdda amostra

de tecido e remocéao dos detritos antes da aplicacao na coluna (CAPRIOTTI et al., 2010)

A técnica surgiu inicialmente para extracdo de amostras soirtes também tem sido
aplicada para amostras semissélidas e amostras biologiaa®emrtie viscosas (BARKER,
2007), como o plasma.

Vi
o +

/ AMOSTRA

DISPERSA PEL(Q
SUPORTE SUPORTE
DISPERSANTE

z FILTRO E
SOLVENTE

»

AMOSTRA &S
TRANSFERENCI/

COMPRESSAO
DO EXTRATO

ELUATO —_—>

ELUICAO

Figura 3 - Etapas do processo de dispersao de matriz emdbde BARKER, 2007)

O processo pode ser dividido em duas etapas, sendo que a primeira consiste no preparo
do cartucho contendo a amostra e a segunda na eluicdo dos analitesedeanLANCAS,
2004).

A figura 3 ilustra as etapas envolvidas no processo de dispenstirdeem fase solida.
e A fase sélida é pesada e transferida para um recipiente adg@lradfariz de

vidro ou porcelana) para posterior trituracao;

14



* A amostra é adicionada a fase solida e ambas sao trituadéladtencdo de uma
pasta homogénea. A amostra € distribuida uniformemente sobrefecgidarfase
solida;

* A amostra € entédo colocada no cartucho, que contém um filtro irdesteois da

adicdo da amostra é colocado um segundo filtro;

» A seguir adiciona-se o solvente e procede-se a eluicdo comlio dexim sistema
a vacuo, para diminuir o tempo de extragdo (LANCAS, 2004).

Depois da extracdo, a amostra pode ser submetida a etaplaadeup ou néao,
geralmente, € utilizado um material co-sorvente na parte infdiaoluna a ser empacotada
com a mistura. A escolha do co-sorvente, geralmente florisil, méyrsilica C18 ou C8 ,
depende da fase sélida dispersante utilizada e das caraeeffisiimo-quimicas do analito de
interesse (CAPRIOTTI et al., 2010).

Os materiais utilizados como fase sélida variam desde a fase revesadi@sitla a C8
e C18) a fase normal (alumina ou florisil e fases polares qaingnte ligadas a silica).
(CAPRIOTTI et al., 2013).

Os solventes selecionados para eluicdo estéao diretamente ligetoseza do material
sélido. Como na EFS classica uma estratégia pode ser segradabpsr um extrato limpo,
uma etapa de lavagem com um solvente adequado antes da eluigatitdpcaso contrério
interferentes da matriz retidos no sorvente podem ser eluidos juntoamatito (CAPRIOTTI
et al., 2010).

Os fatores envolvidos no funcionamento do sistema de extracdo da DMFS sao:

* Os tamanhos dos poros da silica ndo sao criticos nessa tédidascddi poros de
60 A, usualmente empregada em EFS, é adequada (LANCAS, 2004) ;

* O tamanho das particulas da fase solida também né&o é critiioulBarmaiores,
usualmente empregadas em EFS (40 um), déo resultados sinslaresaes<{ 10
um) (LANCAS, 2004), além disso particulas menores levam um templuigéo
excessivo, necessitando de pressdes altissimas para se didgowadequado e sao
mais caras (BARKER, 2007);

* A natureza quimica da fase soélida € importante no processo. Assisaplha do

suporte-adsorvente recai na polaridade do analito e na naturezaridadeanodo
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gue o isolamento de analitos mais polares é realizado com supodes polares e

0 de analitos menos polares com suportes menos polares (MAFFEI, 2009).

» A melhor relagédo entre a quantidade de amostra/suporte sélido en4résa). Esta
razdo depende da aplicacdo e deve ser analisada como uma \argorshnte
durante o desenvolvimento do método (BARKER, 2007);

» O pré-condicionamento da fase solida aumenta a recuperacéo dos aretidtera
0 processo de mistura da amostra e a fase, devido a quebra dadifdreensao

superficial que pode existir entre a amostra e a fase sélida (BARKER, 2007);

» O tempo de trituracdo é importante e deve ser investigado dudaggero/olvimento
do método (LANCAS, 2004);

* O volume de eluicdo deve ser também avaliado (BARKER, 2007).

Comparando a DMFS com a EFS classica, existe um maior numeterdgdes fisicas
e quimicas no sistema. Na DMFS as intera¢des entre os componentes irgldadaraostra e
o analito de interesse envolvem o analito com o suporte soélido, o aoafita fase organica
ligada, o analito com a matriz dispersa, a matriz com o supolitlo, a matriz com fase
organica ligada e todos estes componentes interagindo com o solvehtiedte ateracoes
estas que ocorrem simultaneamente (CAPRIOTTI et al., 2013). Além disso todamesss@r
de interacBes ocorrem ao longo de toda a coluna de DMFS, formadaiptira da matriz
como dispersante, enquanto em EFS as interagcdes ocorrem nos primigimesos da coluna
de EFS (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

A DMFS tem diversas aplicacdes, especialmente na industria de alimaistosno a
determinacdo de pesticidas em frutas, alimentos de bebé, sucagade determinacédo de
medicamentos veterinarios em tecidos, residuos antibacteriandisnem@s, antibioticos em
leite (MAJORS, 2014) e em andlises de amostras bioldgicas (LANCAS, 2004).

Varias aplicagbes com DMFS tém usado combinacdes de técnicasaceriracao
liquido pressurizada (ELP) associada a DMFS, associacdo do arfirassn a técnica,
utiizacdo de um sistema minituarizado (BORGES; FIGUEIREDQUEIROZ,
2015),utilizacao de polimeros molecularmente impressos (PMI) e nanadtilsagbono como
materiais de suporte (CAPRIOTTI et al., 2013) e mais recenteniei desenvolvida uma
patente para aplicacdo de um campo elétrico no procedimento déexteaDMFS (E-DMFS)
(CAMPOS et al., 2015).
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A DMFS oferece como vantagens, sua simplicidade e flexibilidhfdgentemente do
métodos classicos onde sdo necessarias etapgdsateup grande quantidade de amostras,

adsorvente e solventes organicos (CAPRIOTTI et al., 2010).

Apesar da simplicidade e da facilidade de execucdo, a téapresenta algumas
limitacdes como necessidade de manipulacdo grande nimero de vargsms otimizados,
dificuldade de automatizacdo do procedimento e baixa recuperacéolites dogemente
sorvidos (CAMPOS et al., 2015). E embora a DMFS apresente inUnagragens, ela néo é
sempre indicada como mais eficaz do que outras técnicas. assigltar que ao lidar com
andlise de matrizes complexas, muitas vezes € necessaricammnacdo de técnicas
diferentes para alcancar o desempenho exigido em termos deaprec sensibilidade
(CAPRIOTTI et al., 2010).

2.5.2 Microextracao liquido-liquido dispersiva

A microextracdo liquido liquido dispersiva (MELLD) foi proposta em 2006. E
baseada em um sistema ternario de solventes. A MELLD é emadé@le extracéo e pré-
concentracdo de amostras que atende aos requisitos de miniaturizagamydia, rapidez
e eficiéncia de extracdo e com alto potencial para aplicagéta @ém campo (BORGES;
FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; MARTINS et al., 2012).

O processo de extracdo ocorre de forma muito parecida com atpuditl
tradicional. Na ELL a mistura do solvente organico com a amogtrasa € obtida por
agitacao garantindo o aumento da superficie de troca promovendig&opdm analito entre
as fases. Na MELLD a mistura é feita pela injecao radpida de uma nustacdventes, um
solvente dispersor miscivel na fase aguosa e um solvente extistorel na fase organica.
O solvente dispersor € responsavel pela dispersdo do solventerertratorma de
microgotas, fazendo com que a particdo ocorra em uma grande area superfR@EBO
FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; MARTINS et al., 2012).Enquanto o tempaxttagio
na ELL é definido pelo tempo de agitacdo da mistura, na MELEDédalefinido pelo

intervalo entre a injecéo da mistura de solventes e a centrifugacao.

A técnica consiste em duas etapas, a primeira etapa comsigtgecdo de uma
mistura de solventes adequados solvente extrator e solvente dispessnosira aquosa
contendo os analitos. O solvente extrator é disperso na fase éocnlparmuito finas,
extraindo os analitos, a dispersdo do solvente extrator € feita @milio do solvente

dispersor, que deve ser soluvel na fase aquosa e na fase orgasécpnda etapa € a
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centrifugacéo da solucéo e a transferéncia da fase sadaaepara o vial onde o analito
sera determinado (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; MARTINS et al., 2012)

" hgua + Sohvente s
‘. Dispersor

| [ Sohente | Anaite |
v\ Extralore i @ y Transferéncia
S data

Figura 4 -Etapas da técnica de MELLD (CALDAS et al., 2011).

A MELLD é baseada no processo de particdo dos analitos entrdageasliquidas
imisciveis, a fase aquosa (amostra), fase orgéanica (solvente cojg@nsolubilizacdo do
analito em qualquer uma das fases depende da polaridade reladigtedw, os analitos sao
geralmente apolares apresentando maior afinidade pela fasécargén comparacdo com a
fase aquosa que é altamente polar (BORGES; FIGUEIREDOJRIME 2015; MARTINS et
al., 2012).

A DLLME pode ser caracterizada como técnica de extracasstxa e de equilibrio.
Pode ser considerada uma técnica exaustiva quando a quantidadditdecantida na fase
organica for proxima a 100%, e a exatiddo do método é expressaners tke recuperacao,
sendo calculada através da seguinte equagéo:
Ci- G,
C

3

R(%) = x 100 Equacéo 6

C1 = concentragao do analito determinada na amostra fortificada
C> = concentragéo do analito na amostra nao fortificada
Cs = concentracdo do analito adicionada na amostra fortificada

Caso a transferéncia do analito entre a fase aquosa e arf@ica for parcial, a
extracao é considerada como uma técnica de equilibrio. A recpdRcpode ser definida
como a quantidade total de analito, em porcentagem , que é transfesidafgse organica ao

final da extracdo (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).
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KDVorg

R(%) = ——r—
( 0) KDVorg+ VD

Equacaw

Kp= Coeficiente de distribuigdo ou particéo
Vorg = Volume da fase orgéanica
Vp= Volume da fase aquosa

A extracdo em duas fases € ideal para extracdo de anaditoBhicos ou seja, com
elevados coeficientes de particdo (entre 500 e 1000 ou maiores) uparagé@o pode ser
favorecida com o0 aumento da razao entre as fases organica e(BRR&ES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015).

