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Resumo:

A ceratoconjuntivite bovina € uma doencga contagiosa, e causadora de grandes
prejuizos a bovicultura, sendo seu principal agente etiolégico a bactéria
Moraxella bovis. Esta bactéria se aloja na mucosa ocular e ductos
nasolacrimais de bovinos, causando ulceragdes que podem evoluir para
cegueira do animal. Existem diversas formas de tratamento da conjuntivite
bovina, sendo a antibioticoterapia eletiva em funcido de sua eficacia.
Atualmente, estdo disponiveis formulagcbes farmacéuticas de uso topico e
parenteral, cada qual com sua desvantagem. No que tange a via tépica, apesar
de gerar menor residuo de farmaco no leite ou na carne, apresenta como
limitacdo a necessidade de multiplas aplicagdes. Para contornar esta limitagcao
foi desenvolvida pela parceria UFOP/EMBRAPA uma formulagédo farmacéutica
de cloxacilina benzatina nanoencapsulada em particulas mucoadesivas de uso
tépico, que até o momento nao apresentou estudo de residuos em funcao da
falta de métodos analiticos para este fim. Neste contexto, a presente proposta
tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico para
quantificacdo da cloxacilina benzatina na matriz plasma bovino, seguida de sua
aplicagao em plasma coletado de bovinos submetidos a infecgao experimental
com M. bovis. Para isso, desenvolveu-se um método analitico por UPLC-
MS/MS e validou-se seguindo as recomendacgdes do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento segundo critérios de seletividade, linearidade
(R?=0,999), preciséao (intradia: 1,0 ng/mL= CV 21,75%; 50 ng/mL= CV 3,77%;
100 ng/mL= CV 3,13% e interdia: 1,0 ng/mL= CV 28,6%; 50 ng/mL= CV 5,38%;
100 ng/mL= CV 5,49%), exatidao(1,0 ng/mL= 81,28%; 50 ng/mL= 83,38% ; 100
ng/mL= 86,59%), robustez, limite de quantificacédo (0,5 ng/mL) e detecc¢ao (0,05
ng/mL). Testes in vivo, demostraram que o método tem aplicagdo em estudos
clinicos, estudos de farmacocinética e para dar suporte ao registro da
formulacdo farmacéutica junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento.

PALAVRAS CHAVE: Ceratoconjuntivite bovina, cloxacilina, nanoparticula
mucoadesiva.
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Abstract:

Bovine keratoconjunctivitis is a contagious disease, causing great damage to
cattle farming, and its main etiological agent is the Moraxella bovis bacterium.
This bacterium is lodged in the ocular mucosa and nasolacrimal ducts of
bovines, causing ulcerations that can evolve to blindness of the animal. There
are several ways of treating bovine conjunctivitis, and antibiotic therapy is
elective in function of its effectiveness. Pharmaceutical formulations for topical
and parenteral use are currently available, each with its disadvantage.
Regarding the topical route, in spite of generating less drug residue in milk or
meat, it presents as a limitation the need for multiple applications. In order to
overcome this limitation, a pharmaceutical formulation of cloxacillin benzathine
nanoencapsulated in mucoadhesive particles of topical use was developed by
the UFOP / EMBRAPA partnership, which until the present has not presented a
residue study due to the lack of analytical methods for this purpose. In this
context, the present proposal aims to develop and validate an analytical method
for the quantification of benzathine cloxacillin in the bovine plasma matrix,
followed by its application in plasma collected from bovine animals submitted to
experimental infection with M. bovis. For this, an analytical method was
developed by UPLC-MS / MS and validated following the recommendations of
the Ministry of Livestock and Food Supply according to criteria of selectivity,
linearity (R? = 0.999), precision (intraday: 1.0 ng / mL = CV 21,75%, 50 ng / mL
= CV 3.77%, 100 ng / mL = CV 3.13% and between-day: 1.0 ng / mL = CV
28.6%, 50 ng / mL = 100 ng / mL = CV 5.49%), accuracy (1.0 ng / mL =
81.28%, 50 ng / mL = 83.38%, 100 ng / mL = 86.59 %), robustness, limit of
quantification (0.5 ng / mL) and limit of detection (0.05 ng / mL). In vivo assay
have shown that the method has application in clinical studies, pharmacokinetic
studies and to support the registration of the pharmaceutical formulation with

the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply.

KEYWORDS: Bovine Keratoconjunctivitis, cloxacillin, mucoadhesive
nanoparticle.
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1. Introducgao

A elevada capacidade de producgao de alimentos de origem animal pelo
Brasil sustentou a geragdo de um grande numero de industrias farmacéuticas
veterinarias nacionais (marcadamente seguidoras) e a instalagado de industrias
multinacionais do ramo farmacéutico, as quais produzem tecnologias em seus
paises sede, e as trazem para serem adaptadas ao mercado nacional, o
tornando altamente fragmentado (NOBRE et al.,, 2012). A estratégia da
industria farmacéutica no mercado brasileiro para manutencgao da lucratividade,
até recentemente, se pautava na producdo de medicamentos muito similares
aos mais comercializados, o que resultou em um setor com pouco incremento
em pesquisa, desenvolvimento e inovacao instalado no territério nacional
(GAVA et al., 2010), sendo este fato mais forte no setor veterinario por possuir
produtos com menor valor agregado que o humano. Além da dependéncia
tecnolégica internacional, o setor pecuario nacional fica ‘“refém” de
medicamentos que sao desenvolvidos para sistemas de producdo animal de
clima tipicamente temperado, os quais apresentam casuisticas de doencas,
perfil genético de animais distintos (Bos taurus x Bos indicus) e praticas de
manejo distintos adotadas as condi¢cdes tropicais. Neste cenario, frente a
importancia da pecuaria, o desenvolvimento de formulagées farmacéuticas
veterinarias e métodos analiticos que atendam as demandas locais séo
estratégicos para o pais.

Dentre as enfermidades mais comuns a bovinocultura,
ceratoconjuntivite, patologia ocular altamente infecciosa, possui sua morbidade
intimamente relacionada as praticas de manejo e condigbes edafoclimaticas,
uma vez que o principal vetor do patégeno € a mosca doméstica. O agente
etiolégico da doenga, a Moraxella bovis, pode causar ulceras oculares,
descarte prematuro do animal e grandes perdas econOmicas associados ao
periodo de caréncia do antibiético ou a maior necessidade de mao de obra
para o tratamento do animal (BROWN et al., 1998; FUNK et al., 2009).

Atualmente, estao disponiveis no mercado formulagcdes farmacéuticas
de uso parenteral, subconjuntival e topica, cada qual com sua particularidade
terapéutica. A via de administragdo parenteral é de baixa complexidade de

aplicacdo e, dependendo do veiculo, consegue-se obter a cura clinica do
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animal com apenas uma aplicagdo. Contudo, via de regra, as concentragdes
plasmaticas do farmaco sdo sempre elevadas, o que normalmente implica em
periodos de caréncia maiores, quando comparados com outras vias de
aplicacao.

A utilizagdo da via subconjuntival apresenta relagdo custo beneficio
favoravel para o tratamento, pois necessita de apenas uma aplicagao do
farmaco, em pequena dosagem, para se obter o efeito terapéutico desejavel.
Entretanto, a demanda de mao de obra especializada para aplicagdo da
formulagcdo limita seu uso em grande escala nas propriedades rurais
(ALEXANDER, 2010).

No que tange ao uso da via tépica, sua vantagem se deve ao fato do
farmaco ser pouco absorvido pela mucosa ocular, resultando em periodo de
caréncia pequeno e em melhora clinica rapida (DAIGNEAULT, GEORGE, e
BAGGOT, 1990). Entretanto, a manutengdo da concentracédo terapéutica do
farmaco na conjuntiva ocular por periodos prolongados é dependente do
numero de aplicagbes e da intensidade de lacrimejamento, demandando,
assim, a necessidade de multiplas aplicagdes.

Para contornar as limitacbes supracitadas, a equipe UFOP/Embrapa
vem trabalhando no desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas de
nanoparticulas mucoadesivas contendo cloxacilina benzatina para reduzir o
numero de aplicagcbes topicas do farmaco, bem como, promover melhorias
terapéuticas durante o tratamento da ceratoconjuntivite  bovina
(CASTANHEIRA, 2012; DA SILVA, 2016; MAIA, 2015).

Dando continuidade ao desenvolvimento desta formulagdo, para a
etapa de estudos de seguranga para o consumidor e de farmacocinética, faz-se
necessario o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico sensivel,
robusto, seletivo e reprodutivel para a quantificagdo do farmaco no plasma
bovino.

Neste contexto, o presente trabalho objetiva desenvolver e validar um
método analitico, utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS/MS) para quantificar em plasma bovino a cloxacilina benzatina
nanoencapsulada e, aplica-lo em estudos in vivo, seguindo a normatizagéo
contida no Manual de Garantia da Qualidade do Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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2. Revisao da Literatura

2.1. Ceratoconjuntivite infecciosa bovina

A ceratoconjutivite infecciosa bovina (CIB) é uma patologia ocular
altamente contagiosa que afeta a bovicultura em todo mundo (O’'CONNOR et
al., 2007). A CIB, cujo agente etiologico é a Moraxella bovis, esta associada a
ulceras oculares e perdas econdmicas significativas devido a redugao de peso
do animal, queda da producédo de leite, além de prejuizos associados ao
descarte de leite com residuo de antibidtico, despesas com medicamentos,
aumento de manejo, assisténcia veterinaria ndo planejada e, eventualmente,
perda de visdo e descarte prematuro de animal (THRIFT e OVERFIELD, 1974,
BROWN et al., 1998; FUNK et al., 2009).

O grupo das moraxellas é caracterizado por apresentar a morfologia de
cocos Gram negativos curtos, rolicos ou cocobacilos dispostos em pares,
eventualmente unidos pelas extremidades (BROWN et al., 1998). Séao
pleomorficas devido a formacao de filamentos, possuem fimbrias e sdo iméveis
ou apresentam pouca motilidade. O grupo também é caracterizado por néo
formar capsulas e esporos (BAPTISTA, 1979). O ambiente ideal de
crescimento do grupo das moraxellas deve apresentar temperatura variando
entre 30 a 37 °C e pH 7,0 (neutro), porém suportam ambientes levemente
acidos ou alcalinos, com variacdo de pH entre 6,8 a 7,4 (BAPTISTA, 1979;
BROWN et al.,, 1998). Quando cultivadas em agar-sangue formam colGnias
lisas ou rugosas, entre 1 a 3 mm de didmetro, circulares, levemente
esbranquicadas e com um estreito halo de 3 hemdlise (WEBBER e SELBY,
1981).

Varias espécies apresentam caracteristicas especificas para a
diferenciagdo das estirpes patogénicas e nao patogénicas. No caso da M.
bovis, nas estirpes mais virulentas, observa-se a presenca de fimbrias de
aderéncia, que promovem autoaglutinagdo quando suspensas em solugao
salina contendo hemoaglutinantes (WILCOX, 1970; RUEHL et al., 1988).

A CIB ocorre principalmente nas estagbes quentes e umidas do ano,
quando a populagdo dos vetores (i. e. Musca autumnalis e M. domestica)
aumenta consideravelmente (MCCONELL, SHUM e HOUSE, 2007). Além dos
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vetores, a transmissdo da doenga pode ocorrer pelo contato direto do animal
saudavel com secreg¢des nasais ou oculares de individuos doentes, contudo
esta € uma forma de transmissdo do patégeno menos relevante durante os
surtos da doenca (BROWN et al., 1998; MCCONELL, SHUM e HOUSE, 2007).

A incidéncia da CIB é maior em animais jovens, contudo, a enfermidade
pode acometer animais de todas as idades independente do sexo e raga
(WEBBER e SELBY, 1981).

Apos a infeccdo, as primeiras manifestagdes clinicas s&o mais
facilmente detectadas a partir de 48 e 72 horas. Nessa condigdo, o animal
acometido pode apresentar lacrimejamento profuso, fotofobia e hiperemia da
esclera e de mucosa. Cerca de 24 horas apos os primeiros sinais clinicos,
pode-se notar a lesdo corneal caracterizada por uma mancha esbranquicada
superior a 1 mm de didmetro, normalmente na parte central da cérnea
(CHANDLER, BAPTISTA e TURFREY, 1983; ROGERS, CHEMILLE e PUGH,
1987). Nos casos clinicos mais severos, a ceratoconjuntivite se alarga
gradualmente formando uma ulcera (figura 1), que, se nao tratada, pode evoluir
para perfuracdo da cérnea e consequente cegueira (ROGERS, CHEMILLE e
PUGH, 1987).

Autoria: Julia Maia, Humberto de Mello Brand&o e Alessandro de Sa Guimaraes.
Figura 1: Ulcerag&o ocular de bovino experimentalmente induzida por Moraxella bovis. Area de

ulceragéo evidenciada por fluoresceina sodica (cor amarelo esverdeado).

A profilaxia da doenga pode ser realizada com o uso de vacinas,

contudo, sua eficacia é limitada, uma vez que ha grande variabilidade
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antigénica entre as estirpes bacterianas, resultando imunidade irregular e
pouco duradoura (CONCEICAO e TURNES, 2003).

Neste cenario, mediante a limitagdo imposta pela vacinagdo no controle
da disseminacdo da M. bovis, a antibioticoterapia se apresenta como uma

importante ferramenta para o tratamento e controle da doenca.

2.2. Antibioticoterapia

A antibioticoterapia € o tratamento de escolha para o controle da
ceratoconjuntivite infecciosa bovina. Varios antimicrobianos s&o eficazes in
vitro contra a M. bovis, tais como a: ampilicilina, cefalosporina, nitrofuranos,
penicilina, cloxacilina, eritromicina, gentamicina, oxitetraciclina e estreptomicina
(MCCONNEL, SHUM E HOUSE, 2007; MABONI et al, 2015). Sabe-se também
que o uso in vivo de varios desses antimicrobianos mesmo apresentando
eficacia semelhante, possuem diferencgas terapéuticas influenciadas pela via de
aplicagao (ANGELOS, 2015; O’'CONNOR et al., 2007). Via de regra, estes
antimicrobianos sao aplicados pelas vias topicas, subconjuntival ou sistémica.

