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Resumo

O consumo crénico de suco de laranja esta relacionado a efeitos benéficos a
saude, estando principalmente associados com as flavanonas citricas tais como
hesperidina e naringina, que sdo degradadas na forma aglicona em hesperitina
e naringenina, respectivamente por enterobactérias no intestino delgado. Alguns
estudos sugerem que o consumo moderado de polifendis de suco de laranja
pode atuar modulando a microbiota intestinal exercendo efeito prébidtico,
aumentando a biodisponibilidade das flavanonas e seus metabdlitos. A
cromatografia tornou-se no primeiro método de separacao de espécies
quimicamente muito semelhantes. Neste contexto, a aplicagado da cromatografia
liquida na quantificagado de marcadores biolégicos vem ganhando destaque. Este
trabalho teve como objetivo realizar a transferéncia do método analitico por
HPLC de quantificacdo de flavanonas totais em amostras de sangue e urina
humanos desenvolvido por Kanaze et al (2004) para UPLC. Para isso, foi
realizada avaliagdo das condigdes cromatograficas e dos parametros
bioanaliticos da metodologia para quantificacdo de flavanonas totais em
amostras bioldgias. A preparacao das amostras envolveu a hidrdlise e extragao
das flavanonas citricas de amostras bioldgicas previamente incubadas com a
enzima B-glucuronidases/sulfatase. A metodologia se mostrou linear no intervalo
de concentragdo 2,5 - 60 yg/mL para naringenina (R?=0,9999) e hesperetina
(R?2=0,9998). A exatiddo do método foi 99,3% para amostras de sangue e 98%
para amostras de urina, enquanto a precisao para amostras de sangue variou de
0,23-1,91% para naringenina e de 0,26-1,17% para hesperitina enquanto que
para amostras de urina as variacbes foram 0,42-1,62% e 0,47-2,51%,
respectivamente. O método bioanalitico apresentou limites de confianga
adequados para quantificacao das substancias de interesse.

Palavras-chave: flavanona, hesperitina, naringenina,método bioanalitico,
UPLC.



Lista de abreviaturas

CG- Cromatografia Gasosa

CL- Cromatografia Liquida

CLAE- Cromatografia Liquida de Alta Presséo
EM- Espectrometria de Massas

FDA — Food and Drug Administration

HPLC- High Pressure Liquid Chromatography
HSP- hesperitina

Nm- nanémetro

NRG- naringenina

Pl- Padrao Interno

PM- Peso molecular

PTFE- Politetrafluoretileno

RSD- Desvio padréo relative

U- Unidade

UPLC- Ultra Pressure Liquid Chromatography
UV-Vis — Ultravioleta-visivel

A- Comprimento de onda



Lista de llustracoes

Figura 1. Equacdo matematica da precCisdo. .........cccceveevveiiiieieeeieeeiicee e 12
Figura 2. Equacdo matematica da exatid@o. ...........ccceevveiiiiiiiiiiiiiicce e, 13

Figura 3. Estruturas quimicas das flavanonas citricas naringina e hesperidina
(glicosideos) e suas correspondentes agliconas naringenina e hesperetina e 7-

etoxocumaring (Pl). ... 16
Figura 4. Curva bioanalitica construida para NRG ............ccccccoiiiiiiiiiiinnns 27
Figura 5. Curva bioanalitica construida para HSP..............c..ooooiiiienn 27

Figura 6. Cromatograma em 288nm demonstrando o parametro seletividade.30



Lista de Tabelas

Tabela 1. Condi¢des cromatograficas de HPLC desenvolvidas por Kanaze et al
200 21

Tabela 2. Condigdes cromatograficas de UPLC propostas para transferéncia
ANAITICA ..o 22

Tabela 3. Tempos de eluicao das substancias de interesse no método HPLC
versus a transferéncia proposta para UPLC...............coooiiiiiiiiiiiieee, 26

Tabela 4. Precisao e exatidao intra e inter-dia para naringenina e hesperitina em
amostras de sangue incubadas com a enzima B-glucuronidase/sulfatase....... 28

Tabela 5. Precisao e exatidao intra e inter-dia para naringenina e hesperitina em
amostras de urina incubadas com a enzima B-glucuronidase/sulfatase. ......... 28



Sumario

1.INtrOAUGAO ... 10
1.1 Principios da cromatografia...................cccoooiii 10
1.2 Desenvolvimento e validagao de metodologia bioanalitica ......................... 11
1.3 Transferéncia de metodologia bioanalitica ...................cccccvviiiiiiiii. 14
1.4 Flavanonas eosucode laranja.....................ccccvviiii e 14
1.5 Matrizes biolOQICaS ...........coovviiiiiii e 15

2. 0DJEEIVOS ..., 17
2.1 0bjetivo geral ... 17
2.2 Objetivos eSPeCifiCOS............uuuuiiiiiiiii e 17

3. Materiais. ..., 18
3.1 Solugodes padroes, solugoes tampodes, solventes, enzima, dispositivo, filtro
€ MAtriZ DIOIOGICA ... ..o 18
3.2 EQUIPAMENTOS. .. ..o 18

B, MBLOAOS ... e ettt 20
4.1 Preparo das amosStras..............oooovviiiiiiii e 20

2 O B =T o = PSPPI 20
S 2 O 14 o - PSP USUPUPRP 20
4.2 Transferéncia do método bioanalitico ................................... 21
4.3 Parametros bioanaliticos....................cc 22
4.3.1 LINEANAAE ..o e e e e eeanees 22
4.3.2 Precis@0 € EXatidB0 .......cociiiiiiii e 22
4.3.4 Seletividade ..........uoiiiiieiie e e 23