Os principais parametros que afetam a eficiéncia da eatpgdMELLD sao: volume

e tipo de solvente extrator e de solvente dispersor, tempo de extracéo, forca ptica

O parametro principal da MELLD é a escolha do solvente extratescélha deve ser
feita com base na densidade do solvente, os que apresentam maidadienue a agua,
capacidade de extracao dos analitos e adequacao a técniieesanabr empregada (CALDAS
et al., 2011).

O volume do solvente extrator deve ser o menor possivel e suficieatexpeair o
analito. A principal caracteristica a ser observada na esdahsolvente dispersor é a
miscibilidade na fase organica (solvente extrator) e nadggesa. O volume do solvente
dispersor influencia diretamente no volume da fase sedimentada, fego a &ficiéncia da
extragdo (CALDAS et al., 2011).

Os solventes extrator e dispersor devem ser adicionados juntoos@iaarpara que
ocorra a formacéo da fase sedimentada. E a agitacao desissapds a mistura dos solventes
e antes da centrifugacdo , promovendo um contato intimo e prolongadasdiras fases
organica e aquosa (CALDAS et al., 2011).

O aumento da forca ibnica também influencia no volume da fase sealifment
provocando a diminui¢cao da solubilidade do solvente extrator na presamade(CALDAS
et al., 2011).

O pH é otimizado de acordo com a acidez ou basicidade dos compostos. Gempost
acidos normalmente requerem gue a amostra seja acidificaal@granranecerem na mesma

forma molecular e facilitar a particdo dos analitos (CALDAS et al., 2011).
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A técnica tem sido muito utilizada para extragcdo e concentdsgé@mpostos organicos
como plastificantes, farmacos, agrotoxicos e compostos inorganicos (CADAS2011)

Do ponto de vista comercial, econbmico e ambiental, as vantagens de&D\éiaLtelacdo
aos métodos convencionais com solvente sdo a simplicidade de operadaa, bapxo custo,
facil manipulacao, alta recuperacéo e alto fator de enriquecneecdmpatibilidade com as
técnica analiticas mais empregadas como cromatografia gasdsguida (BORGES;
FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; CALDAS et al., 2011).

A principal desvantagem da MELLD é que o solvente extrator &alilmi aos solventes de
maior densidade que a 4gua, para que ocorra a sedimentacdo pogegabifiEstes solventes
sao geralmente solventes clorados como clorobenzeno, cloroférmi@eloteto de carbono.
Todos séo potencialmente téxico para a saude humana e para ombeiote (FAEZEH,
KHALILIAN AND MOHAMMAD, 2014).

2.6 Fluazuron

Fluazuron € um regulador de crescimento de insetos pertencente a classe abssdeei
benzoilfeniluréias, uma classe de inibidores da sintese de quitinsac8aaé de forma
sistémica, podendo ser aplicado por meio de inje¢des (via subcutarsz)rewo lombo do
animal pouron), em ambas as formas o principio ativo € absorvido pelo animalibudid

na corrente sanguinea do bovino(EMEA,2005).

Ao sugar 0 sangue o carrapato entra em contato com o fluazuronegfexenta producao
de quitina, a qual é responsavel pelo endurecimento da cuticula dostogtr#ssim 0s
carrapatos ndo podem mudar de fase (larva, ninfa e adultarercém de gerar ma formacao
dos ovos (EMEA,2005). Outro fator é que a permeabilidade dos ductosesalpaate ser
comprometida, causando um desequilibrio de hemolinfa nos carrapatos (DE OLIMERA e
2012).
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Figura 5- Estrutura quimica Fluazuron (Pubchem,2016).

A eficacia do fluazuron é descrita na literatura por diverstuses, sobre larvas e ninfas

de carrapatos, como e/ microplus(BULL et al.

, 1996)R. sanguineu$OLIVEIRA et al.,

2012), além de outros ectoparasitos como 0 acaro causador déasaoypdes scabem suinos
(PASAY et al., 2012) e a pulgatenocephalides felis felesn caes (VIEIRA, 2009). Entretanto
ja existe ao menos um relato de resisténcia a este principio ativo (RECR@14).

Na tabela abaixo (tabela 2) sdo descritas as propriedadesdfisimicas do analito

,essas propriedades devem ser compreendidas para escolha da técnica deéepaepastas.
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Tabela 2 -Propriedades Fisico-Quimicas do fluazuron (NCBI, 2016)

Férmula quimica C20H10Cl2FsN303
1-[4-chloro-3- (3-chloro-5-
trifluoromethyl
-2-pyridyloxy) phenyl]-3-
(2,6 difluorobenzoyl) urea

Nomenclatura IUPAC

Massa molecular (g/mol) 506.21
Solubilidade — dgua 26C 0.02
(mg/L) '
700 n-Octanol
Solubilidade — solventes 900 Isopropanol
organicos 20C (mg/L) 2400 Metanol
30000 Hexano
Ponto de ebuligéo (°C) 219
Log P (Octanol-agua) pH 51
7, 20°C '
Presséo de vapor 25°C 12 % 107
(mPa) '
Constante de Henry's law
25°C 3.04 x 1¢P
(Pa m? mol/L)

Os métodos descritos na literatura para andlise de fluazuron em snadrrizelas (cha,
tecidos, verdura e sementes) utilizam métodos de extracOesiomadi, como a ELL
(ARMISHAW; WARD; MILLAR, 1996; HUI-YING et al., 2009; LUXINLWN, 2011;
YAMADA et al., 2006) e EFS (CHEN et al., 2014; ZHANG et al., 2013)izahdo como
técnica de andlise CLAE-UV e CLAE-MS/MS. No entanto h4 ustassez da aplicacdo de
métodos de extracdo modernos para analise de fluazuron em fluidizgdoi®l Diante deste
contexto, o objetivo deste presente trabalho é comparar métodos @@cextealicionais e
modernos, obtendo um método robusto, preciso e exato para quantificacac u®riluem

plasma bovino.

2.7Biodisponibilidade e Farmacocinética

Durante a década de 1960, o desenvolvimento das técnicas analititatsu per
elaboracdo de métodos sensiveis o0 suficiente para permitir afigagét de drogas ou

metabdlitos, inicialmente na urina, e posteriormente no plasmantiorpossivel a avaliacdo
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e comparacdo da biodisponibilidade de diferentes formulagbes em viosn@@odendo
demonstrar que diferencas significativas entre estas podem ocorrerSANX002).

Esses estudos se iniciaram devido a constatacao de varios casgfgcdeia clinica e
intoxicacdes de pacientes com 0 uso de medicamentos, sendo necesstii@lecimento de
novos critérios para o registro de medicamentos, incluindo- se esteidnsdisponibilidade
(STORPIRTIS et al., 2009)

O conceito de biodisponibilidade ja esta definido no préprio termo, dispondalida
biologica. A definicdo sugerida pela FDA € a mais utilizada mimdrgte e refere-se a
guantidade absorvida de um farmaco, a partir de sua forma farmac@ué velocidade pela
qual esse processo ocorre. De acordo com essa definicao a@ifica-a biodisponibilidade é
uma propriedade que deriva da administracdo do medicamento ao orgawjisenpcgle citar

a forma farmacéutica, deixa claro que a mesma pode influencia-la (BUENO, 2005)

A determinacao da biodisponibilidade € realizada através de estutiesdainéticos
que consiste na administracdo do medicamento ao organismo e aledlgtados biologicos
em tempos predeterminados, com posterior quantificacdo do farmacegando-se meétodo

bioanalitico desenvolvido e validado para esta finalidade (STORPIRTIS et al., 2009)

Os principais parametros farmacocinéticos utilizados para aiagd@l da
biodisponibilidade séo:

* Pico de concentracdo maximani);
» Tempo para ocorrer 0 picofdy);

» Meia vida de eliminacdoa(t)

« Area sob a curva (ASC).

Essas medidas sdo obtidas diretamente das curvas de codcesfiaguinea versus
tempo, construidas no estudo (ANVISA, 2002;SHARGEL et al., 2004).

A area sob a curva de concentracdes plasmaticas versus &&@poorresponde ao
principal parametro relativo a biodisponibilidade, pois representa aidp@mtde farmaco
absorvido. Esta é uma medida da extensdo da absorcdo ou da exposicémidmorgo

farmaco apos a administracdo da dose (STORPIRTIS et al., 2009).

O Gnaxrepresenta 0 maximo da concentracao plasmatica obtida apos adgénisto

farmaco. Para a maioria dos farmacos, existe uma relac@&oceafeito farmacodinamico e
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concentracdo plasmatica. Esse parametro indica se o &eémsuaficientemente absorvido
sistemicamente para prover uma resposta terapéutica ou até® ragsgir possiveis niveis

toxicos. E expresso em unidades de concentra¢éo (mg/mL, ng/mL) (SHARGEL2604).

O tmax corresponde ao tempo requerido para o farmaco alcangcar o maximo de
concentracdo apos administracdo. Ng, tocorre o pico de absorcdo e a taxa de absorcao é
exatamente igual a taxa de eliminacao do farmaco. A abstwdaomaco continua apos atingir
0 tmax POrém com uma taxa menor. E expresso em unidade de tempo (horass)minut
(SHARGEL et al., 2004).

A ty, mede a taxa de remocao do farmaco absorvido na circulacidsistErn tempo
necessario para que as concentracdes plasmaticas sejam redorifi@%. E expressa em
unidades de tempo (minutos, horas) (SHARGEL et al, 2004).