O uso da via subconjuntival, apresenta boa relagdo custo beneficio,
pois necessita de apenas uma aplicacdo. Contudo, necessita de mao de obra
especializada para a aplicacdo do farmaco, além de apresentar risco do
medicamento depositar-se na subconjuntiva bulbar do animal, desencadeando
dor, desconforto e irritacdo local. Seus principais representantes sao a
penicilina G e a oxitetraciclina (ALEXANDER, 2010). Segundo o mesmo autor,
no caso da via sistémica, quando comparada as demais vias de aplicagao,
consegue-se periodos de faixa terapéutica mais duradouros. Por sua vez, para
se obter esta condi¢cdo, sdo necessarias maiores quantidades de farmaco e o
periodo de caréncia tende a ser mais elevado. Nesse caso, destaca-se 0 uso
da oxitetraciclina, florfenicol, tiimicosina e ceftiofur.

Ja pela via topica sao mais frequentemente utilizados a cloxacilina e
clortetraciclina. As vantagens de uso desta via se devem a sua rapida atuacao
no estagio agudo da doenca (ALEXANDER, 2010) e ao fato do farmaco ser
pouco absorvido pela mucosa, o que reduz bastante a concentracdo de
farmacos nos tecidos consumidos pelo ser humano, ou mesmo, excretados
pelo leite (DAIGNEAULT, GEORGE, e BAGGOT, 1990).
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Especificamente, a cloxacilina é um antibiético do grupo dos p-
lactdmicos de segunda geragdo, resistentes a B-lactamases. Sua estrutura
molecular C19H18CIN3OsS, e apresenta massa monoisotopica de 435,066
g/mol. (WILFRIED, 2017)
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Figura 2: Estrutura quimica da cloxacilina.

Esse farmaco €& amplamente utilizado na clinica veterinaria,
principalmente para o tratamento e controle da mastite bovina causada por S.
aureus resistentes a meticilina e de infecgbes por S. agalactiae (BARKEMA et
al., 2015) e da ceratoconjuntivite causada por M. bovis (DAIGNEAULT,
GEORGE, e BAGGOT, 1990). Nestes casos, 0s sais mais comumente
disponiveis estdo nas formas sodica e benzatinica. Na forma sddica, a elevada
solubilidade do sal favorece seu uso em condi¢des clinicas que necessitem de
rapida distribuicdo do farmaco no compartimento biolégico desejado. Em
contrapartida o sal benzatinico, apresenta baixa solubilidade, o que favorece
seu uso em condi¢gdes que necessitem a manutencao do limiar terapéutico do
farmaco por um periodo maior. Isso ocorre pelo fato da estrutura quimica do sal
auxiliar na retencado do farmaco no compartimento biolégico e por minimizar a
velocidade de degradacdo da cloxacilina pela abertura do anel B-lactamico
provocado pelo hidrogénio livre, i.e. H* (PAULSEN et al., 2004; MESTORINO E
ERRECALDE, 2012; COSTA et al., 2015).

De maneira geral, nos casos da ceratoconjuntivite bovina, suspensdes

antimicrobianas de uso topico apresentam baixa retengcdo ocular devido as
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alteragdes fisiopatolégicas da doenca (COSTA el al., 2015). Nesses casos, ao
ser instilado no olho o medicamento pode ter sua eficacia diminuida, devido ao
lacrimejamento profuso induzido pela irritagdo local. Isso acontece em
decorréncia da diminuicdo da concentracdo do farmaco nas superficies da
mucosa, demandando, assim, maior numero de administracdes para manter a
concentracao inibitéria minima (MIC) do principio ativo ao longo do tratamento
(PAULSEN et al., 2004; COSTA et al., 2015).

Em face deste inconveniente, a nanotecnologia se apresenta como
uma alternativa promissora para contornar esta limitacdo, uma vez que
nanocarreadores mucoadesivos possuem a capacidade de promover a

liberagao sustentada de farmaco no globo ocular (LALLEMAND et al., 2012).

2.3. Nanoparticulas mucoadesivas para vetorizacao

de farmacos.

A estratégia farmacolégica de se utilizar nanoparticulas mucoadesivas
pode promover a liberagdo sustentada do farmaco, resultando em: menor
numero de aplicagbes do medicamento tépico (LALLEMAND et al., 2012; LIU
et al, 2015); involugdo clinica mais rapida e maior chance de cura
microbiolégica em bovinos (MAIA, 2015) e redugcao de dosagem (LIU et al,
2016).

Existem diversos tipos de nanoparticulas mucoadesivas utilizadas para
vetorizagdo de medicamentos, como por exemplo, as lipidicas solidas, os
lipossomas, as poliméricas e outras. O método mais comum de conferir
mucoadesividade a camada celular superficial do globo ocular é pela interagao
eletrostatica da carga superficial da nanoparticula catibnica com radicais
negativos da mucina presentes no glicocalix da superficie cornea, figura 2
(LALLEMAND et al., 2012; LIU et al., 2015).
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Figura 3: llustragcdo esquematica da interagéo eletrostatica entre a camada superficial de
células da mucosa ocular e as nanoparticulas catiénicas.

Polications sdao compostos de elevada massa molecular que quando
solubilizadas em solvente polar, nas condigdes especificas, adquirem cargas
positivas espontaneamente em mais de um grupamento quimico (HESS et al.,
2006). Estes compostos sao frequentemente utilizados tanto para sintese direta
de nanopariculas, quanto para o revestimento de nanoparticulas aniénicas,
tornando-as entdo mucoadesivas (RAMiREZ-MELA e HERANDEZ-MENDO,
2010; CHATURVERDI et al., 2011; CASTANHEIRA, 2012).

O mecanismo pelo qual os polications conferem mucoadesividade a
nanoparticula ocorre pela interagdo entre pelo menos um grupo funcional
carregado positivamente do polication e um grupo funcional negativamente
carregado do acido sialico ou do sulfénico que compde a mucina (COSTA et
al., 2016). Em situagbes de ulceragao corneal o tecido conjuntivo fica exposto,
favorecendo, também, a interagcdo entre cargas positivas do polication e os
residuos negativos do acido hialurbnico que compde a matriz extracelular
(KIRSCHNING et al., 2017).

Costa e colaboradores (2015) sintetizaram polieletrolitos de
quitosanal/alginato, onde encapsularam a daptomicina para tratar endoftalmite
causada por S. aureus resistente a meticilina. Comparando-se o farmaco
encapsulado frente ao livre, conseguiu-se liberagdo gradual da substancia e

aumento do principio ativo tanto na superficie da cérnea quanto no humor
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aquoso. Duxfield e colaboradores (2015), utilizaram variagbes de Eudragit® RL
e RS para producdo de nanoparticulas catibnicas e encapsulacdo da
gatifloxacina para o tratamento de infecgdes oculares causadas por Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus. Neste trabalho, os autores
conseguiram maior biodisponibilidade e taxa de retengdo do antibidtico, além
de prevenir a recristalizagao da droga.

Outro importante beneficio atribuido a vetorizagdo de farmacos
oculares é a reducdo de dose. Liu e colaboradores (2016) conseguiram
significativa reducdo na dosagem da ciclosporina no tratamento topico da
sindrome do olho seco, com valores na ordem de 50 a 100 vezes.

Especificamente no tratamento da CIB, Maia (2015), com o uso de
cloxacilina nanoencapsulada em particulas de PCL revestida de quitosana para
uso tépico, quando comparado com o grupo controle, conseguiu uma chance

9,64 vezes maior de cura microbioldgia.

2.4. Caracterizacao de nanoparticulas

Existem diversas técnicas de caracterizacao utilizadas para caracterizar
nanoparticulas, tais como espalhamento de luz dindmico (DLS), microscopia
eletrbnica de varredura ou transmissao, microscopia de for¢ga atdémica (AFM),
espectroscopia de infravermelho ou Raman, dentre outras. Contudo, nesse
trabalho foram utilizadas apenas as técnicas de caracterizagado por AFM e DLS
para assegurar o carater nanométrico da formulagdo, uma vez que esta ja foi

caracterizada durante seu desenvolvimento (Castanheira, 2012).

2.4.1. Espalhamento dinamico de luz

A realizacdo de medida de tamanho de particula em suspensao pode ser
dada pela técnica de espalhamento dinamico de luz (do inglés DLS-Dynamic
Light Scattering), cuja obtengcdo de dados ocorre a partir da medida do
Movimento Browniano de uma particula em um meio aquoso. Considerando
que a medida do tamanho de uma particula é inversamente proporcional a sua
movimentacgao, a determinacao do raio hidrodinamico ocorre pela correlagdo do

tempo das flutuagdes de intensidade de Iluz espalhada quando as
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nanoparticulas sédo iluminadas por um feixe de luz monocromatico (LEGRAND
et al., 1999), (figura 4). Essas flutuagdes na intensidade de luz espalhada sao
relacionadas a velocidade de difusdo das particulas, fornecendo coeficientes
de difusdo. Estes coeficientes s&o utilizados para fornecer a distribuigdo de raio
hidrodindmico do material particulado em suspensdo (LEGRAND et al.,
1999)

Feixe do laser

A maioria dos feixes de luz
passam sem se espalhar

-‘*‘i f“i Intensidade moderada

Detector

A luz espalhada chega até o detector

Figura 4: Esquema representativo do processo de espalhamento dindmico de luz (LEGRAND
etal., 1999).

No caso de formulagdes farmacéuticas, a determinacdo da distribuicao
de tamanho do material particulado € de grande importancia na predigdo de
sua estabilidade, uma vez que particulas com mais de 500 nm de didmetro,
sofrem maior interferéncia da forca da gravidade, sedimentando ou cremando.
Adicionalmente, o tamanho da particula influenciar a biodisponibilidade de um
farmaco vetorizado (SCHAFFAZICK et al., 2003; CHO et al., 2013).

O potencial Zeta € o potencial elétrico no plano hidrodinamico de
cisalhamento e é dependente da superficie da particula, do dispersante, sendo
afetado pelo pH ou forga i6nica do meio (FLORENCE e ATTWOOD, 2003). Sua
obtencéo é dada a partir da técnica de mobilidade eletroforética das particulas
quando submetidas a um campo elétrico.

A velocidade de deslocamento é dependente da carga superficial, raio
hidrodindmico e viscosidade do meio, assim, em um meio continuo, a relagao
carga/tamanho é que determinara a velocidade e a direcdo de deslocamento
entre os polos (FLORENCE e ATTWOOD, 2003). Valores de moddulo
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superiores a 30 mV sugerem estabilidade coloidal por repulsao eletrostatica,
enquanto valores de modulo inferiores a 30 mV, sugerem baixa estabilidade da
formulagdo (FLORENCE e ATTWOOD, 2003; CHO et al., 2013). No que tange
uma formulagdo mucoadesiva catibnica, a intensidade da forga da interacao
eletrostatica esta relacionada a potenciais Zeta positivos elevados, os quais
tendem a interagir mais facilmente com os grupos funcionais negativamente
carregados dos acidos sialico ou sulfénico presentes no glicocalix da superficie
mucosa (COSTA et al., 2016).

2.4.2.Microscopia de forga atobmica (AFM)

O principio da técnica de AFM baseia-se na varredura da superficie da
amostra por uma ponta de prova com alguns micras de comprimento, com
constante elastica conhecida e ponto de contato com alguns poucos
nanémetros de diametro. A obtencdo da imagem €& conseguida pela geragao de
“pixels” (pontos), produzidos pela deflexdo de um feixe de laser que incide na
face posterior da ponta de prova, quando em contato com a superficie da
amostra tem sua posicdo no detector alterado. Isso proporciona alta resolucao
atbmica, tanto lateral quanto vertical, na exploracdo de superficies de
diferentes naturezas (metais, peliculas orgénicas, polimeros, amostras
biolégicas em sistemas condutores e isolantes) (FERREIRA e YAMANAKA,
2006). A técnica de AFM, é realizada por trés modos de operagao distintos
(figura 5): contato, ndo-contato e contato intermitente (“tapping”), levando-se
em conta a forma de interagdo da ponta com a amostra (FERREIRA e
YAMANAKA, 2006).
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Cantilever
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Figura 5: Representagcdo esquematica dos modos de operagado em AFM: (a) modo contato, (b)
modo nao-contato e (c) modo intermitente (FERREIRA e YAMANKA, 2006).

No modo de contato, o cantilever € mantido a poucos angstrons de
distdncia da superficie da amostra, quando as forcas interatdmicas séo
repulsivas. No modo nao contato, o cantilever € mantido a uma certa distancia
da amostra, quando as forgas interatdmicas sao atrativas. E, o0 modo contato
intermitente é similar ao nao-contato, exceto pelo fato de que a ponta, em
ressonancia, fica mais préxima da amostra, de forma que tenha um contato
intermitente. Este método de trabalho é utilizado para contornar as limitacées
impostas pelo modo de contato, uma vez que este minimiza possiveis
deformagbdes que esta opgdo de modo de trabalho pode gerar na amostra
(FERREIRA E YAMANAKA, 2006).

2.5. Extracao de analitos

O preparo da amostra e sua consequente extracdo da matriz biolégica
compreende etapa critica para o desenvolvimento e validacdo de um método
analitico, pois minimiza interferentes da matriz durante a analise, proporciona
uma maior reprodutibilidade do método analitico e assegura uma vida util maior
para o equipamento (PRESTES et al., 2011).