5. Resultados e DiSCUSSA0...............cooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen . 24
5.1 Transferéncia do método bioanalitico............................cccoiiiii . 24
5.2 Curvade calibraGao ...................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
5.3 Precis@o/exatid@o...............ouuiiiiiiiiiiii e 27
5.4 Seletividade ...............ouiiiiiiiiiiiiii e 29
5.5 Limite inferior de detecGao ...................uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 30
5.6 Estabilidade ... 30

6. CONCIUSAO ..., 31

7. Bibliografia.................ccoooiiiii 32

AN E X O S o e 36



10

1. Introducao

1.1 Principios da cromatografia

A cromatografia € uma técnica analitica de separagao baseada no
processo de migragao de componentes no meio de uma fase movel e uma fase
estacionaria. As interagdes fisico-quimicas entre os componentes, pertencentes
a uma amostra, e as fases determinam a variacdo do deslocamento e a
velocidade com que o fendbmeno ocorre. A possibilidade de combinar diversas
fases moveis, em concentragdes variadas, com fases estacionarias de diferentes
polaridades torna essa técnica extremamente versatil e aplicavel para analises
tanto qualitativas quanto quantitativas. (LOUGH, W.J. e WAINER, |.W, 1995).

O primeiro estudo publicado sobre cromatografia data de 1903 por um
botanico russo, que buscava separagcao de pigmentos extraidos de folhas para
estudar a clorofila e xantofila presente nos vegetais. Em sua experiéncia, o
pesquisador preparou uma coluna preenchida com carbonato de calcio na qual
colocou um extrato de solventes de folhas seguido pela passagem de um
solvente puro permitindo assim, que o extrato percorresse toda extensao da
coluna pela forca da gravidade. A conclusdo do pesquisador foi que os
pigmentos que ficaram mais tempo na coluna apresentavam maior interagao
com a fase estacionaria (material adsorvente) ao passo que os pigmentos que
percorreram mais rapidamente a coluna apresentavam maior interagdo com a
fase movel (solvente puro) desta forma, cada pigmento percorreu a coluna numa
velocidade diferente sendo possivel separa-los e identifica-los individualmente
posteriormente (TSWEET, M., 1903; LANCAS, 2009).

Ao longo das décadas, as técnicas cromatograficas foram evoluindo
seguindo critérios metodolégicos como o tipo de suporte, modo de separagéo,
natureza e composic¢ao da fase movel. Em particular, a natureza da fase movel
classifica as duas técnicas mais utilizadas nos ultimos anos: a cromatografia
gasosa (CG) e a cromatografia liquida (CL). A CG é amplamente empregada na
separagao de compostos volateis que sao arrastados pelo gas que compde a
fase movel. Ja na CL, a fase mével € composta por um ou mais liquidos que

escoam ao longo da fase estacionaria pela forga da gravidade (baixa pressao)
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ou pela forca de uma bomba (alta pressdo — HPLC) ;(ultra pressao — UPLC)
(PORTO, H.S.M., 2014).

A Cromatografia Liquida De Alta Presséo (CLAE) ou High Pressure Liquid
Chromatograhy (HPLC) é considerado o primeiro marco da “CL moderna” que
permite maior eficiéncia na separagao, identificagao e quantificacdo de analitos.
De forma semelhante, a Cromatografia Liquida de Ultra Pressdo ou Ultra
Pressure Liquid Chromatography (UPLC) foi desenvolvida devido a necessidade
de um sistema mais potente de pressao, uma vez que, as particulas que compde
a fase estacionaria sdo menores e apresentam maior grau de empacotamento o
que oferece maior resisténcia a passagem da fase movel, porém aumenta a
performance de separagao dos compostos (LANCAS, 2009).

Um dos principais fatores na instrumentacédo da cromatografia liquida € o
detector do cromatégrafo que é responsavel por converter um sinal fisico ou
quimico de uma substancia eluida em um sinal elétrico, obtendo-se assim, a
concentracdo do analito. Atualmente, os detectores mais empregados sé&o
baseados na regiao violeta e visivel do espectro (UV-Vis); no espalhamento de
luz; e no espectrdbmetro de massas (EM). O detector de escolha deve possuir
compatibilidade com a amostra como é observado no caso de algumas
substancias, como por exemplo, flavonoides que apresentam uma unidade
estrutural relacionada a transicdo eletrbnica na espectroscopia no UV-Vis
chamada grupo cromoéforo que €, por sua vez responsavel, pela absorgéo
eletrénica (SNYDER, LLOYD and DOLAN, 2007).

1.2 Desenvolvimento e validagao de metodologia bioanalitica

A validagdo de uma metodologia bioanalitica representa documentar,
através do uso de investigacdes laboratoriais especificas, que as caracteristicas
de desempenho de um método desenvolvido sdo adequadas e confiaveis para
as aplicacbes analiticas pretendidas. Métodos de analise desenvolvidos e
validados podem sofrer alteracbes de acordo com os requisitos do laboratério
que realiza o ensaio podendo haver a necessidade de realizar uma validagao
adicional.