A eficacia de um medicamento ndo pode ser atribuida somente agdqades
farmacoldgicas do farmaco, fatores ligados as suas propriefisidesquimicas, bem como
aqueles relacionados aos excipientes empregados na formulacdaloafgocesso de sao
responsaveis por alteracées no efeito dos medicamentos, ou seja quaidaeca em um
desses parametros pode afetar a biodisponibilidade do farmaco(PANGHAG THOMAS,
2000).

2.7.1 Farmacocinética do fluazuron

A dosagem de administracdo recomendada do fluazuron é de 1,5-2,5 mg/&gpde p
corporal por administracao topica em dose Unica ou repetida. O produlicaél@em duas
bandas de cada lado da coluna do animal, entre ombros e na garupa. |[Eorcgetale é
obtido em uma Unica aplicagdo, quando necessério dependendo da regéicacliom
tratamento adicional € recomendado depois de 3 a 6 meses. A difaatosagem é devido a

diferenca na sensibilidade do controle de pragas em diferentes paises (FAO,1998).

Em estudo realizado, bovinos de corte de raca receberam uma dose gékp,slen
fluazuron por via topica (Acatack, e apos 16 horas do tratamento fluazuron pode ser
observado no plasma, apresentando niveis significativos de 9-35 diastegtéasento com
uma faixa de concentracdo variando de 0.35-0.41 mg/L.A concentracaotjglasiadai para
0.007 mg/L 16 semanas apos o tratamento. As principais vias de elimsg pelas fezes
(WHO,1997).
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Apéds a administracdo, o fluazuron é distribuido a todos os tecidos (@HAAI., 2013)
porém devido a sua lipofilicidade o fluazuron e seus metabdlitos possuanelawada
afinidade pela gordura, sendo acumulado preferencialmente no tecido adiposoopsete
transferido e acumulado em bezerros que estdo sendo amamentadaape@nvératamento
(FAO,1998).

De acordo com Food Safety Comission do Japéo (FSCJ),0 fluazuron n&ntgpres

efeito carcinogénico e genotoxico (FSCJ,2010).

A dose diaria aceitavel de fluazuron é de 0,40 pg/Kg de peso corPo@mité
FAO/WHO estabeleceu um limite maximo de residuo de 0,2 mg/Kgésculo,0,5 mg/Kg
em figado e rim e 7 mg/Kg em gordura (WHO,1997).

Luxinlun et al., 2011, realizou um estudo de farmacocinética com uma &gdoulle
fluazuron subcutanea com aplicacdo em bovinos. Os animais foram diwdiddais grupos,
um grupo recebeu a dose de 1,5 mg/Kg e outro a dose de 3 mg/Kg deoqpesal.cOs
resultados mostraram uma absorc¢é&o lenta do fluazuron, com pouco mretada do tempo
de eliminacdo. A curva de concentracdo plasmatica foi deswitdo um modelo de
compartimento Unico, com absorcéao de primeira ordem. N&o foi obserVadmda entre os
parametros farmacocinéticos entre o grupo que recebeu a dose dgKgbeno grupo que
recebeu a dose de 3,0 mg/Kg. Através do estudo foi possivel detesmseguintes parametros
farmacocinéticosi1bk Ka (15.800 + 0.230) hytKe (55.423 £1.620) h, nfax (46.168 £3.979) h,
ASC (8.212+0.178) mg/L.h enzx (0.066+0.005) mg/L.

Apesar desses relatos, existem poucos estudos formais deseritibsratura para

avaliagdo dos niveis de fluazuron ou dos seus metabdlitos no plasma ou amostras de tecido.

O desenvolvimento e validagdo de um método para determinacdo de fluazuron e
plasma bovino, possibilita a elaboracdo de um estudo de curva de conoepitiag@tica a
partir da administracdo de uma formulacao de fluazuron, permitinddiac@o de parametros
farmacocinéticos, fornecendo informacdes importantes que podem datesppoa O

desenvolvimento de novas formulagdes para o controle do carrapato bovino.

2.8Validacao

O método bioanalitico para quantificacdo de farmacos em matbipd&gicas,
geralmente é definido a partir de adaptacbes de métodos publicadesahara cientifica, ja

gue nao existem métodos disponiveis em compéndios oficiais. Apds o deseantlyivarias
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etapas que constituem o processo de validacdo sdo executadésnpamatrar que o método
pode ser utilizado para sua aplicacao pretendida. A validacdo deve demonsiegueaasjue
0 meétodo atenda aos critérios estabelecidos por meio de ensaitidielage, efeito matriz,

efeito residual, linearidade da curva de calibracéo, precisao e exatidao.
2.8.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade de um meétodo quantificar com exatidaalito na
presenca de interferentes existentes na amostra. Essesrémted podem ser substancias
quimicamente relacionadas com o analito, entre elas isémeroabdiitels, substancias
enddgenas, produtos de degradacao, impurezas e outros (CASSIANO et al., 2009).

As recomendacdes da ANVISA, quando a matriz biolégica a seadslifor o plasma,

a seletividade deve ser avaliada pela andlise de no minimansassras: quatro normais, uma
lipémica e uma hemolisada. As respostas dos picos interferentempo de retengcdao dos
farmacos e do padrao interno devem ser inferiores, respectivaraellt e 5% da resposta na
concentracao utilizada (CASSIANO et al., 2009).

2.8.2 Efeito residual

O efeito residual também conhecido comarryover € o efeito gerado pelo
aparecimento ou aumento do sinal do analito ou Pl (Padréo internoj@@asaontaminacao
proveniente de amostras analisadas anteriormente. De acorddrEatNe 27, de 17 de maio
de 2012, devem ser realizadas, no minimo, 3 (trés) injecdes da nressteaaconsiderada
branco, sendo uma antes e duas logo apdés a injecdo de uma ou mais grursEssadas do
LSQ (Limite superior de quantificagdo). Para a comprovacao da ausénciaalcesidiial, as
respostas de picos interferentes no tempo de retencédo do analitosgewvef@riores a 20% da
resposta do analito nas amostras processadas do LIQ (Limiterinder quantificacéo).
Enquanto as respostas de picos interferentes no tempo de retencéedniPser inferiores a

5% (cinco por cento) da resposta do Pl (ANVISA, 2012).

Caso o efeito residual seja inevitavel, procedimentos especifices der adotados na
execucao do método com o objetivo de controlar seu efeito, evitando qusageesa exatidao
do método sejam afetadas (ANVISA, 2012).

2.8.3 Efeito matriz

Este efeito ocorre quando interferentes presentes na ammsiieama com os analitos

de interesse, sendo alvo de especulacdo em métodos bioanaliticos conigenoiona:
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CLAE/FL, CLAE/UV, CLAE/EC (detector eletroquimico) e CLARS/MS (CASSIANO et
al., 2009).0 objetivo principal ndo esta apenas em ter a melhoneifécte extracdo do analito
e sim extrair a menor quantidade de interferentes da matriz. Muitas veze® apyasentado

como um excelente sinal analitico esta mascarado por componentes da matriz.

Através deste ensaio garante-se que, mesmo ndo obtendo a melhor recuperaédo, ndo
nenhum componente da matriz influenciando a andlise. Devem ser daml&gaostras de
matrizes biologicas processadas (brancos), posteriormente adiasodadconcentracfes
definidas de analitos e PI, e analitos em solucdes, nas mesmazentracdes. Deverdo ser
avaliados 8 (oito) CQB (Controle de qualidade de baixa concentrag&oit@) CQA (Controle
de qualidade de alta concentracdo), sendo: 4 (quatro) plasmas n@ni@ess) plasmas
lipémicos e 2 (dois) plasmas hemolisados para cada concentragas. dsostras seréo
comparadas com as respectivas solucdes, utilizando o Fator Ntaimalizada por Pl (FMN),

calculado segundo a seguinte férmula:

Resposta do analito em mairiz
Resposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solugdo Equacao 8
Resposta do Pl em solugéo

FMN=

O Coeficiente de variacao entre todos os FMN nao pode ser sup&sidr @RASIL,
2012).

2.8.4 Limite de quantificacao

O limite de quantificacédo é definido como a menor concentracdoaliboague pode
ser quantitativamente detectado com valores aceitaveis de precisdd&oexat

O LIQ é estabelecido através da andlise de amostras braniomadias do analito, em
concentracdes decrescentes, até se obter niveis que sejamicguargifcom precisdo e
exatiddo (ANVISA, 2003).

O limite de quantificagcdo do método € determinado a partir da sazal/ruido igual a
10, no tempo de retencao do analito (ANVISA, 2003).

2.8.5 Limite de deteccgao

O limite de detecc¢éo (LD) é definido como a menor concentracao @alito que o

método é capaz de diferenciar confiavelmente do ruido de fundo. E impadaséaltar que
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esta concentracdo é detectada com seguranca porém, em cobd&apeio pode ser
guantificada (ANVISA, 2003).

O limite de deteccao é estabelecido por meio da anélise deelle@oncentracbes

conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (ANVISA, 2003).

O limite de deteccao do método € determinado a partir da razéilolsdo igual a 3, no
tempo de retencdo do analito (ANVISA, 2003).

2.8.6 Curva de calibracéo

A curva de calibracdo corresponde ao modelo matematico que estabeha
relacéo entre a resposta instrumental e a concentragdao conthe@dalito, devendo ser

analisada com base em trés curvas de calibracdo (ANVISA, 2012).

O modelo de calibracédo deve ser construido a partir da analise aninm, 6
(seis) concentracbes conhecidas do analito (padrdes de caljlmdgAionadas na mesma
matriz biolégica proposta para o estudo. Além disso , cada curedrdguir a analise da
amostra branco (matriz bioldgica isenta de padréo do analito edd@opaterno) e da

amostra zero (matriz biologica adicionada de padrao interno) (ANVISA, 2012).