O processo de extracdo de um analito para analises cromatograficas é
realizado por diversas técnicas, como por exemplo: 1) Extracdo em fase sdlida,
na qual a amostra é colocada em contato com diferentes sorventes em
cartuchos, onde, por diferenga de afinidade, o analito é separado; Il) Extragédo
em fase solida dispersiva, que possui principio semelhante ao da extracdo em
fase solida. Contudo, neste caso, o sorvente que é adicionado a amostra,

seguido de homogeneizacao para permitir uma interacdo mais uniforme com
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seus componentes; Ill) Na extracao liquido-liquido é realizada a particdo dos
componentes da amostra em dois liquidos com polaridades distintas
(normalmente, uma fase aquosa e uma orgénica). Por afinidade, o analito &
separado em uma das fases ou para a nova mistura (Qquando as fases séo
misciveis). IV) Outros métodos, como por exemplo, a extragdo com fluido
supercritico e a extragdo com membranas sélidas, que séo utilizadas para o
isolamento de analitos, porém possuem a desvantagem de serem poucos
versateis para diferentes matrizes biolégicas (QUEIROZ et al., 2001).

A extracdo em fase solida é feita em quatro etapas: |) ativagdo do
sorvente; Il) condicao do sorvente de eluicdo com o solvente da amostra; Ill)
percolagdo da amostra; IV) eluicdo do analito com o solvente adequado
(LANCAS, 2004; CALDAS et al.,, 2011). Por ser um ponto critico, atencéo
especial é dada na escolha do sorvente utilizado, sendo os mais comuns os
C18, C8, carbono grafitizado, dentre outros (DA SILVA, 2016). Esse tipo de
extracdo apresenta praticidade e versatilidade para uma série de amostras
bioldgicas, por isso é usado comumente em rotinas laboratoriais. Todavia, os
cartuchos apresentam elevados custos (QUEIROZ et al., 2001). A extragdo em
fase solida dispersiva possui muitas semelhancas com a extragao em fase
so6lida tradicional, como por exemplo o tipo de sorvente utilizado em ambas e
sua eficiéncia (CABRERA et al., 2012), porém, apesar de ser mais barata
também é mais laboriosa.

Dentre as técnicas supracitadas a extracao liquido-liquido se destaca
por ser uma técnica simples e de ampla aplicabilidade, visto que s&o utilizados
diversos solventes com polaridades bem distintas, permitindo dessa forma um
amplo espectro de possibilidades de extragbes. Sua eficiéncia é determinada
pela afinidade do analito por algumas dessas fases, pelas razdes de
concentracao dos solventes utilizados na extracédo e pelo numero de extragdes
realizadas (QUEIROZ et al, 2001). Esta técnica apresenta algumas
desvantagens tais como: possivel solubilidade do analito em ambas as fases,
necessidade de solventes com elevado grau de pureza, redugao da vida util da
coluna cromatografica e necessidade de grandes volumes de solvente para a
realizacdo das extragbes (YOSHIDA et al.,1999; DA SILVA, 2016). Contudo,
esses problemas sdo contornados quando esta técnica € combinada com

etapas de limpeza da matriz biolégica, para prover uma amostra livre de
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impurezas e sao utilizados equipamentos que nao necessitam de grandes
volumes de amostra para analise, como no caso do UPLC (PRESTES et al.,
2009, KINSELLA et al., 2009). Estes autores ressaltam que etapas de limpeza
bem realizadas aumentam a vida util do equipamento e de seus consumiveis.

Em relagdo ao processo de purificagdo das matrizes bioldgicas, o
processo mais frequentemente utilizado é a precipitacdo de proteinas pela
adicdo de solventes orgénicos, seguido de sua remog¢do por centrifugagcéo
(PRESTES et al, 2013; JANK et al, 2015). A etapa de clareamento de matriz &
tdo importante, que muitas vezes é empregada em diferentes etapas do
processo de extragdo (DE OLIVEIRA et al., 2014; GARCIA et al., 2015; DA
SILVA, 2016).

2.6. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas

A cromatografia liquida € uma técnica de separagcdo de componentes
presentes em uma amostra. A separagdo acontece em decorréncia de
diferencas nas propriedades fisico-quimicas dos componentes da amostra, os
quais interagem distintamente com as fases estacionaria e mével, promovendo
a eluicdo do analito em funcédo de seu tempo de retengdo (HARVEY, 2000).
Essa técnica, além de ser ideal para a separagao, também é utilizada para
identificar e quantificar uma substancia em uma mistura complexa (COLLINS,
BRAGA e BONATO, 2006). Os parametros cromatograficos mais relevantes a
serem considerados sao: preparo da amostra; volume de inje¢cdo; composigao
e gradiente da fase movel; fluxo da fase modvel; tipo de fase estacionaria;
temperatura da coluna; e tipo de detector (HARVEY, 2000; SNYDER e
KIRKLAND, 2010).

Existem varios tipos de detectores disponiveis para analises quimicas,
como por exemplo Ultravioleta (UV), Arranjo de fotodiodos (DAD),
Fluorescéncia, espectrdmetro de massas, entre outros. O critério de escolha do
detector a ser utilizado depende das caracteristicas quimicas do analito, da
finalidade da analise e do limite de quantificagdo que se objetiva alcancgar
(SNYDER e KIRKLAND, 2010; LIU, Z.Y, 2012). Para atender os limites de

deteccdo e quantificagdo dos residuos em matrizes biolégicas preconizados na
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legislagao brasileira pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, &
necessario a utilizacdo de um detector de alta seletividade, sensibilidade e
robustez (LIU, Z.Y, 2012, POZO et al., 2006; MAPA, 2011). Neste contexto, a
espectrometria de massas € a melhor op¢ao para atender estes pré-requisitos,
identificando e quantificando o analito de interesse em concentragdes na faixa

de nanogramas por mililitro (RATH et al., 2015).

2.6.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica instrumental para identificar
e quantificar compostos pela determinagao direta da massa molecular. Quando
o espectrOmetro de massas esta acoplado em um sistema cromatografico
possui elevada capacidade quantitativa. Por sua vez, na auséncia de um
cromatégrafo, apresenta apenas capacidade de identificagdo qualitativa
(HOFFMAN e STROOBANT, 2007). Dentro do espectrometro, os compostos
sdo ionizados e separados por meio de um campo eletromagnético, de acordo
com sua relagdo massal/carga (m/z), provocando excitacdo do detector e
formagdo de um espectro (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005;
HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Em termos de analises quantitativas, a espectrometria de massas é uma
das ferramentas mais versateis e robustas, principalmente na conformacéao
tandem (i.e. analisadores de massas em sequéncia) (GENTILLI, 2005; HAN et
al., 2015). Nessa configuracéo € gerado um ion tipico do analito, denominado
ion precursor, o qual é fragmentado, em ions com relagdo massa/carga
menores denominados ions fragmentos, para entdo, confirmar a molécula e
quantifica-la (SKOOG et al., 2006). E possivel separar substancias que
apresentem a mesma massa molar nominal e diferencia-las em mais de um
analito (THURMAN et al., 2013). Esse tipo de analise ocorre devido ao tipo de
analisador de massas que o espectrdmetro possui € ao seu principio de
funcionamento (SKOOG et al., 2006; HOFFMAN e STROOBANT, 2007). Todo
espectrobmetro de massa € composto por: |) Fonte de ionizacédo (Fl), camara
de ionizacdo das amostras; Il) Analisadores de massa: individual ou em
sequéncia (tandem); Ill) Cela de colisdo (apenas no tandem), local no qual

ocorre a fragmentacao dos ions através de sua colisdo com gases inertes (Ar,
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He ou N2); IV) Detector e amplificador de sinal, local onde os ions e seus
fragmentos séo detectados e seus sinais sdo amplificados para a formagao dos
espectros (SKOOG et al., 2006; HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

De forma geral, existem diversos tipos de espectrometros de massas,
com variados tipos de fonte e de analisadores de massa, cujo o principio de
funcionamento sao distintos. Os analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ) e
time of flight (TOF) sdo os mais frequentemente utilizados. Quando
comparados, entre si, enquanto o primeiro apresenta elevada sensibilidade e
baixa resolugcdo, o segundo apresenta alta resolugdo e baixa sensibilidade
(LIU, 2012). Por essa razdo o QgQ € mais utilizado para ensaios de
quantificacédo, enquanto o TOF € mais utilizado para identificacdo de moléculas
(CHIARADIA, COLLINS e JARDIM, 2008; LI et al., 2016; THOREN et al.,
2016). Dentro deste contexto, os UPLC-MS/MS em sistema QqQ apresentam o
melhor desempenho para analises quantitativas e confirmatérias de residuos
de farmaco veterinario em tecidos animais (GENTILLI, PERRET e
MARCHESE, 2005; HIRD et al., 2014).

2.6.2. Fonte de ionizagao

Existem diversos tipos de fontes de ionizagao (figura 6), cada qual com
uma particularidade, pois estas apresentam mecanismos de ionizagcdo e
intensidade de ionizagao distintos, com especificidades para analitos que
possuem propriedades fisico-quimicas diferentes. (HOFFMAN e STROOBANT,
2007).
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Figura 6: Principais tipos de fontes de ionizagao e suas especificidades em espectrometria de
massas (SLOBODNFK E BRICKMAN, 1999; REBELO, 2014).

As duas fontes mais utilizadas em espectrometria de massas acopladas
a cromatografia liquida sdo a ESI (“Electron Spray lonization”) e APCI (“
Atmospheric Pressure Chemical lonization”). Estas duas fontes trabalham de
forma complementar, sendo a ESI, de carater mais universal e como maior
eficiéncia para ionizar compostos mais hidrofilicos, enquanto que a APCI é
mais eficiente na ionizagdo de compostos com maior hidrofobicidade
(HOFFMAN e STROOBANT, 2007; LIU, 2012).

O principio de funcionamento da fonte ESI| se baseia na ionizacdo do
analito, que passa por um capilar metalico mantido sob alta voltagem antes de
atingir a camara de ionizagdo. Nesta, um campo elétrico induz a formacéo de
um spray a partir de uma gota em formato cbénico na ponta do capilar. As
goticulas carregadas, sob atmosfera de gas inerte (usualmente N2) e
temperaturas elevadas, perdem solventes, produzindo o ion quasi-molecular
que é direcionado para o analisador de massas (HO et al, 2003; HOFFMAN e
STROOBANT, 2007). Outro detalhe importante desse tipo de fonte, & sua
branda intensidade de ionizag&o, gerando menor niumero de quebras durante a
ionizagao dos ions precursores (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Para tentar explicar o principio de ionizacao da fonte ESI existem dois

modelos tedricos. O primeiro € o de Carga Residual, cujo principio se da pela
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evaporagao das goticulas apés a formagao do spray, desencadeando a perda
de volume e consequente aumento da carga superficial, com subsequente
instabilidade do sistema devido as forgas de repulsao das cargas. Isso faz com
que as goticulas se fragmentem até atingirem o tamanho de cerca de 1 nm,
contendo o ion quasi-molecular. Este fenbmeno é denominado de Exploséo
Coulémbica. Por sua vez, o outro modelo tedrico, denominado de Volatilizagao
do fon, tem como principio basico a formacéo do ion quasi-molecular a partir da
carga das gotas da nebulizacdo eletrostatica geradas na ponta do capilar da
ESI, quando as gotas atingem um diametro de 20 nm (HO et al, 2003;
HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

A fonte APCI promove a ionizagao do analito sob pressao atmosférica
quando este colide com uma fonte ions de primarios (e.g. N2, NHs, CO, ...)
presentes na fonte. Esse tipo de fonte apresenta a vantagem de gerar menos
fragmentos no espectro, facilitando a detecgdo de alguns ions moleculares por
promover uma fragmentagdo mais branda do analito, servindo como técnica
complementar a outros tipos de fragmentagdo. Majoritariamente, os
mecanismos de ionizagdo ocorrem de trés formas: transferéncia de prétons (A
+ GH*— AH*+G), formacédo de adutos (solvatagdo do analito pelos gases) e
transferéncia de carga (Ge + e — Ge™ + 2e™ / Ge'+ +A — A" + Ge), onde A é
o analito, G é o gas, “e” € um elétron e “ representa um fragmento (HOFFMAN
e STROOBANT, 2007).

2.6.3. Analisador de massas

Apos a ionizagdo, os analitos sao conduzidos para o interior do
analisador de massas sob alto vacuo, onde podem ser selecionados,
focalizados e/ou fragmentados de acordo com o seu valor de m/z
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005; SKOOG et al., 2006).

Existe uma variedade de analisadores de massa, tais como o
Quadrupolo, ion trap e de Time of flight cada qual com uma especificidade para
um tipo de analise, em fungado da dindmica de funcionamento e de separagao
de ions (HOFFMAN e STROOBANT, 2007). Os analisadores do tipo triplo
quadrupolo (QgQ) e time of flyght (TOF) sdo os mais frequentemente utilizados,

devido ao fato de apresentarem caracteristicas singulares para analises de
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identificacdo e quantificacdo em matrizes biolégicas (EL-ANEED et al., 2009),
tais como elevada sensibilidade para o triplo quadrupolo e elevada seletividade
para o TOF. Comparativamente, enquanto o primeiro apresenta elevada
sensibilidade e baixa resolugdo o segundo é de alta resolugdo e baixa
sensibilidade (LIU, 2012). Por essa razdo o QgQ € mais utilizado para ensaios
de quantificagdo, enquanto que o TOF é adotado para identificagdo de
farmacos (CHIARADIA, COLLINS e JARDIM, 2008; LI et al., 2016; THOREN et
al., 2016). Atualmente, os UPLC-MS/MS em sistema QgQ apresentam o
melhor desempenho para analises quantitativas e confirmatérias de
substancias em matrizes bioldgicas, enquanto os analisadores do tipo QTOF
proporcionam o melhor desempenho para anadlises qualitativas e de
identificacdo destas substancias (GENTILLI, PERRET e MARCHESE, 2005;
HIRD et al., 2014, BOESL, 2017).