Em 2013, o Draft Guidance do Food and Drug Administration (FDA)

classificou métodos de validacido em trés niveis. O primeiro nivel “ Validacao



12

completa” se aplica aos casos de desenvolvimento e implementagao de um novo
método bioanalitico e para analise de novos farmacos. O segundo nivel
“Validagdo parcial” diz respeito a modificagbes de métodos bioanaliticos
previamente validados como, por exemplo, no caso de transferéncias de
meétodos bioanaliticos entre laboratérios ou analistas e mudanga na metodologia
analitica podendo envolver matriz biolégica, espécie animal, instrumentos e
plataformas de software. O terceiro nivel “Validagao cruzada” € uma comparacao
dos parametros de validagdo quando dois ou mais métodos bioanaliticos sao
usados para gerar dados no mesmo estudo ou em diferentes estudos.

Durante o desenvolvimento e validagdo de um método bioanalitico os
principais parametros que podem ser demonstrados sao (1) seletividade; (2)
precisao, exatidao e recuperacgao; (3) linearidade; (4) limite inferior de detecgao;
e (5) estabilidade.

Seletividade

A seletividade corresponde a capacidade de um método analitico
diferenciar e quantificar o analito sem interferéncia de outras substancias
presentes. Deve ser realizada a analise de aliquotas diferentes da mesma matriz
pura e ndo deve haver picos interferentes nos tempos de retencgao.

Precisio, exatiddo e recuperacao

A precisao verifica a proximidade e concordancia entre as replicatas
analisadas em condi¢cdes de reprodutibilidade. Normalmente, a precisdo é
expressa através do desvio padrdo relativo (RSD) de varias repeticdes. E
calculado com base na relagao entre o desvio padrao absoluto “S” e a média das

determinacdes “X média”.

S
X média

RSD =

Figura 1. Equacdo matematica da preciséao.

A exatidao verifica a proximidade do valor encontrado com o valor de
referéncia, ou seja, a concentragdo nominal podendo ser calculada da seguinte

forma:
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o valor quantificado
Exatidio (%) = x 100
valor real

Figura 2. Equagao matematica da exatidao.

O calculo da exatidao consiste na determinacao de trés leituras a cada
uma das trés concentragdes diferentes definidas pelo método. O valor da
exatiddo é apresentado sob a forma de percentagem de recuperagéo.

A recuperacdo determina relacdo entre o analito apds passar pelo
procedimento extrativo e o analito puro em solugcdo em uma concentragao
conhecida. Essa relacdo verifica a efetividade da extracdo adotada. A
recuperacao nao precisa ser de 100%, mas deve ser consistente e precisa.

Linearidade

A linearidade é a capacidade do método de demonstrar a relacdo de
proporcionalidade entre as concentragdes do analito e a resposta instrumental.
Este parametro pode ser avaliado através da realizacdo da curva de calibracéo
e tratamento estatistico. A curva deve apresentar no minimo seis niveis de
concentracdo e a equacgao da funcdo deve apresentar um coeficiente de
determinacao satisfatorio, no minimo 0,98.

Limite inferior de deteccao

O Limite inferior de deteccao corresponde a menor quantidade de um
analito que pode ser quantificada com precisédo e exatidao aceitaveis, devendo
apresentar uma resposta no minimo cinco vezes superior a qualquer ruido da
amostra branco no tempo de retencao do analito.

Estabilidade

A estabilidade refere-se ao tempo durante o qual as solucdes-padrao
podem ser utilizadas sem que haja decomposicao. O critério de aceitagao de
uma solucao estavel é variagao de até 10% na concentracdo do analito em
relagdo a concentragdo média no tempo zero (quando atinge temperatura

ambiente).
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1.3 Transferéncia de metodologia bioanalitica

A transferéncia ou otimizacdo de um método analitico de HPLC para
UPLC é a primeira etapa no desenvolvimento de um novo método bioanalitico
que posteriormente necessita ser validado novamente, segundo o FDA. As
vantagens dessa transposicdo analitica envolvem a utilizagdo de um menor
volume de solventes na fase moével, menor volume de amostra e obtencdo de
resultados em menor tempo. Dessa forma, ao final do processo, os resultados
obtidos devem ser idénticos independente se o sistema cromatografico operar
em alta ou ultra pressdo. (PORTO, H.S.M., 2014).

Como ponto de partida, existem diversos softwares que sugerem
mudancgas para um sistema UPLC a partir dos dados iniciais das condigbes
cromatograficas de HPLC. Contudo, a transferéncia analitica pode ser um
processo longo em que diversos parametros criticos devem ser avaliados
cuidadosamente como o tipo de coluna; fluxo da fase mével; temperatura da
coluna; composicdo e proporgdo da fase movel; volume de injecao
(GUILLARME, D. et al, 2007).

1.4 Flavanonas e o suco de laranja

As flavononas sdo produtos do metabolismo secundario de plantas
citricas e pertencem a classe dos polifendis. Esses compostos tém sido
amplamente investigados devido aos efeitos benéficos como por exemplo
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, efeitos na redugcdo da
hipercolesterolemia, da hipertensao e da obesidade (SANTOS et al, 2014).