Os resultados devem ser analisados por métodos estatisticos dpsopgeado
recomendavel o modelo matematico mais simples, geralmentan [deso a variancia do
erro nao seja constante em toda a faixa de quantificacdo do méaldc@ deve ser
utilizada a ponderacdo que apresentar 0 menor valor para somaaosekativos dos
valores nominais dos padrdes de calibracdo versus seus valores obadeguagfio da

curva (ANVISA, 2012). Os critérios de aceitacdo da curva de calibragdo séo:

» Desvio menor ou igual a 15% em relacdo a concentracdo nominalspaudras
concentracdes da curva de calibragéo;

» Desvio menor ou igual a 20% em relagéo a concentracdo nominal para o LIQ;

*  No minimo 75% dos padrfes da curva de calibracdo devem cumprir catarasscr

anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva de calibracao;

* No minimo 6 (seis) padrdes de calibracdo de concentracdestiiferacluindo

LIQ e LSQ, aprovados conforme os critérios anteriores (ANVISA, 2012).
Recomenda-se que o coeficiente de correlacao linear (rysajau superior a 0,98

(ANVISA, 2003).
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2.8.7 Precisao

A primeira etapa para a verificacdo da confiabilidade de uma anélise éavest
a mesma se repete quando operada de forma sequencial. Essaooperaepeticao
denomina-se preciséo (LEITE, 2008).

Este parametro € avaliado utilizando-se, pelo menos, 5 (cinco) mdeeis
concentracdes (CQ-LIQ, CQB, CQM (controle de qualidade de conc@otmeédia), CQA
e CQD (Controle de qualidade de diluicdo)) que contemplem a f&@ixeariagcdo do
procedimento analitico, sendo necessario no minimo, 5 (cinco) reppeatasada nivel de
concentracdo. A precisdo deve ser determinada em uma mesida @arecisédo intra-
corrida) e em, no minimo, 3 (trés) corridas em dias diferentesigfp inter-corridas)
(ANVISA, 2012). A precisao pode ser expressa em termos daerdstica da dispersao
dos resultados, ou seja, através do desvio padréo relativo (DPR) ou coeficientezde varia
(CV%) (ANVISA, 2012; KOLLIPARA et al., 2011).Como valores de refeié ndo se
admitem variacfes superiores a 15%, exceto para o LIQ, onde ge adimies menores
ou iguais a 20%, calculados conforme a férmula a seguir:

DP x 100

DPR= — — .
Concentragdo média experimental

Equacao 9

Em que o DPR € o desvio padrdo relativo, DP € o desvio padrédo e CME, a

concentracdo media experimental (ANVISA, 2012).

2.8.8 Exatidao

A exatiddo de um método bioanalitico € a proximidade entre o valio @ceno
verdadeiro ou de referéncia em relagdo ao valor encontradanegp&imente. A exatidao
pode ser expressa como % erro ou % nominal(KOLLIPARA et al., 2011).

Este parametro € determinado em pelo menos 5 (cinco) niveis de cagieCQLIQ,
CQB, CQM, CQA e CQD) em cinco replicatas cada. Deve séindoaeem uma mesma corrida
analitica (exatidao intra-corrida), e também em, no minime,cnéridas analiticas em dias
diferentes (exatidao inter-corridas). A exatiddo é expressafpsd Padrdo Relativo (EPR),

nao se admitindo valores fora da faixa de + 15% do valor nominal, eaet® LIQ, para o
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qual ndo se admitem valores fora da faixa de £ 20% do valor nomigahdsea formula a
seguir (ANVISA, 2012):

(Concentracao média experimental - Valor nominal)x100 .
EPR = . Equacéo @
Valor nominal
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Equipamentos e acessorios

Agitador de tubos modelo MX-S (Gomixer, Rocky Hill,USA);

Balanca analitica modelo B-TEC-210A (Tecnal, Sado Paulo, Brasil);

Bomba a vacuo modelo TE-0581 (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil);

Cartuchos de EFS C18 Discovery® DSC-18LT - 3mL; 500 mg (Sigma
Aldrich/Supelco, Bellefonte, Pensilvania);

Cartuchos vazios de EFS com capacidade de 3 mL (Sigma-Aldritlouss, USA);
Centrifuga modelo CT-6000R (Cientec, Belo Horizonte, Brasil)

Coluna cromatogréfica fase reversa Kromagl250 x 4 mm, 5 um (Tedia, Rio de
Janeiro, Brasil);

Coluna de guarda de mesma fase estacionaria 10 x 4,6 mm, 5 dim (ie de
Janeiro, Brasil);

Concentrador de amostras modelo TE0197 (Tecnal, Sao Paulo, Brasil)
Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado ao detector d¥18\modelo
Ultimate 3000 (Dionex, Califérnia, USA) composto por um sistema de
bombeamento quaternario, amostrador automatico, compartimento de coluna
controlado por temperatura. A aquisicdo de dados foi realizada pEjcama
Chromeleon versao 6.8 (Dionex, Califérnia, USA);

Filtros de polietileno 20pum para cartucho de EFS (Sigma-Aldriclho8is, USA);
Lavadora ultrass6nica modelo USC-2800 (Unique, Indaiatuba, Brasil);

Manifold a vacuo com capacidade para 12 cartuchos Visiprep (SitpmiakA St.
Louis, USA);

Ultrapurificador Master P&d acoplado ao sistema de purificagdosmose reversa
OS 10 LZ (Gehaka, Sao Paulo, Brasil);

Filtro Millex-HV para seringa de 0.45 um PVDF (Millipore, USA)

Tubos de coleta de heparina sodica de 10 mL (BD);
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3.1.2 Reagentes e padroes

* Acetato de Etila P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

* Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);

* Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);

» Diclorometano grau HPLC (Tedia);

* Hexano grau HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);

« Eter Dietilico P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

e Fluazuron Pestanal® Lote SZBA013XV — Material de referénciar(&igldrich,
Estugarda, Alemanha);

*  Fluazuron Baoray Lote 20070051819 — Matéria prima (Baoray, Shangai, China);

e Clorfluazuron Pestanal® Lote: SZBA204XV — Material de refei&@ (Sigma-
Aldrich, Estugarda, Alemanha);

« CigDiscovery® (50 um, 70 A) (Sigma Aldrich/Supelco, Bellefonte, Pensilvania);

» Sulfato de magnésio anidro (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);

* Florisil < 200 mesh (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);

3.2Métodos
3.2.1 Localizag&o da experimentagao

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do LaboratQiondieterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) do Depaento de Parasitologia Animal

do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeir&JUFR

Os animais que foram utilizados foram mantidos na fazenda evguedal desta

instituicao.
3.2.2 Preparo de solucdes e amostra

3.2.2.1Solugdes estoque

Foram preparadas duas solucdes estoque, uma de fluazuron e a olatridudewron
(PI), para tanto foi pesado 25 mg de fluazuron e transferido parabaldim volumétrico de
25,00 mL e 5 mg de clorfluazuron e transferido para baldo volumétrianldeZbvolume dos

baldes foi completado com ACN.

As solucdes foram transferidas para frascos ambar e armdazenatemperatura
ambiente por até 7 (sete) dias.
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3.2.2.2Solucdes de trabalho

As solucdes de trabalho para contaminacao do plasma usada na otiraizaidacao
do método foram preparadas na concentracdo de 5000 ng/mL, para cadafsalilucdes

foram preparadas pela diluicdo da solugéao estoque (1 mg/mL) em ACN.

3.2.2.3Amostras de controle de qualidade

O sangue foi coletado de bovinos que ndo foram submetidos a tratarmento c
antiparasitarios por um periodo de no minimo trés meses. Rangta do sangue foram
utilizados tubos heparinizados de 10 mL com vacuo. Os animais forardosoato sangue
coletado através de puncédo venosa profunda da jugular. O plasma foi aibéidés de
centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min a 4°C. Para o preparo das amtihadas no estudo
comparativo dos métodos de extracdo, plasma foi contaminado com solugatbatieot
contendo FLU para obtencéo de concentracdo final de 140ng/mL. A solucabalkardo
clorfluazuron (PI) foi adicionado ao plasma para obtencao de conéentiaal de 70 ng/mL.
Apoés a contaminacao, o plasma foi aliquotado em volumes de 1,00 mL em aafgpend
acondicionado em freezer (-20°C) até o0 momento da analise. Na 3abe&bela 4 consta a

preparacao das amostras de controle de qualidade utilizadas na validacamld®giat

Tabela 3 -Preparacéo das amostras para avaliacao efeito matriz

Cst FLU  Aliquota CstPl  Aliquota  Vol. ACN CeFlu CePI

Ponto
(ng/mL) (ML) (ng/mL) (ML) (ML) (ng/mL)  (ng/mL)
CQB 10 140 850 50 70
5000 5000
COA 120 140 740 120 70

Cst — concentracdo da solugdo de trabalhe—Concentracdo final; CQA — amostra de controleqdalidade de alta

concentragdo; CQB — amostra de controle de quaidadaixa concentragdo; FLU — fluazuron e Pl +gmathterno.
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Tabela 4 —Preparo de amostras para curva analitica, precisao e exatidao.

CstFLU Csr PI
Ponto (5000 ng/mL) (5000 ng/mL)  Vol. plasma Cr Flu Cr PI
(ng/mL) (mL) (ng/mL) (ng/mL)
Aliquota (mL)  Aliquota (mL)
20 (LIQ) 0.0200 0.0700 10.0 10.0
50 (CQB) 0.110 0.154 22.0 25.0
70 (CQM) 0.0700 0.0700 10.0 35.0
100 0.0600 0.0420 6.00 50.0 35.0
120 (CQA) 0.0720 0.0420 6.00 60.0
150 (LSQ) 0.330 0.154 22.0 75.0
Zero - 0.0210 3.00 150

Cst — concentrac@o da solucdo de trabalhe;—Cconcentragdo final; CQA — amostra de controleqdalidade de alta
concentracdo; CQB — amostra de controle de quaidadbaixa concentracdo; CQM — amostra de cordmlgualidade de
média concentracao; LIQ — amostra de limite infadli®quantificacédo; LSQ — amostra de limite supatéoquantificagdo FLU
— fluazuron e Pl — padrao interno.