O analisador de massas do tipo quadrupolo € um dispositivo que usa a
estabilidade das trajetorias entre dois pontos de ions expostos a campos
elétricos oscilantes para separa-los em fungdo de suas relagbes massa/carga
(m/z) (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

A composicao de um quadrupolo é constituida por dois pares de barras
cilindricas (eletrodos) dispostos paralelamente ao eixo X e eixo Y, nos quais
um campo elétrico é aplicado alternadamente entre os pares de eletrodos. Os
campos elétricos gerados induzem os ions a realizarem uma trajetéria
helicoidal durante a passagem pelos eletrodos. Por radiofrequéncia, as
intensidades dos campos elétricos sao controladas, o que permite a separagao
dos ions quasi-moleculares por sua relagdo m/z, para posterior fragmentagéo
(quando for o caso) e detecgao (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005;
SKOOG et al., 2006; HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

O analisador de massas do tipo triplo quadrupolo, é constituido por trés
quadrupolos dispostos em séries, cada um responsavel por executar uma
funcdo. O primeiro quadrupolo (Q1) é responsavel pela selegdo do ion de
interesse, ou o ion precursor (ion pai), o segundo quadrupolo (Q2),
denominado também de cela de colisdo, possui a fungao de fragmentar o ion
precursor, fazendo com que o ion precursor se choque com um gas inerte
(geralmente, Ar, He ou N2) presente na cela, desencadeando a formacgéo de

ions provenientes dessa quebra (ions filhos), dada uma energia de colisdo
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especifica e por fim, o terceiro quadrupolo (Q3) é responsavel pela selegéo e
focalizagdo dos ions tanto precursores quanto os ions gerados na cela de
colisdo para o detector do espectrdbmetro de massas. (SKOOG et al., 2006;
HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Em condicao de trabalho de quantificacdo, os analisadores do tipo triplo
quadrupolo, apés selegado do ion precursor (Q1), quando fragmentado na cela
de colisdo (Q2), gera um grupo de fragmentos filhos, dependentes das
condigdes de fragmentacdo. Pela selecdo de um par desses fragmentos no
terceiro quadrupolo (Q3), define-se um ion de quantificagcdo e outro para ser o
ion qualificacdo (HOFFMAN e STROOBANT, 2007). Esse critério € definido
pela intensidade de sinal e pela relagao sinal/ruido da analise, fazendo com
que esta etapa seja crucial para alta sensibilidade do método quantitativo
(HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Esse tipo de equipamento possibilita a adogao de modos de analise
distintos de acordo com o objetivo analitico, tais como: a) Fullscan, onde
consegue-se visualizar os ions presentes dentro de faixa de relagdo m/z pré
determinada; b) MRM (Multiple Reaction Monitoring), na qual o equipamento
monitora as transicdes de m/z presentes no ensaio a partir da selecdo de um
ion precursor pré-estipulado; c) Parent scan, analise que permite identificar o
ion precursor a partir de um ion fragmento; e, d) Daughter scan, agao
semelhante ao modo Parent Scan, porém identifica-se o ion a partir de um ion
precursor (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

A sensibilidade dos QgQ é tao elevada que esta técnica é considerada
como padrdo ouro para detecgcdo de residuos em alimentos, estudos de
farmacocinética (MAPA, 2011; King et al., 1999) e exames “anti-dopping” em
atletas (REDDY et al., 2009). Para exemplificar a capacidade quantitativa de
uma analise realizada em um UPLC-MS/MS QqQ, Da Silva (2016) conseguiu
limite de quantificacdo (LOQ) da cloxacilina na matriz leite de 1 ppb. Por sua
vez, Garcia et al. (2015) também validaram um método para quantificacdo de
B-lactamicos em leite e obteve-se um limite de quantificagcao de 2 ppb para este
grupo de farmacos. Reddy e colaboradores (2009) encontraram valores para
LOQ de 0,5 ppb para exames antidoping de carboxifenesterida e valores de 1-5

ng/mL para outros farmacos. Ja o Danafar validou um estudo de
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farmacocinética para o hidrocloreto de clonidina que obteve um LOQ de 0,01
ppb.

O analisador de massas do tipo Time of flight mede o tempo que os ions
levam para serem deslocados entre a fonte e o detector. Detalhadamente, os
ions sdo expelidos da fonte por uma lente de focalizagao, passando por uma
regido de aceleracdo provocada por uma diferenca de potencial entre o
eletrodo e o gride de extragdo. Nessa etapa sao formados campos elétricos até
que os ions atinjam a mesma energia cinética, para entdo chegarem em uma
regido livre de campos elétricos chamada de tubo de voo. Neste, os ions séo
separados em funcao de diferengas em sua relagcdo m/z, e consequente tempo
de inércia diferente, para entdo chegar ao detector (HOFFMAN e
STROOBANT, 2007). A resolugdo do TOF é determinada pelo tamanho do
tubo de voo, sensibilidade do detector e capacidade de processamento de
dados (BOESL, 2017). Segundo o autor, em equipamentos do tipo TOF
consegue-se resolugdo m/z de 10%, enquanto o sistema QQqQ consegue
resolugdo de 1072, contudo a auséncia de separagdo de ions imputa menor

sensibilidade ao sistema TOF, quando comparado ao QqQ.

2.7. Validagao de métodos analiticos

A validagao é um estudo experimental utilizado para demonstrar que o
procedimento analitico é adequado a finalidade proposta, assegurando
confiabilidade dos resultados obtidos. Portanto, constitui o primeiro nivel e a
melhor ferramenta para garantir a qualidade de uma analise quantitativa.

Segundo a International Conference Harmonization (1996), modificagdes
nas formulacbes farmacéuticas interferem no desempenho dos métodos
analiticos de matrizes complexas. Visando a seguranga alimentar do
consumidor final e do préprio animal, em estudos de residuos de
medicamentos veterinarios e de farmacocinética, para toda nova formulacao
farmacéutica, sempre é necessario validar os métodos analiticos nas diferentes
matrizes biologicas (MAPA, 2011).

Internacionalmente, a principal regulamentagdo dos procedimentos

analiticos para validagdo de um método € normatizada pelo ICH, por meio do
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qual representantes das industrias e agéncias reguladoras dos Estados Unidos,
Europa e Japao definiram parametros, requerimentos e, em alguns casos,
também metodologias para validacdo de métodos analiticos. De forma geral, o
ICH estd em concordancia com Food and Drug Administration (FDA), a
International Organization for Standardization (ISO) e a International
Cooperation on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Veterinary Medicinal Products (VICH, 2015).

No ambito nacional, existem trés agéncias que regulamentam os
procedimentos a serem adotados durante a validacdo do método analitico, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Instituto Nacional de
Metrologia, Normatizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Apesar de existir
intercomunicacdo entre estas agéncias, apenas o MAPA regulamenta os
procedimentos de validacdo a serem adotados para medicamentos de uso
veterinario.

Para validar um método analitico, é preconizado a realizagdo das
etapas: seletividade, especificidade, linearidade, precisao, limite de deteccéo,
limite de quantificagéo, exatidao e robustez (ICH, 1996; MAPA, 2011), seguindo
um mapa decisoério pré-definido (Figura 7). Os parametros e os critérios de
validagcao aplicaveis as determinacbes dos analitos devem levar em
consideragao o nivel de concentracdo de interesse, ou o limite maximo
permitido por legislagdo, limite maximo de residuo (LMR), teor maximo de
contaminante/analito (TMC), para que alguma decisao seja tomada (MAPA,
2011).



'f IMICID q\'
. J
-,

Reotimizar o
procadimento
analltico.

f

Parar o uso do
procedimentos na
rotina.

Causa do
descontrole
encontrada.

Procedimento
novamente

sob controle.

Desenvolver o procedimento
analitico
¥
Otimizar o procedimento
analltico
Validagao do
FIFC-:‘I:E'dIFI-'IET'ITD
analitico otimizado. *Raver
Ver Figura 3 ritérios
de
validacao
,__,.e-"'" Procediments  _ N30
T validado T i’i
T O procedimento
sim analitico nd3o pode
— ser usado na rotina
sim Utilizacao do
-—

procedimento
\>J_‘ analltico na rotina

Dwurante a rotina:
1. Fazer controles
periddicos com
amostras de
controle.
2. Construir cartas
de controle.

Procurar a causa da
falta de controle
estatlstico do
procedimento

P

= sobre controle
N30 " estatistico

"”"i Procedimento H

38

Figura 7: Fluxograma das etapas basicas de desenvolvimento, validacdo e controle de um

procedimento de analitico (MAPA, 2011).

2.7.1. Seletividade e Especificidade

Seletividade e especificidade sao os primeiros critérios para serem

avaliados em um método analitico. Consiste na capacidade do método em
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fornecer sinais ou respostas que estdo livres de interferéncias, garantindo
resultados verdadeiros. Ou seja, é verificado se a medigao realizada pelo
sistema & capaz de fornecer valores para um ou mais analitos mensurados, tal
que os valores de cada analito seja independente um do outro (ICH, 1996;
MAPA, 2011).

2.7.2. Linearidade

Linearidade é a capacidade do procedimento analitico, dentro de um
intervalo de concentracdo especificado, expressar resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra. Para tanto, constréi-se
uma curva de calibracdo com pelo menos cinco niveis de concentracao, todos
em triplicata (ICH, 1996; MAPA, 2011).

Para assegurar que a curva de calibracdo esta aceitavel, também é
necessario avaliar o coeficiente de colinearidade, a cedasticidade dos dados e
a presenca de valores discrepantes (MAPA, 2011; RATH, MARTINEZ-MEIJA e
SCHODER, 2015).

2.7.3. Precisao

A precisdo € uma estimativa da dispersao de resultados entre varios
ensaios independentes, feitos com uma mesma amostra ou com padrées em
condigdes definidas. Essa estimativa expressa o grau de concordancia entre
uma série de andlises de uma mesma amostra, em um mesmo método
analitico. Este procedimento € realizado em duas etapas: repetitividade
(intradia e interdia) e reprodutibilidade, quando necessario (ICH, 1996). Os
resultados obtidos sdo expressos em termos de desvio padrao e coeficiente de

variacao.

2.7.4. Limite de Deteccao e Quantificagao

O limite de detec¢cdo do método € definido como a concentragcdo na qual
€ possivel detectar a presenca do analito dentro de um intervalo estatistico. O

LD pode ser obtido pela equagao:
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LD =3 o/S
Onde o € o erro padrdo da curva de calibragdo e S é coeficiente angular da
curva de calibragao.

A determinacdo do LD também pode ser realizada pela relagao
sinal/ruido, define-se o LD como sendo 3 vezes o valor da razao do sinal/ruido
do equipamento (MAPA, 2014).

O limite de quantificacao, € considerado como sendo a propriedade do
método de mensurar quantitativamente a menor concentragcdo do analito na
amostra (FDA, 2011). Essa determinagao é calculada por meio de dados da

curva de calibragdo utilizando a equagéo:

LQ =10 0o/S
Onde o é o erro padrao da curva de calibragdo e S é o coeficiente angular da
curva de calibragao.

A determinacédo do limite de quantificagdo também é realizada com base
na relacao sinal/ruido do equipamento, nesse caso o LQ ¢é definido por um sinal
dez vezes superior ao ruido da analise (FDA, 2011; MAPA, 2011). Outra forma
de determinar o LQ ¢é pelo ultimo nivel da curva de calibragdo. Esses valores
devem exceder menos que 5% em relacdo ao sinal do branco e apresentar

coeficiente de variagdo menor que 20% (FDA, 2011).

2.7.5. Exatidao

A exatiddo, também denominada de acuracia, verifica a recuperagao
quantitativa do analito apds o processamento da amostra, ou seja, a exatidao
mensura o grau de concordancia entre o valor determinado pelo equipamento e
o valor real do analito na amostra (ICH, 1996; MAPA, 2011). O calculo da
exatiddo é feito pela relacdo entre a concentracdo mensurada pelo
equipamento e a concentracdo tedrica, com valor final expresso em
porcentagem (MAPA, 2011).
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2.7.6. Robustez

O estudo da robustez de um procedimento analitico tem o objetivo de
avaliar a capacidade do método de se manter preciso e exato mediante
pequenas variagdes durante o procedimento analitico (MAPA, 2011). Para isso,
sao identificados pelo menos trés parametros criticos no procedimento de
analise e, empregar variagbes controladas nesses parametros de modo a
definir o quéo robusto € o método analitico. Usualmente, definem-se variagdes
dos parametros analiticos e os resultados sdo submetidos a analise estatistica
pelo teste Fisher (ICH, 1996; MAPA, 2011).
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3. Objetivo geral

Desenvolver e validar um método analitico para quantificar a Cloxacilina
Benzatina de formulagao farmacéutica (nanoparticulada) em plasma bovino por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em sistema

tandem, testando-o in vivo.

3.1. Objetivos especificos

e Preparar e caracterizar por AFM e DLS uma formulagédo de cloxacilina
benzatina nanoparticulada e mucoadesiva.

e Desenvolver e validar um método analitico para quantificar a Cloxacilina
Benzatina de formulagdo farmacéutica (nanoparticulada) em plasma
bovino.

e Identificar e quantificar cloxacilina benzatina no plasma de bovinos
experimentalmente tratados com formulagao farmacéutica de cloxacilina

nanoencapsulada em particulas mucoadesivas.
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4. Materiais e métodos

4.1. Reagentes

Os reagentes utilizados para o experimento foram adquiridos na sigma
metanol grau analitico (Sigma); metanol grau LC-MS (Sigma); acetona grau
analitico (Sigma); acetonitrila grau LC-MS (Sigma); agua MilliQ®; span 80®
(Sigma); miglyol ® 812N (Sasol); poloxamer 188® (Sigma); poli-e-caprolactona
- PCL (CAPA 6500, M.Kassab), quitosana (Sigma), cloxacilina sédica 297%
(Sigma); cloxacilina benzatinica (Hebei Huari Pharmaceuticals CO. LTD,

China); dicloxacilina monohidratada 298,5% (Sigma).