Atribui-se a denominagéo flavonoides citricos ao grupo de flavanonas
naturalmente presentes em frutas citricas como a laranja, com destaque, para a
naringina e a hesperidina encontradas na forma glicosilada no fruto sendo
posteriormente degradadas na forma aglicona no organismo dando origem a
naringenina (pm= 272.256 g/mol) e hesperitina (pm= 302.282 g/mol)
respectivamente. A absorcao intestinal, a biodisponibilidade em outros tecidos e
a taxa de excregao das flavanonas estdo diretamente relacionadas com os
efeitos benéficos bem como, a periodicidade do consumo desse tipo de alimento
(MANACH et al, 2003).
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Estima-se que uma dieta rica em frutas citricas, demais frutas e vegetais
proporcione o consumo diario de hesperidina e naringenina estimado em 132
mg/dia e 29 mg/dia, respectivamente (RAMIREZ e HUBSCHER, 2011). Por sua
vez, no suco de laranja da espécie Citrus Sinensis sdo encontrados
aproximadamente 200-590 mg/L de hesperidina e 16-84 mg/L de naringina,
sendo também encontradas no fruto in natura em proporgdes similares (BRETT
et al, 2008). As quantidades de flavanonas podem variar de acordo com a
espécie, como por exemplo, a laranja azeda (Citrus aurantium) que apresenta
60-340 mg/L de naringina e apenas 0,00-0,047 mg/L de hesperitina (PETERSON
et al, 2006).

Essas caracteristicas do fruto e do suco de laranja deixam em evidéncia
a capacidade intrinseca desse alimento ser capaz de fornecer quantidades

biologicamente ativas para efeito benéfico na saude humana.

1.5 Matrizes biolégicas

Trabalhos anteriores relatam que apds o consumo de uma dose de suco
de laranja ou uma porgao da prépria fruta é possivel encontrar produtos do
metabolismo das flavanonas no soro e urina humana, sendo também ja
reportado a presenga desses compostos nas fezes de animais tratados com
flavanonas isoladas. Como ja mencionado, as flavanonas glicosideas dietéticas
sdo encontradas nas matrizes biolégicas na forma de glucoronideo, sulfatados
ou glucuronideo-sulfatados conjugados como, por exemplo, hesperitina e
naringenina devido a presenca de enzimas como [-glucosidase e a-
rhamnosidase presentes no trato gastro-intestinal, possibilitando assim a
absorcao desses metabdlitos (BRETT et al, 2008; UNNO et al, 2015).

Apesar de varios métodos de quantificacdo analiticos seletivos estarem
disponiveis, a identificacao dos metabdlitos conjugados é mais apropriada para
sistema de detectores tipo EM sendo que, quando se dispde somente do sistema
de deteccdo tipo UV a principal alternativa é o tratamento enzimatico das
amostras para deteccao das flavanonas totais. Outro aspecto € que a analise de
metabdlitos conjugados seria demasiadamente morosa considerando que para
cada metabdlito haveria a necessidade de definir padrées analiticos como limite

de detecgdo e a elaboragdo de curva- padrdo. Dessa forma, uma estratégia
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amplamente empregada € a hidrolise desses compostos conjugados obtendo a
forma aglicona do composto (Figura 3). Nesse contexto, a enzima € incubada
junto com a amostra biolégica sob condigdes especificas de temperatura, pH e
tempo permitindo que opere na faixa de atividade 6tima (DING et al, 2013).
Diversas pesquisas foram conduzidas para avaliagcdo quantitativa de
flavonoides citricos em amostras biolégicas humanas utilizando HPLC com
detectores baseados na absorc¢éao de luz UV- VIS (FUHR et al, 1995; AMEER et
al, 1996; ISHII et al, 1997; CHANG et al, 2002; KANAZE et al, 2004). Em
particular, Kanaze et al (2004) foram responsaveis pela validacdo da
metodologia cromatografica utilizando extragédo de fase sélida em plasma e urina
humanas através da determinacdo de diversos parametros para quantificagao

de naringenina e hesperitina garantindo desempenho adequado e confiavel.

0 .
\<:>/ Hesperidin Hesperetin
OH OH
CHyCH zom

7-Ethoxycoumarin (IS)

Figura 3. Estruturas quimicas das flavanonas citricas naringina e hesperidina (glicosideos) e
suas correspondentes agliconas naringenina e hesperetina e 7-etoxocumarina (PI).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Transferéncia do método analitico de HPLC para UPLC para

quantificacdo de flavanonas totais em amostras bioldgicas de humanos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliagado dos parametros bioanaliticos da metodologia para quantificagcao
de flavanonas totais em amostras de sangue e urina de humanos.
Avaliacdo da aplicabilidade do método de quantificacdo de flavanonas

totais em amostras de sangue e urina de humanos.
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3. Materiais

3.1 Solugodes padroes, solugdes tampoes, solventes, enzima,
dispositivo, filtro e matriz biolégica

O padrao interno (Pl) 7-etoxicumarina e os padrdes naringenina e
hesperitina utilizados foram obtidos da Sigma-Aldich®. As solug¢des estoques
foram preparadas em metanol na concentracdo de 400 pg/mL sendo
posteriormente diluidas em metanol na concentragdo de 25 ug/mL e 70 pg/mL
para a obtencao das solugdes de trabalho do Pl nas amostras de plasma e urina
respectivamente. Foram realizadas 6 diluigdes para a curva de calibragao dos
padroes de naringenina e hesperitina.

O acetado de sodio, fosfato monobasico, acido cloridrico, acido ascorbico
e metanol (grau HPLC) utilizados foram obtidos da Sigma-Aldich®. A solucdes
foram preparadas a fim de obter solugdo tampao acetato de sédio 1 mol/L e pH
5.0; solucao tampao fosfato 0,1 mol/L e pH 2,4; solugdo HCL 0,01 M; solucéo
metanol a 10% em 0,01 M de HCL. A acetonitrila utilizada na extragao foi obtido
da Sigma-Aldich®.