3.2.3 Métodos de extracao

O procedimento de extracdo do fluazuron do plasma foi avaliado @iimente

quanto a porcentagem de recuperacgdo alcancada, ela precisdo e seletividade.

3.2.3.1Extracéo liquido-liquido
Escolha do solvente extrator

Foram avaliados quatro tipos de solventes (acetato de etila, dietarmméter dietilico
e hexano) para o procedimento de extragéo. Foi adicionado a 1 mL de,dlasde solvente.
A mistura foi homogeneizada em vortex por 1 min, no modo maximo dedagi&n seguida
centrifugada a 6000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi filtrado e edapaté secura sob
temperatura de 38 em um sistema a vacuo e ressuspendido emubOfe ACN. A
quantificacao foi realizada por CLAE-UV.

Otimizagé&o intensidade da homogeneizagao

Foram avaliados dois tipos de intensidade de agitacéo do vortex:evadi@diaA mistura
foi homogeneizada em vértex por 1 min, em dois modos de agitacdog@naseentrifugada
a 6000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi filtrado e evaporado até seciempelatura de

35°C em um sistema a vacuo e ressuspendido eml588 ACN. A quantificacao foi realizada
por CLAE-UV.
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3.2.3.2Microextracao Dispersiva Liquido-Liquido

Em uma aliquota de plasma contaminado (70 ng/mL) foi adicionado 3.2 ML AC
(solvente dispersor) a mistura foi homogeneizada em vortex mam,Ino modo maximo de
agitacao, em seguida centrifugada (6000 rpm, 15 min). Ao sobrenadanteitmaudi 220 L
de diclorometano (solvente extrator) e 4,5 mL d®© Hiltrado A. mistura foi levada ao
ultrassom por 5 minutos e logo apdés a centrifugacao. A quantifitaig@&alizada em CLAE-
UVv.

3.2.3.3Extracdo em fase sélida

Foram avaliados cinco tipos de eluentes (acetato de etila, agketodiclorometano,
éter dietilico e hexano) para o procedimento de extracaotadPfyeam utilizados cartuchos de
extracdo de fase reversaifCacoplados a umtmanifold com capacidade para 12 cartuchos
ligados a uma bomba a vacuo a 15 mm de Hg. Antes de cada extracaduolsos foram
condicionados com 2 mL de metanol e 2 mL de agua, com o cuidado paecaé@ fase
sélida. Uma aliquota de 1 mL de plasma fortificado com 70 ng de fluagirbfoi percolada
pelos cartuchos. Os cartuchos foram lavados com 1 mL de 4guastenoasioi submetido a
um aumento de pressdo de vacuo para a total eliminacdo da 4gua, e®m@idalitos foram
eluidos do cartucho com 1 mL de eluente. Apés eluicdo o residuo deoagetaddo com o
auxilio de uma seringa com agulha. O eluato foi evaporado atdiia s®ob temperatura de
35°C em um sistema a vacuo e ressuspendido eml588 ACN.A quantificacao foi realizada
por CLAE-UV.

3.2.3.4Disperséo de matriz em fase solida

Diversos experimentos foram realizados variando os parametroa panaizacédo do
processo de extracdo e limpeza, utilizando DMFS. O adsorventaadudilina DMFS foi

previamente acondicionado com 1 mL de metanol e posteriormente com 1 mL de agua.

Otimizacéo da etapa de clean-up utilizando florisil

A metodologia inicial foi baseada no trabalho realizado por (MAFBED9),0nde
0,125 mL de plasma fortificado com a solucdo de trabalho dos padidéges, 0,5 mg de
Cis € 0,5 mg de MgsQy foram homogeneizados em almofariz por 2 min, sendo o contetudo
empacotado em cartucho de EFS de polietileno de 3 mL entrigitdoie polietileno contendo

proporcao variavel de florisil (0 mg,125 mg,250 mg e 500 mg) pré-ativadolcorh de
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acetonitrila. O eluato foi evaporado até a secura sob temperat@&ECGlem um sistema a

vacuo e ressuspendido em 500de ACN. A quantificacdo foi realizada por CLAE-UV.

Otimizacéo da etapa de clean-up utilizando agua

Nesta etapa 0,125 mL de plasma fortificado com a solucédo dehtradbad padroes
analiticos, 0,5 mg de:ge 0,5 mg de Mg Qs foram homogeneizados em almofariz por 2 min,
sendo o conteudo empacotado em cartucho de polietileno de 3 mL entrigsddespolietileno.
Antes da etapa de eluicdo, os cartuchos foram lavados com 1 mLaecégsistema foi
submetido a um aumento de pressdo de vacuo para a total eliminagjicada éntdo, os
analitos foram eluidos do cartucho com 1 mL de eluente. Apds eluigbdoa de agua foi
retirado com o auxilio de uma seringa com agulha. O eluato foi eMipaté a secura sob
temperatura de 38 em um sistema a vacuo e ressuspendido emubOfe ACN.A

quantificacao foi realizada por CLAE-UV.

O mesmo procedimento foi repetido excluindo a etapa de lavagemagua para fins

de comparacao.

Otimizacéo da propor¢cdo amostra: adsorvente

ApoOs definir a etapa de limpeza do método, verificou-se a influélacpoporcao da
mistura (amostra: adsorvente) na recuperacdo do analito. Par@,i20 mL de plasma
fortificado com a solucéo de trabalho dos padrées analiticos foi honwaymea proporcao
1.2, 1:3 e 1:4 de fg separadamente e 0,5 mg de-BIQ: foram homogeneizados em almofariz
por 2 min, sendo o conteudo empacotado em cartucho de EFS de polietBemd éatre dois
frits de polietileno. Os cartuchos foram lavados com 1 mL de agua, temai®i submetido
a um aumento de pressao de vacuo para a total eliminacado da égda, os analitos foram
eluidos do cartucho com 1 mL de eluente. Apds eluicéo o residuo deoagetaddo com o
auxilio de uma seringa com agulha. O eluato foi evaporado atdia S®ob temperatura de
35°C em um sistema a vacuo e ressuspendido eml5@@ ACN. A quantificacao foi realizada
por CLAE-UV.
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3.3Método Analitico
3.3.1 Condi¢des cromatograficas

= Sistema Cromatografico: CLAE Dionex Ultimate 3000;

= Pré-coluna: Kromasil — C18 (5 um) 10x4,6 mm;

= Coluna: Kromasil — C18 (5 um) 250x4,6 mm;

= Comprimento de onda: 260 nm

= Fluxo: 1,00 mL/min

= Volume de injec&o: 20 pL

= Temperatura: 25°C

= Tempo de corrida: ELL — 25 min; EFS — 15 min e DMFS — 20 min.

3.4Validacao do Método de Extracdo de Fase Sdlida

Para a validacdo do método EFS para a determinacao de dlnararplasma bovino
foram avaliados o0s seguintes parametros: seletividade, efeitlualesefeito de matriz
Jinearidade, preciséo, exatidao baseada na (ANVISA, 2012)e o timdeteccéo e limite de
quantificacdo baseada na (ANVISA, 2003).

3.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagédo dos cromassgodtidos na
analise de seis amostras branco (quatro normais, um lip€mico enalish€o) e para amostra
de controle de qualidade de LIQ fortificada com fluazuron (20 ng/mL), @@hjetivo de
avaliar a eventual presenca de interferentes da matriz pp@artempo de retencdo do analito

e do Pl que pudessem comprometer a determinacéo dos fluazuron.

3.4.2 Efeito residual

Para avaliar o efeito residual, foi feita a extracdo de umasiaa branco e esta foi
injetada no cromatografo. Em seguida, uma amostra de plasmaueanrdin na concentracéo
do limite superior de quantificacdo (LSQ) foi extraida e injetalaromatografo, seguida de

duas injecdes da amostra de plasma branco.

3.4.3 Efeito matriz

Para avaliagédo do efeito de matriz, foram utilizadas oito amostras de plifsmates,
sendo quatro normais, dois lipémicos e dois hemolisados. UtilizaraAmisde cada amostra

de plasma, sendo cada amostra extraida separadamente seguriddood@scrito. Apos a
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extragdo e concentracdo da amostra foi feita a contaminaginaddra extraida, de modo a
obter concentracdes semelhantes ao CQB e ao CQA, separadamente.

3.4.4 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da construcdo de trés@maliticas
contendo 6 concentragdes do fluazuron em dias distintos. A area do fanadilacionada com

a area do padrao interno (clorfluazuron).

Em cada dia de analise, foram realizadas extracfes deapltaanco e extracdes de
plasma branco adicionadas de padrao interno. As amostras de contguialidade foram
utilizadas para avaliagdo da precisao e exatiddo, como desegtyus. Para a avaliacdo da

curva analitica, foram considerados os desvios dos pontos em relacdo a c@wantragal.

3.4.5 Limite de deteccgao

O limite de deteccao do método para a determinacao do FLU enmagtaistaterminado
a partir da razdo sinal/ruido igual a 3. Para tanto, foramidadds amostras branco com

concentracdes decrescentes de FLU.

3.4.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo do método para a determinacdo do FLlasma foi
determinado a partir da razéo sinal/ruido igual a 10. Para tantm foraficadas amostras

branco com concentracdes decrescentes de FLU.

3.4.7 Precisao e exatidao

A precisdo do método foi avaliada em trés dias consecutivos pordaeinalise, em
quintuplicata, das amostras do limite inferior de quantificac&)(lcontrole de qualidade na
concentracdo baixa (CQB), controle de qualidade na concentracao(@@dk), controle de
qualidade na concentragao alta (CQA) e controle de qualidade de diluicdo (CQD).

3.5Aplicabilidade do Método

Toda parte experimental envolvendo os ensaios in vivo com 0s bovinos foliaadosa

na fazenda experimental da UFRRJ.

Foram usados trés bezerros da raca Red Angus, com peso corporal entre 357 e 448 Kg.
Durante todo o periodo experimental (35 dias) os animais permame@n piquetes

individuais. Foram realizadas 8 (0ito) coletas de sangue, 24, 48 e 72 hs,7,14,21,28 e 35 dias.
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No dia do tratamento os animais foram pesados para calcularmevdl formulagao
topica comercial de fluazuron (Acatacka ser aplicada, na dose de 2.5 mg/Kg de peso corporal

correspondendo ao volume de 1mL/10 Kg.