4.2. Preparo da formulagao de Cloxacilina Benzatina

Nanoencapsulada

O preparo da formulacdo farmacéutica contendo nanocaspulas
mucoadesivas de Cloxacilina benzatina foi realizado utilizando a técnica de
precipitacdo interfacial, seguindo metodologia descrita por Mosqueira e
colaboradores (2011). Inicialmente, foi produzida uma solugdo de PCL na
concentragao (0,6% (p/v)) em acetona e metanol (7:3). Apos a solubilizagdo da
PCL, foi adicionado a solugdo o Mygliol na concentragdo de 2% (v/v),
surfactante monooleato de sorbano (Span® 80) e finalmente a Cloxacilina
benzatina na concentracdo de (1 mg/mL). A fase orgénica (FO) preparada
correspondeu a 30% da formulacdo final. Paralelamente, foi solubilizado a
quitosana 1mg/mL em agua Milli-Q ® acidificada com &cido acético (pH final de
5,8), seguida da adicao de poloxamer 188, sob agitacdo magnética na
concentragéo de 0,6% (p/v), para formar a fase aquosa (FAQ). Apos o preparo
das duas fases verteu-se lentamente a FO na FAQq, e a suspensio formada foi
mantida sob agitacdo magnética por 10 minutos a 550 rpm. Posteriormente, o
solvente foi removido a pressdo reduzida em evaporador rotativo (Tecnal,

Brasil), sob temperatura de 40 °C.
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4.3. Caracterizagao fisico-quimica da nanoparticula.

O tamanho e o potencial Zeta das nanocapsulas em suspensao foram
determinados por Dynamic light scattering (DLS) e Microeletroforese associada
a anemometria de Laser Doppler, para tanto foi utilizado o equipamento
Zetasizer Nano ZN (Malvern Instruments, Inglaterra).

A analise morfoldgica das nanocapsulas foi realizada por Microscopia de
Forca atdbmica, em temperatura ambiente, utilizando-se o equipamento de
EasyScan 2 (NanoSurf, Sui¢ca). Uma amostra de nanoparticulas foi depositada
sobre a mica e seca em dessecador a temperatura ambiente. As analises
foram realizadas com um cantilever Tap 190AI-G (BudgetSensor), no modo de

operagao contato intermitente.

4.4. Identificagao e quantificagao da cloxacilina benzatina

e de dicloxacilina

Os ensaios foram realizados no laboratério de nanotecnologia da
EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora - Minas Gerais, em um cromatografo
de modelo UPLC Acquity (Waters Inc., EUA) equipado com pré-coluna
Vanguard C18 e coluna BEH-C18 1,7um e 100mm de comprimento (Waters
Inc., EUA), acoplado ao espectrdbmetro de massas modelo MS XEVO-TQS
micro (Waters Inc., EUA) equipado com fonte Electron spray (ESI) e analisador

de massas do tipo triplo quadrupolo.

4.4.1. Identificacdao do ion precursor da cloxacilina e do

ion precursor de dicloxacilina

As condicbes espectrométricas utilizadas para identificar o ion precursor
da cloxacilina foram definidas por infusdo continua de uma solugdo de 10
ng/mL de cloxacilina sodica e 100 ng/mL de dicloxacilina em metanol.
Utilizando o software MassLynx, foram definidas as seguintes condigdes
analiticas: modo de ionizagdo negativo; voltagem do capilar 3,0 kV; potencial
cone 20 V; temperatura de dessolvatacdo 450°C; fluxo do gas de

dessolvatagdao 810 L/min; fluxo de gas no cone 150 L/hr; energia de colisdo
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para formagdo do ion fragmento (390m/z) 8V, o qual representa o ion
qualificador devido a presenca de uma relagao sinal ruido e intensidade de
sinal menor ; e energia de colisdo para formagéo do ion fragmento (293m/z)
14V, sendo este o ion quantificador por apresentar uma relagao sinal/ruido e
intensidade de sinal mais elevados.

Ja em relacao as condi¢des espectrométricas para identificagao do ion
precursor da dicloxacilina foram determinados as mesmas condicbes a da
cloxacilina, porém para se identificar o ion precursor e seus fragmentos foram
utilizados energias de colisdo diferentes, encontrando (468 m/z) o ion
precursor, € seus fragmentos com as respectivas energias de colisdo, (327,0

m/z) 8V, sendo este o ion quantificador e (291,0 m/z) 16V o ion qualificador.

4.4.2. Parametros cromatograficos

As condi¢gbes cromatograficas utilizadas para identificar e quantificar a
Cloxacilina foram: fluxo da fase mével 0,3 mL/min; temperatura da coluna 50
°C; fases moveis A: H20 a 0,1 % de acido formico e B: metanol; corrida em
modo gradiente sendo do tempo de 0 a 3min 50% de A e 50% de B, de 3,01
min a 4min 1% de A e 99% de B; 4.01 min a 5,00 min 50% de A 50% de B; e
volume de injecdo de 3,0 pL.

4.5. Extracao da Cloxacilina Benzatina

Para avaliar o melhor método de extracdo da cloxacilina benzatina do
plasma bovino foi realizada uma extracdo liquido-liquido comparando
diferentes composicdes de solventes, visando sobretudo aumentar a eficiéncia
de extracdo do analito. Nesta condigdao, foram avaliados, solventes, matéria
seca, relacdo solvente/amostra, e supressdo idnica. Todas as amostras de
plasma utilizadas no teste continham 10 ng/mL de cloxacilina benzatinica

nanoencapsulada e foram testadas em ftriplicata.

Solventes:
e Acetonitrila pura

e Acetonitrila-agua 9:1 v/v
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e Metanol-acetonitrila 1:1 v/v

e Metanol puro

Todos os extratos foram obtidos apds a remogao dos precipitados proteicos por
centrifugagéo (Thermo, EUA) a 22.000 G durante 8 minutos sob refrigeracéo de

5°C. As analises foram realizadas no sobrenadante.

Matéria seca: determinacdo da matéria seca dos extratos foi realizada por
diferenca de peso do extrato apds remocgao do solvente 50°C em concentrador
de amostras (Tecnal, Brasil) sob atmosfera de nitrogénio por duas horas. Para
completar a secagem, as amostras ficaram 14h em estufa de secagem a 60°C.
Relacao solvente/amostra:

e Plasmal/solvente 1:2 (v/v)

e Plasmal/solvente 1:9 (v/v)

Para o ensaio de supressao i6nica da matriz plasma bovino injetou-se,
via UPLC, o extrato de plasma branco paralelamente a infusdo de um padrao
cloxacilina em concentragado conhecida via espectrdmetro, obtendo-se, assim,
um cromatograma de supressdo, no qual pode-se identificar as zonas de

supressao.

4.6. Validacdo do método analitico de cloxacilina

benzatina.

Findado o estagio de desenvolvimento do método analitico, realizou-se
os procedimentos de validagdo seguindo as recomendacgdes do Ministério da
Agricultura e Abastecimento (MAPA, 2011).

Os procedimentos preconizados para a validagao dos métodos analiticos
consistem em definir: a seletividade, a linearidade, precisdo, os limites de

deteccéao e quantificagao, a exatidao e a robustez do método analitico.
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4.6.1.Seletividade

A avaliagao da seletividade do método analitico foi realizada a partir dos
extratos obtidos de seis amostras de plasma fortificadas na concentragdao 10

Mg/L de cloxacilina benzatina nanoencapsulada.

4.6.2.Linearidade

Foi preparada uma suspensao de nanocapsulas contendo Cloxacilina na

concentragdo de 0,1 mg/mL que foi adicionada ao plasma para obter uma
suspensao estoque na concentragdo de 1000 ng/mL. A partir da suspenséao
estoque foi feita diluicdo seriada em extrato metandlico de plasma bovino para
a preparacao da curva de calibragado nas concentracdes 1; 10; 25; 50, 75 e 100
ng/mL em triplicata, durante 3 dias consecutivos.
A normalidade da distribuicdo dos resultados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A avaliagdo da cedasticidade dos resultados em cada
nivel de concentracado foi realizada com o auxilio do teste de Levene. A
verificagdo da presenca de possiveis valores discrepantes foi feita pelo teste de
D-Cook. O indice de colinearidade foi obtido junto com curva de regressao da
curva de calibragdo (area do analito versus concentragdo) pelo método dos
minimos quadrados padronizados (ICH, 1996; MAPA, 2011; VICH, 2015).

4.6.3.Precisao e Exatidao

A precisao intradia, foi realizada avaliando a média, desvio padrao e o
coeficiente de variagao das leituras dos niveis 1; 50; 100 pg/L em sextuplicata
apés o processo de extracdo do cloxacilina nanoencapsulada do plasma
bovino. Para determinacdo da precisao interdia, o mesmo procedimento foi
realizado nos 2 dias consecutivos e com analistas diferentes (ICH, 1996). Os
resultados foram expressos em média, desvio padrao e coeficiente de variagcao
de cada nivel de concentracdo avaliado. Os valores de referéncia para

determinar a precisdo do método estao descritos tabela 01.
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Tabela 1: Valores de referéncia aceitos para determinagéo da precisdo (MAPA, 2011).

Concentragao do analito Valores aceitos de precisao Valores aceitos precisdo
(ng/mL) intradia (%CV) interdia (%CV)

<1 30 45

21<10 25 32
=10<100 15 23

=100 10 16

Para o quesito exatidao foi considerado a porcentagem de recuperagao
do analito, avaliando em nas concentragdes 1; 50 e 100 ng/mL, em triplicata.
Os resultados foram expressos de acordo com a equacgao: (ICH, 1996; MAPA,
2011; VICH, 2015):

C,-C

. = 7 ~ nf 'K].UO
j”'( Clrm'

Frec= Recuperacdo do analito apds extracéo
Cf= Concentragao medida ap6s fortificacdo da matriz branca;
Cnf= Concentracdo medida na matriz nao fortificada

Cad=Concentrag¢ao do analito puro medido na matriz branca

Os valores aceitos para definir a exatiddo do método estdo descritos na
tabela 2.

Tabela 2: Valores de referéncia para determinar a exatiddo do método analitico para cada faixa
concentracao (MAPA 2011).

Concentragao do analito (ng/mL) Valores aceitos para exatidao (%)
<1 50 a 120
21<10 60 a 120
=10<100 70a 110
=100 80a 110

4.6.4.Limite de Detecgao (LOD) e Quantificagao (LOQ)

A determinacao do limite de quantificacao foi realizada a partir da analise
de 6 extratos de plasma fortificados na concentracédo de 1 ng/mL de formulagao
de cloxacilina, executando diluigdes seriadas, até atingir as concentragbes de
1; 0,5; 0,1; 0,05; e 0,01 ng/mL. Considerou-se o LOQ quando a relagao
sinal/ruido foi superior a 10 e o LOD, superior a 3 (ICH, 1996).
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4.6.5.Robustez

A robustez foi determinada nas concentragbes 1, 50 e 100 ng/mL,
alterando duas variaveis do método, em trés niveis e em duplicata. A primeira
variavel avaliada foi o volume de inje¢ao do analito (2,9 uL; 3,0 uL; 3,1 yL) e a
segunda foi a temperatura da coluna (49°C; 50°C; 51°C). Os resultados obtidos
foram comparados estatisticamente seguindo o teste F. (ICH, 1996; MAPA,
2011).

4.7. Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM
SPSS/PC versao 17.0.

4.8. Plasma bovino

Amostras de plasma bovino foram obtidas na Fazenda Experimental da
EMBRAPA Gado de Leite localizada no municipio de Coronel Pacheco — Minas
Gerais, protocolo CEUA-EGL N°: 02/2012 (anexo 1). O plasma bovino branco
(sem a presenga de cloxacilina) foi obtido de um animal previamente
controlado, sem receber qualquer tipo de medicamento durante 90 dias.

O plasma de animais tratados com a formulagdo nanoestruturada foi
obtido a partir de ensaio realizado previamente com 6 bovinos higidos. Para
tanto, cada animal recebeu, pela via tdpica, 4,86 mg de cloxacilina por globo
ocular. Amostras de plasma foram coletadas em tubo tipo vacuo contendo
heparina sddica nos tempos (em horas): 0; 0,5; 1; 1,5; 2;4; 6; 12; 18; 24,36; 48;
72; e 96h, baseados em estudos prévios conduzidos por Daigneault e
colaboradores, 1990. Apds a coleta, o plasma foi separado por centrifugacao e

estocado a -80°C, durante todo o processo de coleta.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizagao da nanoparticula mucoadesiva de
cloxacilina benzatina

A determinagdo do tamanho médio das nanocapsulas de cloxacilina,
potencial Zeta e analise topografica por AFM foram utilizadas como parametros
para assegurar as caracteristicas da formulagao utilizadas no experimento.

Por DLS, identificou-se que as nanocapsulas apresentaram distribuicao
de tamanho variando entre 342 nm a 450 nm e potencial Zeta de +21,53 mV
em pH 5,8.

Quando avaliadas por AFM (Figura 8), verificou-se que, as
nanoparticulas apresentaram morfologia esférica e com tamanho variando
entre 280 e 600 nm, corroborando com os resultados de DLS. Estes
parametros estdo em conformidade com os apresentados por Castanheira
(2012) e Mosqueira e colaboradores (2011) que desenvolveram a formulagao

mucoadesiva.

Figura 8: Imagens topografica representativa de nanocapsulas mucoadesivas contendo

Cloxacilina Benzatina.
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5.2. Definicao dos parametros do método para

identificagcao da cloxacilina benzatina e dicloxacilina.

Objetivando definir quais os melhores parametros espectrométricos para
a analise de cloxacilina e da dicloxacilina (padr&o interno), foi realizada uma
infusdo direta com uma solugédo padrdo de cloxacilina sodica (10 ng/mL) e de
dicloxacilina (100 ng/mL) em metanol, promovendo alteragdes e ajustes em
cada um dos parametros espectrométricos do equipamento.

Foram comparados os modos de ionizagao da fonte, buscando averiguar
qual destes apresentou uma relacio sinal/ruido mais adequada, variagao nos
parametros de potencial capilar (2,00 — 4,00 kV), potencial cone (20-50 eV),
temperatura do capilar (range), potencial cone (0 - 100 V) temperatura de
dessolvatagao (350 — 600 °C), fluxo do gas de dessolvatagao (500 — 1000 L/hr),
fluxo de gas no cone (0 - 300 L/hr) e energia de colisdo (1 — 30 V).