A enzima B-glucuronidase/Sulfatase (G7017) utilizada para incubacgao foi
adquirida da Sigma-Aldich®. O dispositivo Sep Pak C18 Strata® cartucho de 50
mg/1 mL empregado na extracdo foi obtido da Phenomenex. Os filtros de seringa
de membrana de PTFE, poro 0,22 pm e didametro de 13 mm foram adquiridos da
Allcrom®. As matrizes bioldgicas livre de flavanonas, plasma e urina, utilizados
foram obtidos de individuos adultos que participavam de projeto de pesquisa ja

em andamento e foram armazenados e congelados a -80°C até o uso.

3.2 Equipamentos

UPLC Shimadzu;

e Lavadora ultra-sénica digital,SoniClean 2pS, Sanders Medical ;
e Balanga analitica, Mettler Toledo;

e Phmetro microprocessado, Quimis®;

e Centrifuga Excelsa Baby I®, Fanem®;
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SpeedVac Concentrator SVC 200H, Savant

Banho Metabdlico com Agitagcdo Reciprocante, tipo Dubnoff, MA093/1C,
Marconi

Manifold a vacuo, Allcrom;

Sistema Mili Q®
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4. Métodos

4.1 Preparo das amostras
4.1.1 Plasma

A preparagao empregada consiste na adi¢ao de 20 pL de 7-etoxicumarina
(Pl'a 25 yg/mL) em 1 mL de plasma livre de flavanonas juntamente com as
respectivas concentragdes de naringenina e hesperitina (descritas no item 4.3.2).
A mistura foi incubada com 100 yL de tampé&o de acetato de sodio (1 molL/L, pH
5) + 40 uL (4000 U) de B-glucuronidase/Sulfatase em banho maria durante 18h
a 37-C. Todo o volume hidrolisado foi entao diluido com 2 mL de tampao fosfato
(0,1 moL/L, pH 2,4) e centrifugado por 10 minutos (3500 rpm).

Para a extragéo, todo o conteudo foi injetado no cartucho Sep Pak C18 1
mL, 50 mg), pré-condicionado sucessivamente com 6 mL de metanol e 6 mL de
HCL 0,01 M. O cartucho foi lavado sucessivamente com 5,0 mL de metanol a
10% em HCL (0,01 M), 3,0 mL de HCL (0,01 M) e foi injetado ar pelo cartucho
com o intuito de retirar todo residuo. Por fim, foi injetado 3 x 0,5 mL de acetonitrila
no cartucho e o volume total foi coletado. Todas as inje¢des foram realizadas
com auxilio do Manifold a vacuo.

As amostras foram evaporadas por completo até secura a 45-C em Speed
Vack. O processo de ressuspensao ocorreu a partir da dissolugao do residuo em
100 pL de metanol. As amostras foram filtradas antes de serem injetadas e

analisadas em UPLC.

4.1.2 Urina

A preparagdao empregada consiste de 1 mL de urina livre de flavanonas
com adi¢ao de 20 uyL de 7-etoxicumarina (Pl a 70 pg/mL) juntamente com as
respectivas concentragdes de naringenina e hesperitina (descritas no item 4.3.2).
A mistura foi incubada com 100 uL de tampao de acetato de sdédio (1 moL/L, pH
5), 100 yL de 0,1 M de acido ascorbico + 40 uL (4000 U) de pB-

glucuronidase/Sulfatase em banho maria durante 18h a 37-C. Todo o volume
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hidrolisado foi entao diluido com 2 mL de tampéo fosfato (0,1 moL/L, pH 2,4) e
centrifugado por 10 minutos (3500 rpm).

Para a extragado, todo o conteudo foi injetado no cartucho Sep Pak C18 (1
mL, 50 mg), pré-condicionado sucessivamente com 6 mL de metanol e 6 mL de
HCL 0,01 M. O cartucho foi lavado sucessivamente com 5,0 mL de metanol a
10% em HCL (0,01 M), 15 mL de agua miliQ e foi injetado ar pelo cartucho com
o intuito de retirar todo residuo. Por fim, foi injetado 3 x 0,5 mL de acetonitrila no
cartucho e o volume total foi coletado. Todas as injecdes foram realizadas com
auxilio do Manifold a vacuo.

As amostras foram evaporadas por completo até secura a 45-C em Speed
Vack. O processo de ressuspensao ocorreu a partir da dissolugao do residuo em
100 pL de metanol. As amostras foram filtradas antes de serem injetadas e

analisadas em UPLC.

4.2 Transferéncia do método bioanalitico

As condi¢cbdes cromatograficas correspondentes ao método original de
quantificacao de flavanonas totais por HPLC e a transferéncia das mesmas para

UPLC encontram-se descritas nas tabelas apresentadas abaixo.