Os dados brutos obtidos foram relacionados com os parametros daecualdih¢cao

ponderada para determinagcédo da concentracéo experimental de cada tempa.de colet
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4 RESULTADOS

4.1 Métodos de Extracédo

Os procedimentos de extracao foram avaliados preliminarmente gupotocentagem
de recuperacao, exatidao alcancada e seletividade. Alguns apuatedditos em cada método

a fim de que os parametros citados fossem satisfatorios.

4.1.1 Extragao liquido-liquido

A escolha dos solventes para otimizacdo do método ELL, foi feitadmsan trés
parametros: no logaritmo do coeficiente de particdo do fluazuron (bgb Resse valor indica
uma maior preferéncia do analito pela fase organica do queageladuosa; na solubilidade
do solvente organico em agua (<10%), uma solubilidade maior aumenta e widufase
aquosa,; e na volatilidade do solvente extrator, possibilitando a conéenti@mostra, além
de ndo ser necessario a compatibilidade do solvente extratortéomca analitica empregada

(CLAE-U).Com base nesses parametros foram escolhidos os solventes deadatmda 5.

Tabela 5 —Propriedades fisico-quimicas dos solventes organicos (NCBI, 2016).

(%) solubilidade  Ponto de ebulicdo  Pressao de vapor

Solvente emagua-20°C  (°C,1013 hPa) (mmHg 20° C)
Acetato de Etila 8.89% 77 93.2
Diclorometano 1.00% 40 435
Eter 8.47% 35 538
Hexano 0.00144% 69 153

Os resultados da figura 6 mostram a relacdo da efici@a®@atragcdo com a intensidade
de agitacdo para cada solvente testado. A intensidade média né&e parenmaior interacao
do solvente extrator com a matriz, ocasionando baixos valores de em@meDentre 0s
solventes analisados o éter apresentou a maior eficiéncia dedexprara o fluazuron e para o
Pl, consequentemente gerando o maior valor de recuperacdo absolatva enquanto o
acetato de etila,o diclorometano e o hexano apresentaram merénoiice extracdo para o

fluazuron, apresentando baixa recuperacao absoluta e ndo foram capazes d& ®BUpe
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Figura 6 - Grafico de efeito da intensidade de agitacao méefiia de extracao riaxtraca
Liquido Liquido.

Os valores apresentados na intensidade intermediaria, mostram mmaigfio de
eficiéncia de extragdo para o fluazuron apresentando valores sideaecuperacédo absoluta
para éter, diclorometano, acetato de etila e hexano de formaaateee altos valores de
recuperacao relativa para todos os solventes analisados devido a unma pequigeracao de
Pl. Pode-se observar que a intensidade de agitacdo no nivel altociproorum melhor
rendimento de extracao para o fluazuron com todos os solventes analsadescecao do
diclorometano, onde um houve um decréscimo no valor de recuperacao absol@areento
no rendimento de extracdo do para todos os solventes analisados, geraegdanethares de
recuperacao relativa. Isto significa que o aumento da agitec@onostra contribui para o
aumento na porcentagem de recuperacao, devido a uma maior interagdo solvente
extrator e a amostra.

De acordo com os resultados mostrados no grafico abaixo (Figuranfym dos
solventes avaliados fornecem valores de precis&b% e valores de recuperacdo entre 80-
120% conforme preconizado pela legislacdo (ANVISA, 2003).0 uso do Piletaw a
recuperacdo relativa do solvente acetato de etila, dicloromethega@o, porém como a
eficiéncia de extragdo do Pl foi menor do que a do fluazuron ocasionaecuparacao acima
do critério de aceitacdo. Para o solvente éter o méetodo ni@béosapresentando interferentes

> 20% no tempo de retencédo do LIQ e do PI.
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Figura 7 - Resultados de recuperacédo e precisdo absolutatevagbara os quatreolvente
avaliados na Extracao Liquido Liquido.

A formacdo de emulsdo com todos os solventes avaliados, dificultauasdiscda
influéncia de cada um dos solventes de acordo com as suasrtstiease influenciando na

recuperacao e precisdo do método.

4.1.2 Extracdo em fase solida

A selecdo da fase sélida € um fator determinante na EF8¢stlala controlamos
parametros como seletividade, afinidade e capacidade de amoseacoka da fase
estacionaria do método foi feita com base nas propriedadesrilaerdd analito. Fase reversa
(C18) sdo compativeis com matrizes biolégicas aquosas como o @asinautilizadas para
extracdo de analitos de baixa e média polaridade. A figura Gilstresultados de preciséo e

exatidao absoluta e relativa para cada solvente analisado.
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Figura 8-Resultados de exatidé® precisdo absoluta e relativa para 0s cinco stas
avaliados na Extracdo em Fase Solida

Em termos de recuperacdo absoluta, com excec¢do da acetonitimemta da
recuperacado é proporcional ao aumento da for¢a eluotr@pjca (menor recuperacao é obtida
com o solvente hexano que apresefta0 e a maior recuperacao para o acetato de etila que
possuie®=0,45. Este comportamento € explicado pela polaridade do fluazuron, uim eorali
baixa polaridade presente em uma matriz aquosa, sendo a aguaemescbm polaridade
alta €°= 0,73), o analito é preferencialmente retido na fase reveigag@ara quebrar a
interacdo entre o analito e a fase solida é necessaria owssdérente de baixe® (LANCAS,
2004). Considerando a area relativa os trés solventes que apresantasde precis&o15%

e valores de recuperagao entre 80-120% conforme preconizado pdecEEgIANVISA,
2003), séo étetf=0,29), diclorometana{=0,32) e acetato de etilg?£0,45)

Porém, dentre os trés, o acetato de etila apresenta a varageyasuir uma menor
toxicidade. O hexano e a acetonitrila sdo solventes que estéo tremidxdes da série
eluotrépicas. A forca eluotrépica do hexano € a menor do grupo fazendo cortoeiu@
substancias da matriz com menor polaridade, enquanto que a acetpogsilii a maior forga
do grupo, fazendo coeluir substancias com maior polaridade e néo tornatadw rseletivo
ocasionando valores de recuperacdo acima de 120%. Logo, a saletigiden importante
parametro a ser avaliado na escolha do solvente a serdatilima método de extracéo
(CASSIANO et al., 2009). Os valores observados de precisao na E&8,f@nores do que
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os apresentados na ELL. A precisdo estd diretamente relaciooada manipulagdo da
amostra, na EFS diminuimos as etapas de manipulacdo, e consequendemientmos o CV,
além de nao ter a formacéo de emulsédo que é um fator que inflnanmiacisdo do método.
Os valores de precisao para EFS foram satisfatorios pair® @ios cinco solventes: acetato de
etila, éter dietilico, diclorometano e acetonitrila.

Apesar dos dados de recuperacéo relativa serem numericamergetelfepelo teste
anova e pelo teste tukey realizado pelo software Minitab mostrelegpisdo estatisticamente
iguais (p=0,419).

A solvente de escolha para eluicdo do analito, acetato de etisenfmu 118% de
recuperacao relativa e 7,05% de CV, esses valores estdo dentréélios @stabelecidos pela
legislacdo. Além disso, dentre os trés solventes (acetatolaledatiorometano e éter) que
apresentaram valores dentro da faixa de aceitacédo, o acet#ila deneque apresenta menor

toxicidade, gerando um menor impacto ambiental e menor risco para o analista.

4.1.3 Dispersédo de matriz em fase solida

Neste método foram avaliados os parametros: quantidade de adsoarargéapa de
clean-up (florisil), solvente para etapa deean-up (H.O) e quantidade de adsorvente
dispersante (). O acetato de etila foi definido como o melhor solvente utitizeara eluicéo,
durante a otimizacao do método de EFS.

A proporcao e o tipo de agente secante utilizado na DMFS, néo faadanpois a
quantidade utilizada incialmente foi suficiente para reter a @agpadindo a formacéo de duas
fases no extrato. Esse fator se deve ao alto poder de hidratac@tfatio de magnésio
(MARTINS et al., 2012).

O primeiro parametro a ser avaliado na DMFS foi a etapgéeda-up.Foram avaliadas
quatro condicdes de preparo da amostra: sem adicdo de florisiv@usatean-up) e com
adicdo de 125, 250 e 500 mg de florisil. Foi realizada uma comparagiavadiacao da

quantidade minima de adsorvente e melhor limpeza do extrato.
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Figura 9 - Resultados de recuperacéo e precisdo de acorda qaantidac
de florisil utilizada na etapa a¢ean-uppara DMFS.

De acordo com os resultados descritos no gréafico abaixo (Figurad®pwente florisil,
nao desempenha o papel de limpeza do extrato e ocasiona altos dal@euperacao relativa,
devido a uma baixa recuperacao absoluta do PI.

Como alternativa delean-updo extrato, o adsorvente florisil foi substituido a lavagem
do extrato com kD. A escolha da #D como solvente de lavagem € devido ao fato de sua forga
eluotropica ser menor, ndo sendo capaz de quebrar a interacdo dccanaktdase solida. A
tabela 6 demonstra a comparacéo dos resultados de recuperagisée piesoluta e relativa

com e sem a utilizacdo de 4gua na etapdedm-up

Tabela 6 -Resultados de recuperacéo e precisao (CV) utilizando a agugaaletéean-up
do extrato na Dispersao de Matriz em Fase Sélida.

Area absoluta Area relativa
Recuperacéo (%) CV (%) Recuperacéo (%) CV (%)
¢/ H20 334 7.7 110 13.5
s/ H20 86.5 19.1 119 6.7

Os resultados sem a lavagem do extrato ce, ldu seja, sem a etapa de clean-up
foram satisfatorios quando comparado a lavagem do extrato eOmaHetapa adicional de

clean-up provoca uma perda do analito, ocasionando baixos valores de recuperacéo absoluta.
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Apés eliminacdo da etapa de clean-up, foi avaliada a quantidadesda d® fase
dispersante, avaliando a quantidade minima necesséria para nmafhezadido extrato sem
interferir na exatidao e precisdo do método.