Apo6s realizagdao dos testes, identificou-se os parametros que
proporcionaram maior intensidade de sinal e melhor relacdo sinal/ruido para

serem utilizados no processo de validagcao e experimento in vivo (tabela 3).

Tabela 3: Parametros espectrométricos identificados como mais adequados para

fragmentagéo da cloxacilina e da dicloxacilina.

Parametros Cloxacilina Dicloxacilina
Modo de ionizagéo Negativo Negativo
Capilar 3,0 kV 3,0 kV
Potencial cone 20V 20V
Temperatura de dessolvatacao 450°C 450°C
Fluxo do gas de dessolvatagdo 810 L/min 810 L/min
Fluxo do gas de cone 150 L/hr 150 L/hr
Energia de colisdo 1 (390 m/z) 8V -
Energia de colisdo 2 (293 m/z) 12V -
Energia de colisdo 1 (327 m/z) - 8V
Energia de colisdo 2 (291 m/z) - 16V

Com estes parametros, para a cloxacilina, o ion precursor apresentou
sinal em 434,15 m/z. Este resultado esta de acordo com os resultados obtidos

por Da Silva (2016) e Ito (2001), que encontraram a massa molecular



52

monoisotopica da cloxacilina de 435,8 m/z. A diferenga entre os valores se
deve a perda de um préton (H*) durante o processo de ionizagao de Ito (2001).
Essa diferenca de variagcdo na casa decimal se deve a resolucdo do
equipamento, a qual possui valor de 1 Dalton.

Quando a fragmentacao foi monitorada por Multiple Reaction Monitoring,
identificou-se a formacgao elevada de ions com 390,1 m/z quando aplicada uma
energia de colisao de 8,0 V, decorrente da perda de CO2 da molécula principal.
O sinal em 293,1 m/z foi obtido quando utilizou-se uma energia de colisdo de
12,0 V, em funcéo da perda do radical CsH7NO (figura 9) (WILFRIED et al.,
2017). Estes mesmos ions também foram detectados por Da Silva (2016) e Ito

(2001), quando fragmentaram cloxacilina.
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Figura 9: Resultados obtidos pelo monitoramento de reacdo multiplas (MRM), da cloxacilina e
dicloxacilina. (A) fon precursor da cloxacilina; (B) lfon quantificador (293,1 m/z) e ion
qualificador (390,1 m/z) da cloxacilina; (C) fon precursor da dicloxacilina; (D) ions fragmentos

da dicloxacilina fon quantificador (327,0 m/z.) e ion qualificador (291,0 m/z).

Para a identificacdo da dicloxacilina, o ion precursor foi determinado em
468 m/z, o qual € compativel com a massa monoisotépica de 469 m/z da
molécula, associado a perda de um proton. Quando a fragmentagédo foi
monitorada por MRM, com uma energia de colisdo de 8,0 V, identificou-se a
producao do fragmento 327,0 m/z, representando a molécula original subtraida

a perda do radical CO2 e de um CsH7NO. Na energia de colisdo de 16,0 V,
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houve a formagao de fragmentos com 291,0 m/z, representando a saida do
radical de HCI, de um COz e de CsH7NO (WILFRIED et al., 2017).

5.3. Parametros cromatograficos

Uma vez definidos os parametros espectrométricos, foram realizados os
ajustes cromatograficos, partindo inicialmente da comparagdo de diferentes
fases moveis, visando obter o menor tempo possivel para a retencdo da
Cloxacilina, porém atentando para que este tempo nao entrasse na faixa de
volume morto.

As fases moveis que melhor se adequaram foram H20 com 0,1% de
acido férmico e metanol. Em seguida, iniciou-se a realizagdo de um gradiente
exploratério das fases moéveis, para encontrar a melhor condicdo de para
eluicdo da cloxacilina, para garantir tempo de retencdo baixo e perfil
cromatografico adequado. Neste processo foram realizadas variagoes de fluxo
da fase moével (0,1-0,5 mL/min); de temperatura da coluna (30-60°C); de
gradiente da fase movel (100% H20 0,1% AF/ 0% MeOH — 0% H.O 0,1% AF/
100% MeOH); e de volume de injegcao (1-5 uL). A melhor condi¢cao

cromatografica identificada esta representada na tabela 4.

Tabela 4: Parametros cromatograficos utilizados para elui¢do da cloxacilina.

Parémetros Valores

Fluxo 0,3 mL/min

Temperatura da coluna 50 °C

Fase movel (gradiente) 0,00 - 3,00 min: 50% H20 0,1% AF/ 50% MeOH

3,01 - 4,00 min: 1% H20 0,1% AF/ 99% MeOH

4,01 - 5,00 min: 50% H20 0,1% AF/ 50% MeOH
Volume de injecéo 3,0 uL

Tempo de corrida 5,0 min

Nestas condigdes a cloxacilina apresentou um tempo de retencédo de
2,01 minuto e o tempo total de intereluigdo de 5 minutos. Na figura 10, observa-
se no cromatograma o tempo de retencdo do ion precursor (434 m/z) no
mesmo momento de retengdo dos ions fragmentos (i.e. 293,1 m/z e 390,1 m/z),

confirmando ser a cloxacilina.
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Figura 10: Perfil cromatogréfico da Cloxacilina e cada um dos fragmentos monitorados por

MRM.

Como a dicloxacilina foi utilizada como padréo interno para controle de

qualidade analitica, os parametros cromatograficos empregados para sua

identificacdo foram os mesmos da cloxacilina. Nestas condi¢des, a dicloxacilina

apresentou tempo de retencao de 2,18 minutos, evidenciado na figura 11 pelo

cromatograma de seu ion precursor e fragmentos.
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Figura 11: Perfil cromatografico da dicloxacilina e cada um dos fragmentos monitorados por

MRM.
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Comparativamente, os tempos de retencdo e de eluigdo obtidos neste
trabalho foram maiores que os resultados prévios descritos por Da Silva (2016),
cujo tempo de retengcdo da cloxacilina foi de 1,12 minutos enquanto que a
eluicdo total foi de 3 minutos. Apesar do tempo de retencédo obtido ter sido
distinto, o gradiente de eluicdo foi mais simples. Adicionalmente, o método
cromatografico diferiu pelo uso de metanol em detrimento da acetonitrila, fato
que pode ser vantajoso em relagdo a custo analitico, uma vez que, em geral o
metanol € mais barato que a acetonitrila. Por outro lado, quando os tempos de
retencao e de eluicao total foram comparados com os valores apresentados por
Tang e colaboradores (2012), conseguiu-se uma analise em menor tempo, uma
vez que estes autores obtiveram tempo de retencdo de 5,55 minutos e de
eluicdo total de 10 minutos. Ito e colaboradores (2001) obtiveram valores
semelhantes aos apresentados por Tang e colaboradores (2012), com tempo
de retencdo em 6,00 minutos e tempo total de eluicido de 8,00 minutos. Quando
a cloxacilina foi avaliada na matriz plasma bovino por Samanidou e
colaboradores (2009) o tempo de retengao por HPLC foi de 21,83 minutos.

Assim, conclui-se que o método cromatografico desenvolvido é rapido,

simples e aplicavel a rotinas analiticas.

5.4. Extracao da Cloxacilina de plasma bovino

A extracado liquido-liquido é amplamente utilizada para extracdo de
medicamentos de uso veterinario em matrizes de origem animal, contudo
dependendo do solvente utilizado outros coextrativos da matriz podem
indesejavelmente ser arrastados para o extrato (Prestes et al.,, 2013). A
determinacdo da matéria seca dos extratos € uma estratégia que pode ser
utiizada para predizer a coextragdo de compostos indesejaveis da matriz
bioldgica, preservando, assim, a coluna cromatografica e mitigando o risco de
supressao idnica durante a analise espectrométrica.

Visando avaliar a coextracao de possiveis interferentes, testou-se quatro
solugbes organicas para extrair a cloxacilina do plasma bovino (relagéo

solvente/plasma 2:1 v/v), tabela 5.
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Tabela 5: Massa de extratos secos de quatro processos de extragcdo de plasma bovino

fortificado com cloxacilina (relagédo 1:2 plasma;solvente).

Solvente: Massa Massa do Massa do Massa do Massa do

do tubo tubo+ extrato extrato (g) tubo Extrato
(9) (9) +Extrato seco (g)
seco (g)

Acetonitrila 5,4327 5,4513 0,0186 5,4367 0,0040

Acetonitrila/lH20 5,4065 5,4779 0,0714 5,4125 0,0060

9:1

Metanol 5,3215 5,3664 0,0449 5,3320 0,0105

Metanol/Acetonitr  5,4927 5,5251 0,0324 5,5029 0,0102

ila 1:1

Tanto acetonitrila quanto o metanol promovem a precipitacdo das
proteinas plasmaticas, auxiliando no processo de limpeza e extracdo do
analito. O emprego da acetonitrila pura foi a forma de extragdo que apresentou
menor arraste de componentes do plasma. A adigdo de 10% de agua a fase
organica (Acetonitrila/H20 9:1) aumentou em 50% o arraste de componentes
do plasma, quando comparado com a acetonitrila pura. Ao se trabalhar com
fases orgénicas de metanol e metanol/acetonitrila (1:1) observou-se um
aumento no arraste de compostos plasmaticos cerca de 150%, em relagao a
acetonitrila pura. Estes resultados estdo de acordo com o relato de Prestes e
colaboradores (2013), no qual a acetonitrila produz extratos mais limpidos que
que o metanol e o acetato de etila. Por sua vez, Jank e colaboradores (2012),
comparam cinco procedimentos liquido-liquido para extrair cloxacilina da matriz
leite. Neste, todos os procedimentos utilizaram como base a acetonitrila pura
ou em combinagdo com cloroférmio ou agua. A extragédo que se mostrou mais
eficaz foi a de acetonitrila pura acoplada ao sistema de salting-out com NaCl.

Ao fazer as analises cromatograficas provenientes desses extratos
descritos na tabela 5, identificou-se a retencao de interferentes, entre os
ensaios de analise cromatografica (Tabela 6). Nestas analises, foram obtidas
relacdes sinal/ruido elevadas para todas as formas de extracdo, contudo, a
presenca de interferentes retidos entre as analises provocou baixa
reprodutibilidade e deslocamento do tempo de retengao da cloxacilina entra as
replicatas. A provavel causa deste problema foi a saturacdo da coluna com

algum interferente plasmatico nao identificado coextraido da matriz.



Tabela 6: Valores de area e sinal/ruido

extracdo 1:2 plasma:solvente.
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obtidos durante a comparagdo dos solventes de

Extragio Area SD+ Sinal/Ruido SD+

ACN 16108,33333 1824 418348 279423,8
ACN +H20 9:1 13485,33333 775,983462 1129782,333 1315891
MeOH 244434 12588,37098 1159456,667 395913,3
MeOH+ACN 50/50 192749,3333 8127,762382 1516215,667 596540,2

O pH da solugao, a concentracado de eletrélitos, e as propriedades da
solugdo durante a formagdo da gota no eletrospray vao depender da
composi¢cdo do extrato (King et al., 1999). Por isso, durante a extragao,
variagdes na relacdo solvente/matriz podem interferir no resultado analitico
(Jank et al., 2012), assim, para contornar a falta de reprodutibilidade supra
relatada, alterou-se a proporgao da relagdo fase plasma/organica de 1:2 v/v
para 1:9 v/v, visando, sobretudo, obter uma extracdo com baixa concentracao
de interferentes de modo a ndo saturar a coluna. Nesta nova condigao foram

analisados apenas a extragao com acetonitrila ou metanol puros (tabela 7).

Tabela 7: Valores de area e sinal/ruido obtidos durante a comparagdo dos solventes de
extracdo 1:9 plasma:solvente

Extracdes Area SD+ Sinal/Ruido SD+
ACN 271,66 14,36 49670 62652
MeOH 274 4,35 5599 199,4

ACN= acetonitrila; MeOH= metanol

Nessa nova condigdo, ambos os extratos geraram areas abaixo da
curva semelhante, a extracdo em acetonitrila produziu relagao sinal/ruido cerca
de nove vezes superior a extragao realizada com metanol. Todavia, o desvio
padrdao foi elevado, sugerindo a presenga de interferentes na amostra.
Observacgao que foi fortalecida apds a manutengao dos extratos em geladeira a
4° C por 12 horas, quando se identificou a presenca de precitados apenas
extracdo em acetonitrila. O efeito matriz pode ocorrer pela reagdo entre o
analito e um dos constituintes da matriz durante o processo de ionizacao,

resultando em espécies que podem tanto suprimir, quanto amplificar o sinal
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resposta em um espectrometro de massas, impactando negativamente na
seletividade e sensibilidade da técnica de espectrometria de massas (FUREY
et al., 2013).

O teste de supresséo idnica foi realizado para assegurar a auséncia de
interferentes coextraidos no tempo de retencdo do analito. Realizando a
injecao direta no espectrémetro de uma solugcédo contendo dicloxacilina (padrao
interno) e cloxacilina concomitante a uma eluicdo cromatografica de extrato de
plasma bovino branco, avaliou-se a presenga de regides de supressédo iodnica

nos cromatogramas das duas formas de extragao (figura 12).
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Figura 12: Cromatograma do teste de supresséao idnica de extrato de plasma bovino realizado
com metanol (A), e acetonitrila (B), ambos com cloxacilina e dicloxacilina. Espaco entre setas

vermelhas representam as areas de supressao.

Durante o teste de supresséao ibnica com o extrato metandlico de plasma
bovino, observou-se uma zona de supressao entre os tempos de 0,7 e 0,92 min
(regido ente setas vermelhas figura 12.A). Por sua vez, na extragdo com
acetonitrila observou-se uma regido de supressdo de 0,68 e 1,04 min,
apresentando uma zona de supressdo mais proeminente e extensa (regido
ente setas vermelhas figura 12.A). De uma forma geral, ambas as formas de
extragdo apresentaram regides de supressdo, contudo, fora dos tempos de
retencdo da cloxacilina e dicloxacilina, respectivamente em 2,01 e 2,18
minutos.