Tabela 1. Condi¢des cromatograficas de HPLC desenvolvidas por Kanaze et al (2004)

Parametro Descrigao

Duas bombas de alta presséo, injetor manual e detector
Sistema HPLC

UV-Vis
Coluna Cs 250 mm % 4,6 mm x 5 ym
Fase moével Metanol/Agua/Acido acético (40:58:2, v/v/v)
Volume de injegao 20 yL
Fluxo 1 mL/min

Detector PDA UV - Vis A=288 nm
Temperatura da coluna 45°C
Gradiente Isocratico

Solvente de dissolugao Fase movel
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Tabela 2. Condi¢des cromatograficas de UPLC propostas para transferéncia analitica

Parametro Descricao

Duas bombas de alta pressao, injetor automatico e
detector UV-Vis

Sistema UPLC

Coluna C18 200 mm x 2,0 mm x 2,2 ym
Fase movel Metanol/Agua (40:60, v/v)
Volume de injecao 5L

Fluxo 0,4 ml/min

Detector PDA UV - Vis A=288 nm
Temperatura da coluna 45°C
Gradiente Isocratico

Solvente de dissolugado Metanol

4.3 Parametros bioanaliticos

4.3.1 Linearidade

Preparagao, por diluicdo, a partir de solugdo padrdo de naringenina e
hesperitina 400 ug/mL cada, de solugdes de trabalho de 2,5; 3,75; 5,0; 10,0;
20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0 ug/Ll. Foi injetado cada solugao 3 vezes. O fator de
correlagdo (R) foi de 20,99. Os limites de deteccdo e quantificagdo foram

calculados.

4.3.2 Precisao e Exatidao

Preparagdo de amostras de controle de qualidade de hesperitina e
naringenina nas concentragées nominais 2,5, 3,75 e 5 yg/mL incubadas com a
enzima B-glucuronidase/Sulfatase utilizando matriz plasma e urina livre de
flavanonas. Para a avaliacao intra-dia, foi injetada cada solugao controle seis
vezes. Para a avaliagao inter-dia, foi injetada em triplicada cada solugao controle
em trés situacdes diferentes.
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4.3.4 Seletividade

Para aumentar sensibilidade e a seletividade da analise foi escolhido o
comprimento de onda (A) 288 nm. Foi injetada a fase mével, os padrdes e o
padrao interno. Nao deve existir nenhum composto com o mesmo tempo de
retencdo do analito em questdo, de forma a ndo comprometer o seu

comportamento e o seu tempo de retengdo em solugao.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Transferéncia do método bioanalitico

A transferéncia de um método bioanalitico € um processo complexo cujo
propdsito é assegurar que o novo método atenda aos critérios exigidos. E a
primeira etapa no processo do desenvolvimento de um novo método a partir de
uma metodologia ja existente.

Inicialmente, foram avaliadas as condigdes cromatograficas necessarias
para a transposi¢céo da metodologia com destaque para a coluna cromatografica,
a composicao da fase mével e o volume de injegéo.

Para isso, foram consideradas as caracteristicas dos analitos que se
pretendia identificar e quantificar. Ambas flavanonas apresentam baixo peso
molecular e sdo altamente polares (PubChem, 2017). Desta forma, selecionou-
se uma coluna mais densa, com particulas menores e com pouco espago entre
elas, comparativamente a analise de moléculas maiores. Como as operacdes de
analise em UPLC apresentam pressées mais elevadas, optou-se pela utilizacdo
de particulas C1e com diametro menor comparado ao método desenvolvido por
Kanaze et al (2004), otimizando ainda mais a separacgao correta das moléculas.
As condigdes cromatograficas encontram-se discritas nas tabelas 1 e 2.

A selecado da fase movel, por sua vez, é feita com base no método de
separacao e na polaridade da particula. Nesse caso, foi necessario compor uma
fase mével que operasse em fase reversa, ou seja, que fosse mais polar que a
fase estacionaria uma vez que os compostos de interesse sido polares.
Selecionou-se entédo, a fase mével composta por metanol/agua (40:60, v/v) e
optou-se por nao utilizar solucdo de acido acético 2% que esta presente na
composicao da fase movel no método de Kanaze et al (2004) pois, durante os
testes iniciais com a fase mdvel, notou-se a obtencdo de cromatograma
assimétrico com picos com base larga.

Ainda na fase de testes, foi observado que o volume de injecdo de 5 L
era suficiente para obter niveis aceitaveis de absorcdo e deteccdo dos
compostos. Esse volume é 75% menor do que adotado por Kanaze et al (2004)

apresentando uma melhora na diminuicdo na quantidade de amostra para
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realizar a analise. Outro parametro alterado foi o fluxo, que no método de Kanaze
et al (2004) era 1,0 mL/min. Com esse fluxo, a pressao era muito elevada nao
permitindo a operagcéo no equipamento. Apods alguns testes, estabeleceu-se um
valor inferior de fluxo, de 0,4 mL/min, pressao suportada pelo equipamento e que
nao comprometia as analises.

Na etapa de preparacao das amostras, Kanaze et al (2004) relataram que
obtiveram cromatogramas com melhor performance quando a amostra seca foi
ressuspendida utilizando 100 uL de uma solugdo composta por agua e metanol
(1:1, v/v). Contrariando esse relato, nesse trabalho identificamos que a presencga
da agua nessa solugdo ocasionava a turvagdo da amostra ressuspensa
enquanto que a auséncia da agua, ou seja, utilizando apenas 100 uL de metanol
com alto nivel de pureza como veiculo de ressuspensao permitia a obtengao de
um ressuspenso limpido. Ndo é recomendada a utilizagdo de solugbes de
qualquer natureza que apresentem aspecto turvo ou contenham particulas
solidas suspensas para nao comprometer a integridade do aparelho de
HPLC/UPLC e/ou evitar obteng¢ao de cromatogramas inadequados. Desta forma,
as amostras analisadas foram ressuspensas somente com metanol ndo havendo
prejuizos nas analises das substancias de interesse.