O dltimo parametro otimizado na DMFS, foi a quantidade de faserskspe. A
quantidade do adsorvente de dispersdo tem um efeito sobre a recuperaéfmddo Sendo a
matriz o plasma, um liquido viscoso, quanto menor for a quantidade de adsonastviscosa
a mistura se torna sendo mais dificil a dispersdo dos anali@i®it® da quantidade da fase
dispersante sobre as recuperacdes foi avaliado, os resultados sdo mostedmaha t

Tabela 7 Resultados de recuperacéo e precisdo (CV) para avaliaca@s gedporcdes
de amostra: adsorvente na DMFS.

Area absoluta Area relativa
Amostra: Adsorvente = /0 0 Recuperagao  CV
Recuperacéo (%) CV (%) (%) (%)
1:2 65.2 30.7 125 6.78
1:3 75.9 10.7 102 5.97
1:4 86.5 19.1 119 6.69

E possivel observar que um aumento da quantidade de adsorvente provocaarma mai
eficiéncia de extracao do fluazuron. As proporcdes 1:3 e 1:4 geresaitados de preciséo e
exatidao satisfatorios considerando a area relativa. Poréapargéio 1:4 oferece uma maior
eficiéncia de extracédo para o fluazuron e em contrapartida una efeciéncia de extracao do
Pl, elevando o valor de recuperacédo relativa. Como o analito alywedente estudo é o
fluazuron, a proporcéo 1:4 é a escolhida para realizacdo da DMBSoR® com a literatura
a relacao tipica é que a quantidade de amostra seja 4 vezesquenarquantidade de
adsorvente, para que a mistura seja pulverulenta e ndo pastosangeranitielhor penetracao
do eluente no material. (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

4.1.4 Microextracao liquido-liquido dispersiva

N&o foi possivel atingir o equilibrio de particdo nesta técnica,@tiuazuron nao foi
determinado. A velocidade de agitacao utilizada nao foi suficiemée gpgaedimentacéo do

solvente extrator, dificultando a retirada do extrato.

Um dos parametros mais importantes no desenvolvimento da MELL, épo tn
extracdo que é definido pelo intervalo entre a injecdo da misturaotieentes extrator e

dispersor na fase aquosa e o final da centrifugacao.
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4.1.5 Comparacao da EFS e DMFS

ApOs a otimizacdo de cada método, foi possivel definir o melhor métodatdizado

para extracdo de fluazuron do plasma bovino.
A ELL mostrou-se um método néo seletivo e ndo oferece valores i&pre@xatidao

conforme preconizado pela legislagdo (ANVISA, 2012). Além disso na &kektrato obtido
€ mais “sujo” que dos demais métodos sendo necessario um maior tean@vise (Figura 10)

para eliminacdo de todos os interferentes, gerando um custo maiorneaiomimpacto

ambiental, devido a elevada quantidade de solvente utilizado.
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Figura 10 - Cromatograma comparativo dos trés metodos avaliados e do padrémr
concentracdo idéntica das amostras: dispersawttez em fase sélida (A), extragdo em

solida (B) e extracao liquido-liquido (D)

O método de DMFS e EFS, ofereceram os melhores resultados siparténetros

avaliados, e seus dados foram comparados entre si estatisticamente.
A analise estatistica dos dados foi feita pelo teste apaliaado pelo software Minitab,

através dele provamos que néo hé diferenca estatistica (p>0r@>)<dbis métodos (EFS e

DMFS).
Embora estatisticamente os dois métodos sejam iguais, a avalkls; custo e

praticidade define o melhor método.
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Na DMFS existe um maior numero de etapas de preparo daranfasendo com que
haja um maior gasto de tempo comparado a técnica de EFS. E pensarskiudos
farmacocinéticos, onde ha uma grande quantidade de amostras peEressadas, a EFS se
torna um método mais viavel.

Apesar da DMFS no presente estudo ter apresentando resultadesuderacéo
satisfatorios existe uma preocupagdo com caminhos preferehaiaige o preenchimento do
cartucho com o extrato, prejudicando a recuperacéo do analito, essgtatworre na EFS
pois o cartucho ja vem preenchido com a fase solida (BORGES;HREDO; QUEIROZ,
2015).

Como ja discutido anteriormente o processo de preparo de amostresdas etapas
que demandam maior tempo, e pensando em um laboratério que realidas ede
biodisponibilidade e bioequivaléncia, gerando um grande numero de amosiEsna
processadas, um método ideal € um método rapido e que possua algdenagrammatizacao.
A EFS possui 4 etapas (condicionamento da fase, carregamento tfa danasyem e eluicdo),
engquanto a DMFS possui 3 (condicionamento do adsorvente, preparo do extathiprento
do cartucho com o extrato e a eluicdo), entretanto o tempo gasto ampta@MFS € maior
do que na EFS. Apesar da EFS e DMFS terem 0 mesmo gasto na etapa de @r@pasird,
na fase da andlise dos eluatos a DMFS gera um gasto maior dewalor tempo necessario
para eliminacéo de interferentes, 20 minutos, enquanto na EFS o tempo gasto é de 15 min.

4.2Validagéo do Método de Extracdo Fase Solida

Uma vez otimizado o procedimento de preparo de amostras, a ERfiztmilatpara
validacdo do método analitico para a determinacédo de fluazuron emaantEsplasma
bovino por CLAE-UV.

4.2.1 Seletividade
A seletividade do método foi avaliada no presente estudo pela @g@pados
cromatogramas obtidos para amostras branco de plasma bovino mar@sico fortificadas

com FLU, conforme apresentados na Figura 11.
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Figura 11 —Cromatograma das amostras branco (plasma isento de fluazuroid@ ipéeino)

utilizadas para avaliar o parametro seletividade.

Os resultados obtidos demonstram que o método é seletivo para det@ondpa

fluazuron e o padréo interno no plasma bovino, uma vez que as respostassde pi

interferentes proximo ao tempo de retencéo do analito foi de 7.49% (re2p66ta do LIQ

na amostra processada) e ndo apresentou nenhuma resposta @entteno tempo de

retencao do PI.

Tabela 8 -Porcentagem em relagéo a area do LIQ para fluazuron e ef@iarela@rea do Pl de
interferentes no tempo de retencéo de cada um dos analitos.

% de interferente no

% de interferente no

Amostra Tipo tempo de re_tengéo do tempo de retencéo do Pl
Analito
1 Branco 7.49% 0.00%
2 Branco 7.49% 0.00%
3 Branco 0.00% 0.00%
4 Branco 0.00% 0.00%
5 Lipémica 0.00% 0.00%
6 Hemolisada 0.00% 0.00%
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4.2.2 Efeito residual

N&o foram observados nas injecbes de amostra branco subsequest@adej uma

amostra de LSQ, picos interferentes (Figura 12). Portanto nao tawvalds o efeito residual.

O efeito residual acontece quando picos cromatograficos sdo obsenvadasr@atograma de

amostra branco apos a inje¢do de amostra LSQ.

0B A
200- .
E il Ji FM}\'”_M._H_____ 9573 VWVL260 nm
200°
2 - VALIDACAQ #97 LS150 UV VIS 2
B
20035 , VL2650 im
m r‘ B LA-FLU-B613 2P 11880
2 eeno 000 LU-8613  2-PI-ME0-
S 2004 !
8 3 - VALIDACAQ #98 [modified by LQEPV] VIS 2
(@]
0 B c
“ AU ' ] WVL:260 nm
N | P _ 7 - —
200 |
4 - VALIDACAO #99 [modified by LQEPV] v VIS 2
C
200 g0 . - o580 - WVL250 m
P e ﬂT; )
200° |
5 - VALIDACAO #100 [modified by LOEPV] UV VIS 2
C
200 L] [ —
E " —— e B
- ﬁ,z | min
4 lJ.\_, T T T I T T T I T T T I T T T | T I T | T T T | T
00 20 40 6.0 8.0 100 120 150
Retention Time [min]

Figura 12 — Cromatogramas de amostra branco anterior a injecéo da ardestSQ (A),
amostra de LSQ (B) e trés injecdes subsequentes da amostra branco (C).

4.2.3 Efeito matriz

Efeito matriz € resultado da coeluicdo de interferentes déméiste efeito pode ser

minimizado de acordo com o método de extracdo escolhido e a paajirsti® das condi¢cdes

cromatograficas.

Os coeficientes de variacdo dos FMNSs relativos a todas as ama@sita<O®B quanto

CQA) foram abaixo de 15% conforme preconizado pela legislacao &rapedemonstrando

auséncia de Efeito Matriz.
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Tabela 9-Coeficientes de Variacdo dos FMNs relativos as amostras de CQB e CQA.

AMOSTRA TIPO FMN CQB FMN CQA
1 Normal 1.45 1.09
2 Normal 1.51 1.06
3 Normal 1.37 1.27
4 Normal 1.44 1.19
5 Lipémico 1.46 1.18
6 Lipémico 1.37 1.37
7 Hemolisado 1.45 1.07
8 Hemolisado 1.52 1.03

Média 1.30
CV (%) 13.3%

FMN = Fator de matriz normalizado
CV (%) = Coeficiente de variagdo em porcentagem

4.2.4 Limite de quantificacdo e limite de deteccao

O limite de quantificacao e de detec¢éo foram definidos cormbaséacao sinal ruido,

sendo 10 ng/mL o limite de deteccdo e 20 ng/mL o limite de quantificacéo.

4.2.5 Curva de calibracéo

A linearidade do método foi avaliada na faixa de concentracdo del20 ag/mL.
Foram feitas trés curvas analiticas, cada uma em um diaapaliacdo da linearidade do
método. Esta faixa de linearidade foi considerada adequada a &plidacmétodo na
elaboracdo de uma curva plasmatica de concentragdo do farmacomeEsma abrangeu a
maioria das concentracdes obtidas nas amostras do estudo realizado.