Nesse contexto, considerando a maior uniformidade da area
cromatografica e a relagao sinal/ruido, com seus respectivos valores de desvio
padrdo, bem como a menor regido de supressdo ibnica, considerou-se a
extragao realizada com plasma:metanol na propor¢ao 1:9 (v/v) como o método

mais adequado para extrair a cloxacilina do plasma bovino.
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5.5. Validacao do método analitico

5.5.1.Seletividade

De uma forma geral, interferéncias da matriz promovem alteragées no
tempo de retengcdo, bem como no perfil cromatografico do farmaco. Assim, a
legislacdo (MAPA, 2011) recomenda que a seletividade do procedimento
analitico deve “ser realizada a partir da comparagao entre os sinais (resposta
instrumental) advindos do processamento da matriz, do extrato/digerido da
matriz fortificada e do analito puro em solvente”.

Nesse sentido, o teste de supressao ibnica realizado, demonstrou que
nenhum componente do extrato promove supressao ou intensificagcao de sinal
no tempo de retengao da cloxacilina (figura 12 A).

Adicionalmente, a seletividade também foi avaliada: 1) pela comparagao
dos cromatogramas da cloxacilina em solugcdo e pela cloxacilina extraida da
matriz plasma bovino conforme mostrado na figura 13; Il) pela comparagao do
sinal do plasma branco com o sinal do analito de interesse na mesma matriz,
considerando que este seja pelo menos 30% maior que o sinal do plasma
branco no menor nivel de concentragéo, figura 14 (MAPA, 2011).
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Figura 13: Comparacdao dos cromatogramas na matriz plasma bovino (A) e na solugédo de

cloxacilina (B) na concentragédo de 100 ng/mL.
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Ao se avaliar em concentragdao constante, ndo houve diferengca nos
cromatogramas de cloxacilina em solucdo, quando comparado ao
cromatograma de cloxacilina em plasma bovino fortificado.

No caso da comparagdo de intensidade de sinal (figura 14), pode-se
verificar que o sinal de cloxacilina na menor concentragdo da curva (1ng/mL,
apresentado adiante) foi 6,5 vezes maior (1,01x10%) que o sinal do plasma
branco sem fortificagdo (1,55x103), indicando a capacidade do método analitico

diferenciar a cloxacilina dos possiveis coextratores do plasma bovino.

A Xeve TO-8 micro 0048 10-Nov-2017
124421

! 150 2
T ' 1as T T T T . ¥ ' T T + T ’ ¥ Teme
020 040 0.60 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
B Xevo TO-S micra 0048 10-Nov-2017
11:69.68
|
1.00
101
1]
| -
200
) |
i 15
| |
o V] 11
[ 1
I
| 11 \ ) 242
1 S & 107} |
[ | ] VBT 2 | 220 sa
o3 : s 08 AT RITF ket A A, 22 28287 i
2 03 08gg [§ Y LAY T T IR ’ T L 2 amsan 290,
. |1} LU I y | "1 W 1 J [ ¥ | ALY ) A p
[ - Time
(C ) Xevo TO-§ micra 0049 10-Nov-2017
124421
201
L
a0r
208
1 ta
08t 1 209
0.20 [ [1 & o 0 140 ) B0 w0 260 80

Figura 14: Comparagédo das intensidades de sinal dos cromatogramas de plasma branco,
quando comparados ao menor nivel de concentracdo de plasma com cloxacilina. (A)
Cromatograma do plasma branco, (B) Cromatograma de cloxacilina na concentragao de 1
ng/mL, e (C) os cromatogramas de cloxacilina e plasma branco sobrepostos.

Neste contexto, o método analitico desenvolvido foi seletivo.
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5.5.2. Linearidade

A avaliacio da linearidade de um método analitico deve ser realizada a
partir do preparo de curvas de calibracdo em trés dias consecutivos visando
obter um coeficiente de colinearidade superior a R?=0,995 em cada um dos
dias (MAPA, 2011).

As concentragdes utilizadas para o preparo da curva de calibracido foram
de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 ng/mL, respectivamente. Suas areas cromatograficas
e seus respectivos desvios padrdes nos trés dias de analise estdo descritas na
tabela 08.

Tabela 8: Valores de area abaixo da curva para cloxacilina em plasma bovino nas
concentragdes de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 ng/ml, para construir a curva de calibragao em trés

dias consecutivos

Concentragao Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/mL) Area + DP Area + DP Area + DP

1 465,16 £148,17 336,333 +62,35 388,16 6,89
10 3639,83 £71,97 3375,83 +103,81 3473,83 +49,19
25 9313,33 +207,19 8540,33 + 48,81 8228,83 +112,33
50 18166,67+541,43 17593,33 £176,86 16911,5 630,30
75 27853,83 +520,63 26888,33 +311,99 25456,67 +276,37
100 36326,67+511,70 35459,67 +295,44 34038,67 +328,79

*DP = desvio Padréo

Para avaliar a normalidade dos dados, foi aplicado o teste de
Kolmogorov-Smirnov (MAPA, 2011), os quais apresentaram distribuicdo normal
para o nivel de 5% de significancia em todos os dias (anexo 2), com valores de
0,158; 0,112; e 0,115 para os dias 1, 2 e 3, respectivamente. Nesta condig¢éao,
no caso de valores acima de 0,05, aceita-se a hipdétese nula onde os valores
apresentam distribuicdo normal (RAZALI E WAH, 2011).

A cedasticidade dos dados de cada nivel de concentracdo foi
determinada pelo teste de Levene. Nos dias que as analises foram realizadas
foi encontrada uma distribuicdo de dados heterocedastica ao nivel de 5% de
significancia (anexo 2), com valores de 0,000; 0,001; e 0,000 respectivamente
para os dias 1, 2 e 3. Estes dados corroboram com a hipétese alternativa, em

funcao dos valores obtidos estarem abaixo de 0,05 (MAPA, 2011).
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A presenca de dados discrepantes foi avaliada pelo teste de D-Cook e,
nenhum dos dias avaliados apresentou discrepancia (anexo 2), uma vez que
todos os valores minimos e maximos foram inferiores a 1,00 (FIELD, 2009). Os
dias 1, 2 e 3 apresentaram, respectivamente, valores minimos e maximos de
0,00 - 0,264; 0,000 - 0,307; e 0,000 - 0,196.

Uma vez determinados que dados relativos as analises realizadas nos
dias 1, 2 e 3, apresentaram distribuicdo normal, heterocedastica e com
auséncia de dados discrepantes, determinou-se o coeficiente de colinearidade
para os trés dias.

Os dados das analises feitas no primeiro dia tiveram um coeficiente de
colineariade de R?* = 0,999, com coeficiente angular da reta de 364,758 e
coeficiente linear de 93,9388 (Figura 15) considerados como adequados

demonstrando um carater linear.

Compound name: Cloxacilina

Correlation coefficient: r = 0.999510, r*2 = 0.999021

Calibration curve: 364.758 * x + 93.9388

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, AXis trans: None
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Figura 15: Coeficiente de colinearidade obtidos a partir da curva de calibracao referente ao dia
1.

Por sua vez, os dados obtidos no segundo dia apresentaram coeficiente
de colineariade de R? = 0,999, com coeficiente angular de 354,101 e

coeficiente linear de -37,271 (figura 16).



64

Compound name: Cloxacilina

Correlation coefficient: r = 0.999767, r'2 = 0.999534

Calibration curve: 354.101 * x + -37.271

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 16: Coeficiente de colinearidade obtidos a partir da curva de calibragéo referente ao dia
2.

Por fim os dados obtidos no terceiro dia de analise apresentaram
coeficiente de colineariade de R? = 0,999, com coeficiente angular de 338,007

e coeficiente linear de 46,338 (figura 17).

Compound name: Cloxacilina

Correlation coefficient: r = 0.999776, r'2 = 0.999552

Calibration curve: 338.007 * x + 46.3386

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 17: Coeficiente de colinearidade obtidos a partir da curva de calibragao referente ao dia
3.
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Baseado nos dados apresentados, o método analitico apresentou

comportamento linear durante os trés dias consecutivos de analise.

5.5.3. Precisao e exatidao

A precisao intradia, interdia e exatidao foram determinadas nos niveis de
concentracdo 1; 50; 100 ng/mL. Na precisdo intradia, os resultados
apresentaram meédia de valor de area de 456,33 + 99,00 para o nivel de
concentragdo de 1 ng/mL e coeficiente de variacédo de 21,75%. No nivel de
concentragcao de 50 ng/mL, a média de valor de area foi de 17866,33 + 674,10
e o coeficiente de variagado de 3,77%. No ultimo nivel de concentragado, 100
ng/mL, a média do valor da area encontrado foi de 36367,16 + 1139,84 e o
coeficiente de variagdo encontrado foi 3,13%. Segundo critérios de aceitagéo
da norma (MAPA, 2011), dentro faixa de concentragdo = 1 ng/mL < 10 ng/mL,
para a avaliacdo da precisdo intradia aceita-se um coeficiente de variagao
maximo de 25%. Neste caso, o método apresentou conformidade para o
parametro precisao intradia.

A determinacido da precisao interdia foi realizada com intervalos de 24
horas entre as analises. A média das areas encontradas para o nivel de
concentragcéo de 1 ng/mL foi de 346,00 + 99,0 e o coeficiente de variagcado de
28,6 %. Na concentracdo de 50 ng/mL, a média das areas encontradas foi de
17069,34 + 919,621 e o coeficiente de variagao encontrado foi de 5,38 %. Por
sua vez, a média das areas encontradas para o nivel de concentragao de 100
ng/mL foi de 34527,72 + 1891,98 e o coeficiente de variagdo de 5,49%. Dentro
desta faixa de trabalhos, o coeficiente de variagdo maximo interdia permitido
pela legislacéo brasileira é de 32% (MAPA, 2011), portanto o método também
apresentou conformidade para o parametro precisao interdia.

No quesito exatiddo, também chamado de veracidade, os valores
encontrados no ensaio estdo em conformidade com as faixas de erro padrao
relativo aceitavel para os niveis de concentragdo analisados. De acordo com o
MAPA (2011), na faixa de concentragao variando entre 1 e 10 ng/mL e entre 10
e 100 ng/mL os intervalos aceitos de erro padrao relativo sédo, respectivamente,

de 60 a 120% e 70 e 110%. O erro padrao relativo encontrado para o nivel de
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concentragcao de 1 ng/mL foi de 81,28%, para o nivel de concentragdo de 50
ng/mL foi de 83,38% e para o nivel de concentragdo de 100 ng/mL foi de
86,59%.

Neste contexto, o método é preciso e exato.

5.5.4. Limite de Detecgao (LOD) e Quantificagao (LOQ)

Os limites de deteccédo e de quantificacdo de um método analitico séo,
respectivamente, a menor quantidade que um analito pode ser identificado e
quantificado em amostra bioldgica. Baseado no ICH (1996), o limite de
quantificacao é definido como 10 vezes a relagao sinal/ruido do equipamento e
o limite de detecgéo 3 vezes a relagéo sinal/ruido (MAPA, 2011). Foi definido
como limite de quantificacéo (LOQ) o valor de 0,5 ng/mL, com relagao de sinal
ruido de 58,45, enquanto o limite de deteccédo (LOD) obtido foi de 0,05 ng/mL,
com relacao de sinal ruido de 7,461.

Nao foi encontrado na literatura método validado para quantificar a
cloxacilina em plasma bovino por LC-MS/MS. Para esta matriz biolégica
Samanidou e colaboradores (2009) desenvolveram e validaram um método
para quantificacdo da cloxacilina por HPLC acoplado a um detector do tipo
PDA, contudo o LOQ foi duzentas vezes mais sensivel e o LOD sessenta
vezes, respectivamente, 10 e 3 ng/mL, diferenga esta que pode ser atribuida ao
processo de extracado (SPE) e tipo de detector. Por sua vez, em soro bovino,
uma matriz muito semelhante ao plasma, Daigneault e colaboradores (1990)
quantificaram a cloxacilina até o limite de 3,2 ug/mL, contudo o método descrito
nao estava validado. Em plasma da espécie humana, Larmené-Beld e
colaboradores (2013), fazendo uso de um LC-MS/MS, conseguiram um LOQ
de 0,1mg/mL para a cloxacilina, em uma analise simultdnea de cloxacilina e
flucloxacilina.

Considerando a matriz leite bovino, Da Silva (2016) conseguiu limite de
quantificacdo (LOQ) da mesma formulagcdo na matriz leite de 1 ng/mL. A
diferenca de sensibilidade obtida por Da Silva, possivelmente se deve ao fato
da matriz leite ser mais complexa, com tipos distintos e concentracbes mais
elevadas de proteinas, carboidratos e gordura. Por sua vez, Garcia et al.

(2015) conseguiu um LOQ para quantificagdo de B-lactdmicos em leite de 2
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ng/mL para este grupo de farmacos, demonstrando uma sensibilidade maior
que o valor supracitado. Neste trabalho, os autores desenvolveram um método
multirresiduo, portanto ele pode nado ter sido otimizado para a cloxacilina.
Adicionalmente, métodos multirresiduos podem apresentar perda de
sensibilidade do método, uma vez que a velocidade de aquisicao de dados do
equipamento pode estar diminuida para atender todos os farmacos, por
consequéncia ocorre aumento do valor de LOQ (SILVERSTEIN et al., 2005).

Neste contexto, o método é altamente sensivel.