Uma das principais melhorias pretendidas nesse estudo era a otimizagao
do tempo de analise. Como demonstrado na Tabela 3, o tempo de eluicdo dos
analitos registrado por Kanaze et al (2004) é similar ao tempo de eluicdo
proposto na transferéncia analitica, porém, com caracteristica distinta. No
método original, em HPLC, a sequéncia de eluigdo dos analitos € naringenina,
hesperetina e Pl, do menor ao maior tempo respectivamente. Durante o processo
de transferéncia para UPLC a sequéncia de eluigdo dos analitos foi naringenina,
Pl e hesperetina do menor ao maior tempo respectivamente. Suspeita-se que a
eluicdo do PI tenha ocorrido em menor tempo no método por UPLC devido ao
tipo de coluna adotada, composta por particulas com menor diametro e mais
justapostas. O contrario foi observado para as flavanonas ao passo que ambas
apresentaram tempo de elui¢ao superior em UPLC comparado ao método por
HPLC. Novamente esse fenbmeno é explicado pela mudanga da coluna
cromatografica que, nesse caso, apresentou maior grau de interacdo entre as

particulas e os analitos.
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Tabela 3. Tempos de eluicdo das substdncias de interesse no método HPLC versus a
transferéncia proposta para UPLC.

Tempo de Eluicdo do Analito (min)

Metodologia
Hesperitina Naringenina  7-etoxicumarina
(P1)
HPLC Kanaze et al (2004) 16,1 13,1 19,2
UPLC Transferéncia 17,7 13,1 15,9

Além disso, nesse trabalho de transferéncia bioanalitica optou-se por nao
alterar radicalmente a composicdo da fase movel para diminuir o tempo de
corrida. A unica mudanga, como ja relatado, foi a exclusao do acido acético 2%.
Essa decisao ¢ justificada pelo resultado insatisfatério das tentativas em alterar
composi¢ao da fase mével que culminou em efeitos negativos para identificagéo
das substancias de interesse. Os cromatogramas n&o eram limpos, a linha de
base ndo permanecia estavel e o tempo de eluicdo dos analitos apresentava
muita variagcdo. Embora essas mudancas tenham sido observadas, ndo houve
prejuizos experimentais na identificacdo e quantificagcdo das substancias de
interesse, porém, nao foi possivel diminuir o tempo de corrida, sendo foi fixado

em 30 minutos.

5.2 Curva de calibragao

A linearidade foi avaliada a partir da construgao de uma curva analitica
com intervalo de 2,5-60 pg/mL, com exatiddao entre 94% e 104% para
naringenina e entre 86% e 104% para hesperitina, sendo esses valores
aceitaveis, uma vez que o intervalo desejavel é entre 85 e 115%. A curva,
representada abaixo, resultou em um coeficiente de correlacdo de 0,99 para
ambos 0s casos gerando as seguintes equagdes da reta: y = 27492x - 6931,1 e
y = 32349x — 10060 para naringenina e hesperitina respectivamente.
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Figura 4. Curva bioanalitica construida para naringenina
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Figura 5. Curva bioanalitica construida para hesperitina

5.3 Precisaol/exatidao

Os parametros de precisdo e exatidao foram avaliados individualmente
para cada matriz, utilizando as concentracbes mais baixas obtidas nas
respectivas curvas de calibragdo. Para aprovacgao, os valores de precisao devem
se encontrar entre 0 e 15% e os de exatidao entre 85 e 115%. Os resultados

encontram-se apresentados nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4. Preciséo e exatidao intra e inter-dia para naringenina e hesperitina em amostras de
sangue incubadas com a enzima B-glucuronidase/sulfatase.

Concentragao Concentragao
Nominal (ug/mL) encontrada (ug/mL) Precisdo?® (RSD,%) Exatidao® (%)

Naringenina intra-dia®

2,5 2,63 1,91 103,2
3,75 3,83 1,02 101,3
5 4,86 0,82 96,6
Inter-dia®
2,5 2,60 0,50 98,85
3,75 3,83 0,41 100,3
5 4,83 0,23 100
Hesperitina intra-dia®
2,5 2,39 1,17 94 .4
3,75 3,78 0,82 101
5 4,84 0,43 96,2
Inter-dia®
2,5 2,36 0,67 99,2
3,75 3,75 0,40 99,7
5 4,83 0,26 100,4

a RSD: desvio padrao relativo

b Exatiddo: concentragdo encontrada expressa em % da concentrag&o nominal
¢ n=6

9n=9

Tabela 5. Preciséo e exatiddo intra e inter-dia para naringenina e hesperitina em amostras de
urina incubadas com a enzima 3-glucuronidase/sulfatase.

Concentragao Concentragao
Nominal (ug/mL) encontrada (ug/mL)  Precisdo® (RSD %) Exatidao® (%)
Naringenina intra-dia®
2,5 2,68 1,62 104,8
3,75 3,86 1,29 104
5 4,72 0,48 94,4
Inter-dia®
2,5 2,7 0,73 108,4
3,75 3,87 0,61 103,2
5 4,76 0,42 93,8
Hesperitina intra-dia®
2,5 2,20 1,26 86
3,75 3,80 2,51 104,8
5 4,84 1,72 94,6
Inter-dia®
2,5 2,20 1,74 87,2
3,75 3,74 0,47 99,7
5 4,82 0,52 95,8

@ RSD: desvio padrao relativo

b Exatiddo: concentragéo encontrada expressa em % da concentragdo nominal
¢ n=6

dn=9
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Todas as concentragdes apresentaram resultados dentro do preconizado.
Para amostras de sangue a precisdo variou de 0,23-1,91% para naringenina e
de 0,26-1,17% para hesperitina enquanto que para amostras de urina as
variagdes foram 0,42-1,62% e 0,47-2,51%, respectivamente. Ja a exatidao,
apresentou intervalos ainda menores 96,2-103,2% para amostras de sangue e
86-108,4% para amostras de urina englobando as duas flavanonas. Além disso,
pelos resultados, podemos certificar que a extracdo fase-solida se mostrou
eficaz permitindo alto rendimento na extragcdo das substancias de interesse
presentes na matriz biologica.