Na tabela 10 € possivel observar que a variancia ndo se mantéamtsopara cada

ponto da curva de calibragcéo, ou seja a condicdo de homocedasticidade ndao € cumprida.
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Tabela 10 - Avaliacdo da homogeneidade das variancias dos residuos paraaadeu
calibracéo dos trés dias conforme teste F de Snecodor.

Dia Concentracdo (ng/mL) (Ar(;/aagﬁgl(i:g/Pl) F catcuado (E:bg'ag"s) Condicao
20 8.23
50 3.39
70 6.13
1 100 361 17.0 8.72
120 8.82
150 0.518
20 2.15
50 157
70 5.06 , L.
2 100 554 73.2 4.82 Heterocedastica
120 21.0
150 30.5
20 1.30
50 0.774
70 7.09
3 100 2 68 53.2 5.05
120 41.2
150 0.873

Portanto foi necessaria a utilizacdo do modelo de regressaqametarada (RLP) para
harmonizacdo das discrepancias entre as variancias dos difgrentes que constituem a

curva de calibragao.

O fator de ponderacéo foi escolhido com base no somatério do EPRalndesp. O
fator de ponderacdo b apresentou o valor mais baixo do somatério de efdSRR%) ao

longo das concentracoes e valor degp(2=0,05).

Os parametros da regressao linear ponderada (a e b) foram qildogrograma
Minitab. O calculo d® EPR% foi realizado pelo software Microsoft Excel® a partgsde

parametros obtidos.
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Tabela 11 —Valores de concentracdo experimental e desvio de cada ponto dadeurva
calibracéo apds a ponderacéo dos dados.

Concentracéao XConcentragdo experimental Desvio (%)
Nominal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
20 23.8 16.6 19.2 5.23 13.3 6.74
50 57.2 48.2 54.8 4.59 3.75 3.68
70 68.2 60.4 60.7 7.40 6.73 7.96
100 98.2 101 95.4 3.97 1.83 3.43
120 115 126 125 3.47 4.21 5.49
150 130 150 181 1.00 3.98 1.30

Pode-se observar que nenhum ponto apresentou valor fora dos desvios preconizados
pela legislacdo, ou seja se mantiveram na faixa de £ 20% g de +15% para os demais

pontos.

eDial mDia2 eDia3
1.80

1.60 *
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

Area do analito/Area do padr&o interno

0.00
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentracao (ng/mL)

Figura 13 —Curvas de calibracdo analitica obtidas nos trés dias de analise.

Os resultados obtidos para a curva de calibragao (tabela 1@)destcordo com o

preconizado pela legislacéo a qual recomenda um valaer d®8 (ANVISA, 2003).Com base
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nesses valores € possivel correlacionar a resposta obtida com a corzeotagdito (tabela
11).

Tabela 12 —Equacdes de regresséo linear ponderada das curvas de calibracao do fluazuron.

Curva (dia) Equacéo da reta 3
1 y = 0.00693x + 0.183 0.994
2 y = 0.00929x — 0.0183 1.00
3 y = 0.0104x — 0.0626 0.982

4.2.6 Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo do método bioanalitico foram avaliadas pdlseat&amostras
de plasma contendo os farmacos nas concentracdes do limite idéegoantificacao (LIQ) e
dos controles de qualidade baixo, médio e alto (CQB, CQOM e CQfeatdtsamente). Para a
precisao, avaliou-se o coeficiente de variacao (CV) paraeasrdeacoes intra-dia e inter-dias
nos trés dias de andlise. Os valores de CV devem ser menore®gpara® LIQ e menores
gue 15% para as demais amostras de controle de qualidade. A eficatid@tiada calculando-
se o erro padréo relativo (EPR) intra-dia e inter-dias. O &RRlistancia, em porcentagem,
entre o valor nominal e o valor encontrado nas determinacfes. S@weisaitlores de EPR
na faixa de + 20% para o LIQ e £ 15% para as demais amostcastiele de qualidade. Os
resultados obtidos para a avaliagdo da precisao e exatiddo do métapgeséntados na tabela
12. Pode-se observar que o método apresentou precisdo e exatidao sieeitéweos os niveis

de concentracéo avaliados.
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Tabela 13 —Resultados de precisao e exatidao intra-dia e inter -dias em trés diddisk a

LIQ COB CQM COQA
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Intra-corrida
Média 539 166 192 572 482 607 682 604 607 115 126 125
(ng/mL)
Precisao ;39 170 124 401 917 917 7.59 7.79 917 541 7.62 108
(CV %)
Exatidao
(EPR %) 19.0 17.2 402 143 365 132 251 137 132 427 482 4.02
Inter-corrida
Media 19.8 53.4 65.4 120
(ng/mL)
Precisao
(O %) 18.4 9.11 0.48 8.48
Exatidao
(EPR %) -0.948 6.76 -6.64 0.115

4.3 Aplicabilidade do Método

Apos desenvolvido, otimizado e validado, o método analitico proposto foi aplicado em

amostras de plasma de bovinos, procedentes de animais submetidosraenttatcom

fluazuronpouron Segundo dados de um estudo realizado com administracéo de fluazuron por

via tépica pela WHO, o farmaco passa a ser detectado no plasnibamdda administracéo.

A escolha do primeiro tempo de coleta foi baseada nesse dado, sendel jpdssiificar a

presenca do analito 24 hs apés a aplicacdo do farmaco (Figura 143leCamdd os valores de

area obtidos e aplicando a equacédo da reta, referente a curabdacao do fluazuron, o

analito pode ser quantificado do dia 1 até o dia 14, apresentandea#B28 ng/mL no 2°

dia (ina=48 hs) apos a administracdo do farmaco, se assemelhandax@&otfaxencontrado
no estudo realizado por Luxinlun,2011(0.066+£0.005 mg/L e 46.168 +3.979 h). Nos dias 21 e

35 as concentragfes detectadas foram inferiores ao limite défiggedo do método, nédo

podendo ser quantificado com precisao e exatidéo, o analito foi apenas detectado.
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Figura 14 - Curva de concentracdo plasmatieasustempo do fluazuron ap
administrac@o de formulagéo de fluazuron topicabewminos.

O método desenvolvido ndo possui uma faixa linear ampla para efetuar o
monitoramento do fluazuron por um maior tempo no plasma, o LIQ encontrado pela
metodologia € 4 (quatro) vezes menor que o LIQ descrito na litemdtaaquantificacdo do
fluazuron em plasma (LUXINLUN, 2011).Entretanto para outras matrzeslor de LIQ
encontrado pela metodologia desenvolvida esta acima do descrito por ZhangpdBalonde
a deteccdao é feita por UV e valores mais baixos séo descritos por Chen et al., 2014 etYamda
al., 2006 com deteccdo em MS.

O comprimento de onda escolhido para quantificacdo do fluazuron, n&o corresponde a
comprimento de onda de maior absor¢éo do compbs2( nm), gerando uma absortividade
menor e consequentemente uma menor sensibilidade. Essa escolhsafhaseiada na
quantidade de interferente que € absorvido no comprimento de onda de 220 nop gera
cromatogramas néao seletivos. Comparando o LIQ encontrado para o fluazuromaodqolias
outros farmacos que sdo quantificados na mesma matriz, benzodias¢FERNANDEZ et
al., 2013), ziprasidona (MERCOLINI et al., 2014), quercetina, resver@dIAR et al.,

2013) e fipronil (CID et al., 2012) com deteccdo em UV , sdo encontrattoesvde LIQ
menores. A absorcdo de radiacdo de cada molécula estd #igdo@rsos fatores, mas
principalmente a estrutura quimica da molécula.
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5 CONCLUSOES

O estudo comparativo de métodos de extracdo para determinacamaiedih em
plasma bovino comprovou que a técnica de EFS obteve melhores resgyltacids comparada
com a DMFS e ELL, demonstrando seletividade, preciséo e exati@@aealpossuir um menor
tempo de realizagdo e um menor custo quando comparada a DMFS. Qesdlvesluicdo
escolhido (acetato de etila) apresenta uma menor toxicidade quandaradmaos demais

solventes avaliados gerando um menor impacto ambiental.

O método de extracdo bioanalitico desenvolvido para quantificacdo do diigear
plasma bovino por CLAE-UV apresentou todos os resultados de seletj\efigitie residual e
de matriz, linearidade, precisdo e exatiddo satisfatérios coafas exigéncias definidas na

legislacdo de validacdo de métodos bioanaliticos da ANVISA.

O método se demonstrou aplicavel para o fim pretendido sendo possieshartetéo
da curva de concentracdo plasmatica do fluazuron apés aplicagéa fapica (pour on) em
bovinos. Sendo possivel determinar uma faixa de concentragédo de 21.3 ar6R.8apériodo

de 1 a 14 dias apds o tratamento.

Dessa maneira se conclui que a metodologia desenvolvida, otineizadidlada pode

ter seu uso efetivo no monitoramento das concentracdes plasmaticas de fluazuron.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apos a aplicacdo do método, € possivel definir as perspectivas fpdnaastimizacao
do mesmo. O principal parametro a ser otimizado se refere dikdade. Para tal trés
condi¢cdes podem ser trabalhadas. A etapa de pré-concentracdo da,gadstser melhorada,
obtendo concentracdes maiores para quantificagdo no UV. O empregondza tée
derivatizacao, levando a um aumento na absortividade molar ou a fordeagé&o composto
fluorescente, podendo ser utilizado o detector de fluorescéncia. Oraenfdalo cromatografo
ao espectrofotdmetro de massas, pois apesar da espectrofotdmeA/IS ser amplamente
utilizada para monitoramento de farmacos em matrizes biolGdge@do a sua robustez, baixo
custo e simplicidade, ndo é um detector ideal para determinacBonicos em baixas

concentracoes.

Um aumento da sensibilidade do método permite um aumento da faixa tioea
diminuicdo do LIQ e consequentemente um aumento do tempo de monitorameartoatmf

no plasma.
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