5.5.5.Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada com o uso de extratos
obtidos a partir de plasma fortificado com NC nas concentragées de 1 ng/mL,
50 ng/mL e 100 ng/mL, mediante alteragdes de volume de inje¢ao (2,9 uL; 3,0
pL; 3,1 pL) (tabela 9) e de temperatura da coluna (49 °C; 50 °C; 51 °C) (tabela
10). Considerou-se para a determinagdo da robustez, se as variagcdes
efetuadas interferiram no tempo de retencao da cloxacilina, no formato do sinal
cromatografico ou na area abaixo da curva das concentragoes.

As variagbes nos parametros analiticos estudados ndo alteraram o
tempo de retencdo da cloxacilina (2,01 minutos), assim como ndo promoveram

alterag¢des no perfil cromatografico (figura 18).
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Figura 18: Grafico de sobreposi¢cdo dos cromatogramas para avaliagdo de robustez do método

analitico

No que tange area abaixo das curvas, quando submetidas ao teste F,
nao foi identificado diferenga estatistica (P<0,05) entre os valores das

diferentes concentragcdes analisadas tabelas 9 e 10.

Tabela 9: Estudo de robustez: areas abaixo da curva de cloxacilina nanoencapsulada em
plasma bovino as concentragdes 1 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL , seguindo distintos volumes

de injecao de andlise (2,9; 3; e 3,1 pL).

Concentragéo (ng/mL) Area 2,9 uL + DP Area 3,0 uL + DP Area 3,1 uL + DP

1 336,0+£18,38 340,5+9,19 355,5+6,36
50 15482,5+607,4 16009,0+298,39 16416,5+464,56
100 31681,0+£337,99 32796,0+200,81 33699,5+38,89

*DP: desvio padrao

Tabela 10: Estudo de robustez: areas abaixo da curva de cloxacilina nanoencapsulada em
plasma bovino as concentracdes 1 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL , seguindo distintas
temperaturas da coluna (49; 50; e 51° C).

Concentracdo (ng/mL) Area 49 °C +DP Area 50 °C +DP Area 51 °C +DP
1 338,0+29,69 341,0+9,89 346,5+0,70

50 16152,5£689,42 16137,5£570,63 16122,0+497,80
100 33000,5+333,04 33137,0+582,65 32535,0+398,80

*DP: desvio padrao
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Portanto, o método analitico pode ser definido, de acordo com a
legislagéo vigente (MAPA, 2011), como robusto em relagdo a pequenas e

deliberadas alteragbes de volume de injecao e temperatura.

5.6. Aplicacdao do método analitico em amostras de
campo
Para demonstrar a aplicabilidade do método analitico, a absorcéo de
mucosa do farmaco foi avaliada em 6 bovinos saudaveis, estagio precedente
ao estudo de farmacocinética. Para tanto, os animais foram tratados com uma
dose de 9,72 mg de cloxacilina nanoestruturada (figura 19), na forma de colirio,

e o plasma coletado em periodos pré-definidos.

Figura 19: Foto representativa da administracdo topica de cloxacilina nanoestruturada

mucoadesiva na dosagem de 4,86 mg/mL em cada globo ocular.

Foram detectados cloxacilina no plasma de trés animais, seis horas apés
a aplicagao do medicamento (tabela 11), todas elas em concentragdes muito

proximas do limite de quantificagcéo (0,5 e 0,6 ng/mL).
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Tabela 11: Concentragao plasmatica de cloxacilina em bovinos tratados com 9,72 mg/mL de

cloxacilina nanoestruturada mucoadesiva pela via ocular.

Animal Concentragao de cloxacilina ng/mL

Oh 05h 1h 1,5h 2h 4h 6h 12h  18h 24h 36h 48h 72h 96h

ND ND ND ND ND ND 0,6 ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND 0,6 ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND 05 ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

o O W N -

ND= Nao detectado

Baseado nos resultados de concentragcao plasmatica, estimou-se que o
pico de absorcdo do farmaco pela via topica ocular ocorreu entre 4 e 12 horas
apos a aplicagao do medicamento. A nao identificagdo da cloxacilina em todos
0s animais pode estar relacionada a meia vida plasmatica deste farmaco e a
variagdes genéticas individuais. De uma forma geral, em animais, a cloxacilina
apresenta meia vida plasmatica curta, sendo 25, 75, 29 e 40 minutos,
respectivamente, para gatos, cachorros, suinos e ovinos (LASHEV e
DIMITROVA, 2008) e em bovinos de 19,5 + 12 minutos (DAIGNEAULT et al.,
1990). Considerando, também, que a absor¢do de um medicamento em
animais sofre influéncia de variagdes fisiolégicas e genéticas (MARTINEZ e
MODRIC, 2009; TOUTAIN et al., 2010), o pico de concentracdo plasmatica
pode ter variado entre os seis animais estudados. Levando-se em conta o
intervalo de coleta de sangue (4 e 6 horas) e a meia vida plasmatica
relativamente curta da cloxacilina para bovinos, alguns animais (i.e. 3, 5 e 6)
podem ter absorvido o farmaco em concentragdes abaixo do LOD (0,05 ng/mL)
ou absorvido o farmaco em quantidade superior e este ter sido metabolizado e
nao detectado no momento de coleta de sangue.

Estudos prévios conduzidos por Daigneault e colaboradores (1990) para
avaliar a absorgdo ocular de cloxacilina pela via topica em bovinos nao
identificaram a absorcdo de cloxacilina. Contudo, o método analitico
empregado pelos autores apresentava limite de quantificagdo numericamente
maior (3,2 pg/mL) aos apresentados pela técnica aqui desenvolvida (0,5

ng/mL). Por outro lado, a dose aplicada por Daigneault e colaboradores, foi de
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375 mg/animal de 170 kg de peso vivo em veiculo oleoso, estratégia
frequentemente utilizada para aumentar a retengdo de antibiético no globo
ocular em bovinos (MCCONNEL et al., 2007), enquanto que a dose nesse
experimento foi de 9,72 mg/animal de 450 kg de peso vivo em veiculo aquoso
contendo nanoparticulas mucoadesivas para reter o farmaco na superficie
ocular. As diferencas em formulagbes farmacéuticas podem modificar a
absorcéo de farmacos (BORBAS et al., 2018). Neste caso, a mucoadesividade
das nanoparticulas empregadas neste experimento foi conseguida com o uso
de quitosana. Especificamente, este polimero pode se ligar a receptores de
mucosa e relaxar as juncbes firmes, promovendo sua translocagao via
paracelular da nanoparticula (SONAJE et al.,, 2011). Neste contexto, as
divergéncias de absor¢cdo da cloxacilina encontradas entre os resultados
apresentados por Daigneault e colaboradores (1990) e os do presente
experimento podem ser explicadas pelas diferencas de sensibilidade de

método analitico, dose de farmaco e variagdes da formulagao farmacéutica.

6. Conclusao

O presente trabalho permitiu o desenvolvimento de um método analitico
sensivel, seletivo e reprodutivel para a identificagdo da cloxacilina em plasma
bovino. Conseguiu-se ainda otimizar o método de separagédo da cloxacilina
benzatinica para um tempo total de corrida de 5 minutos. Adicionalmente, o
método analitico foi validado de acordo com as normativas previstas pelo ICH e
pelo MAPA. Este método apresentou alta sensibilidade, com limite de
quantificacdo de cloxacilina da ordem de de 0,5 ng/mL e de detecc&o de 0,5
ng/mL.

Foi possivel ainda avaliar a absorgao da cloxacilina presente em uma
formulagcdo nanoencapsulada, quando administrada por via tdpica ocular em
bovinos saudaveis. Baseado nos resultados in vivo, estimou-se que o pico
maximo de absorcao do farmaco pela via tépica ocular ocorreu entre 4 e 12
horas apdés a aplicagdo do medicamento. Contudo, para estudos
farmacocinéticos futuros, ajustes nos tempos de coleta de sangue ainda serao

necessarios.



72

Neste contexto, o método analitico desenvolvido pode ser aplicado em
estudos clinicos, estudos de farmacocinética e para dar suporte ao registro da
formulacdo farmacéutica junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento.
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8.2. Anexo 2

Linearidade:
Dia 1:
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
area
N 36
Normal Parametersa® Mean 15960,92
Std. Deviation 13078,932
Most Extreme Differences Absolute ,188
Positive ,188
Negative -,142
Kolmogorov-Smirnov Z 1,127
Asymp. Sig. (2-tailed) ,158

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Figura 20: Teste de Kolmogorov-Smirnov para normalidade dos dados de regressao linear do
dia 1.

Test of Homogeneity of Variances

area

Levene Statistic df1 df2 Sig.

6,488 5 30 ,000

Figura 21: Teste de Levene para homegeneidade de varidncias dos dados de regressao linear
do dia 1.
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Residuals Statistics

Minimum Maximum Mean Std. Deviation N

Predicted Value 463,45 36563,43 15960,92 13072,889 36
Std. Predicted Value -1,185 1,576 ,000 1,000 36
Standard Error of Predicted 68,352 126,745 93,127 19,400 36
Value

Adjusted Predicted Value 450,51 36655,50 15962,85 13076,268 36
Residual -840,428 1140,727 ,000 397,547 36
Std. Residual -2,084 2,828 ,000 ,986 36
Stud. Residual -2,195 2,901 -,002 1,015 36
Deleted Residual -932,504 1200,557 -1,935 422,110 36
Stud. Deleted Residual -2,334 3,295 ,003 1,076 36
Mahal. Distance ,033 2,484 ,972 ,818 36
Cook's Distance ,000 ,264 ,031 ,062 36
Centered Leverage Value ,001 ,071 ,028 ,023 36

Figura 22: Teste de D-Cook para presenca de valores discrepantes dos dados de regressao

linear do dia 1.

Model Summary®

Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate

1 1,0002 ,999 ,999 403,351

a. Predictors: (Constant), stdconc

b. Dependent Variable: area

Figura 23: Coeficiente de colinearidade para os dados de regresséo linear do dia 1.
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Dia 2:

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

area

N 36
Normal Parametersa? Mean 15366,14
Std. Deviation 12814,915

Most Extreme Differences Absolute ,200
Positive ,200

Negative -,140

Kolmogorov-Smirnov Z 1,201
Asymp. Sig. (2-tailed) 112

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Figura 24: Teste de Kolmogorov-Smirnov para normalidade dos dados de regressao linear do
dia 2.

Test of Homogeneity of Variances

area

Levene Statistic df1 df2 Sig.

6,081 5 30 ,001

Figura 25: Teste de Levene para homegeneidade de variancias dos dados de regressao linear
do dia 2.



Residuals Statistics?

Minimum [ Maximum Mean Std. Deviation

Predicted Value 177,563| 35558,05 15366,14 12812,352 36
Std. Predicted Value -1,185 1,576 ,000 1,000 36
Standard Error of Predicted 44,058 81,696 60,026 12,504 36
Value

Adjusted Predicted Value 161,17| 35622,04 15365,63 12814,767 36
Residual -584,053 609,422 ,000 256,247 36
Std. Residual -2,246 2,344 ,000 ,986 36
Stud. Residual -2,366 2,405 ,001 1,018 36
Deleted Residual -648,040 641,386 ,511 273,478 36
Stud. Deleted Residual -2,551 2,601 ,003 1,051 36
Mahal. Distance ,033 2,484 ,972 ,818 36
Cook's Distance ,000 ,307 ,034 ,060 36
Centered Leverage Value ,001 ,071 ,028 ,023 36

a. Dependent Variable: area
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Figura 26: Teste de D-Cook para presenga de valores discrepantes dos dados de regresséo

linear do dia 2.

Model Summary®

Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 1,0002 1,000 1,000 259,988

a. Predictors: (Constant), stdconc

b. Dependent Variable: area

Figura 27: Coeficiente de colinearidade para os dados de regresséo linear do dia 2.



Dia 3:

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

89

area

N

Normal Parametersa-®

Most Extreme Differences

Kolmogorov-Smirnov Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Mean

Std. Deviation

Absolute
Positive

Negative

36
14749,61
12196,529
,199

,199]

-,138
1,194
115

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Figura 28: Teste de Kolmogorov-Smirnov para normalidade dos dados de regressao linear do

dia 3.

Test of Homogeneity of Variances

Area

Levene Statistic

df1

df2

Sig.

11,857

30

,000

Figura 29: Teste de Levene para homegeneidade de variancias dos dados de regressao linear

do dia 3.



Residuals Statistics?

Minimum [ Maximum Mean Std. Deviation

Predicted Value 295,41 33965,19 14749,61 12192,841 36
Std. Predicted Value -1,185 1,576 ,000 1,000 36
Standard Error of Predicted 51,566 95,619 70,256 14,635 36
Value

Adjusted Predicted Value 287,50 34004,54 14747,75 12192,450 36
Residual -791,253 546,809 ,000 299,917 36
Std. Residual -2,600 1,797 ,000 ,986 36
Stud. Residual -2,638 1,893 ,003 1,010 36
Deleted Residual -814,647 606,716 1,866 314,965 36
Stud. Deleted Residual -2,915 1,972 -,009 1,055 36
Mahal. Distance ,033 2,484 ,972 ,818 36
Cook's Distance ,000 ,(196 ,025 ,040 36
Centered Leverage Value ,001 ,071 ,028 ,023 36

a. Dependent Variable: area

90

Figura 30: Teste de D-Cook para presenga de valores discrepantes dos dados de regressao

linear do dia 3.

Model Summary®

Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 1,0002 ,999 ,999 304,296

a. Predictors: (Constant), stdconc

b. Dependent Variable: area

Figura 31: Coeficiente de colinearidade para os dados de regresséo linear do dia 3
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Robustez
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square Sig.
Area Between Groups 2955639,111 2 1477819,556 ,007 ,993
fuX \Within Groups 3,150E9 15 2,100E8
Total 3,153E9 17

Figura 32: Teste F para avaliagdo de robustez entre valores de area no parametro fluxo de
injecdo com 5% de significancia.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square Sig.
Area Between Groups 139489,000 2 69744,500 ,000 1,000
©MP  \within Groups 3,181E9 15 2,121E8
Total 3,181E9 17

Figura 33: Teste F para avaliagdo de robustez entre valores de area no parametro temperatura
com 5% de significancia.