O desempenho dos parametros precisdo/exatidao foi muito satisfatério
pois, como o limite de quantificacédo foi relativamente elevado, a quantificagao

dos analitos foi bastante consistente entre as replicatas.

5.4 Seletividade

A seletividade foi comprovada com a auséncia de sobreposicao de picos
entre os padrdes das substancias em estudo (60 pg/mL cada) e o Pl (70 pg/mL)
como demonstrado na figura 6 abaixo. O tempo de retengéo foi 13,1 minutos
para naringenina, 15,9 minutos para 7-etoxicumarina (Pl) e 17,7 minutos para
hesperitina (Tabela 3).

O comprimento de onda utilizado, 288 nm, permitiu maior absorbancia das
substancias de interesse em detrimento a outros solutos. Nao é possivel verificar
o pico do solvente, metanol, pois o detector UV identifica essa substancia abaixo
de 210 nm (SILVERSTEIN,1998).
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Figura 6. Cromatograma em 288 nm demonstrando o parametro seletividade.

5.5 Limite inferior de detecgao

O limite inferior de deteccao foi definido como a concentracdo mais baixa
quantificavel da curva de calibragao, sendo entdo considerado 2,5 ug tanto para
a naringenina quanto para a hesperitina. Ambos apresentaram uma resposta no

minimo cinco vezes superior a qualquer ruido da amostra.

5.6 Estabilidade

Ensaios realizados por Kanaze et al (2004) revelaram que a estabilidade
de curto periodo (24h) e a estabilidade de congelamento — descongelamento (3
ciclos) apresentam um erro aceitavel conforme o critério de aceitacao
estabelecido pelo FDA, que é de 10%. As porcentagens de erro nas analises de
estabilidade foram de -1,8 a -3,6% e de -1,0 a -3,0% para hesperetina e
naringenina, respectivamente. Desta forma, essa analise ndo foi realizada no
presente estudo uma vez que foi considerada minima a chance de erro na
estabilidade das amostras realizadas ja que todo o processamento e

armazenamento foi executado igual ao método original.
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6. Conclusao

O presente estudo teve como principal objetivo a transferéncia de um
método analitico de HPLC para UPLC e a avaliagdo dos parametros da mesma,
compondo a pré validagcao. Todas as analises foram executadas em um sistema
de cromatografia liquida de ultra pressdo (UPLC) e com um método analitico
destinado a quantificacdo de flavanonas totais (hesperitina e naringenina) em
amostras biolégicas de humanos. Assim sendo, os ensaios realizados foram
essenciais para certificacdo de que a transferéncia bioanalitica proposta é
adequada para o fim a que se destina.

A transferéncia do método bioanalitico foi um processo extenso no qual
primeiramente foi testado as condigbes cromatograficas, como por exemplo, o
tipo de coluna e a composicado da fase movel seguindo posteriormente para a
avaliacdo dos parametros bioanaliticos, como por exemplo, linearidade e
seletividade. A obtencao de resultados satisfatorios indicou a possibilidade de
realizar a transferéncia do método.

Com isso, as etapas de hidrdlise, extracao e transferéncia bioanalitica sao
adequadas para a determinagao quantitativa do total (livre e conjugado) dos
biomarcadores hesperetina e naringenina em amostras biologicas utilizadas na

realizacado de estudos farmacocinéticos em seres humanos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DO EFEITO PREBIC)TICO. DO SUCO DE _LARANJA NA
BIODISPONIBILIDADE DAS FLAVANONAS APOS INGESTAO CRONICA DE SUCO
DE LARANJA

Pesquisador: Melaine Priscila Fidélix

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 53228116.9.0000.5426

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.644.906

Apresentagido do Projeto:
O projeto esta bem redigido e as revisdes solicitadas ja foram executadas.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo esta claramente apresentado e n@o ha observacdes a serem adicionadas.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Foram realizadas de acordo com a legisla¢do vigente e as solicitagcdes do Comité de Etica em Pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa € interessante e pode trazer beneficios para a comunidade caso os resultados estejam de
acordo com o esperado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Os termos obrigatorios foram apresentados e estdo em conformidade com o que pede este Comité.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovo, "ad referendum"” do Comité de Etica em Pesquisa, o projeto de pesquisa ora apresentado.

Enderego: Rodovia Araraquara Jau, km 1

Bairro: Campus Unwersitario CEP: 14.801-002
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-8807 E-mail: sta@fcfar.unespbr
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DO CAMPUS DE

Contnuagdo 0o Parscer 1.644.906

Os relatorios parciais deverdo ser entregues em 1) FEVEREIRQ de 2017 e 2) AGOSTO de 2017; e 0
Relatério Final junto aos Termos de Consentimento Livre Esclarecido (originais e assinados em todas as
folnas) deverdo ser entregues em JANEIRO de 2018.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac@o
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 658689.pdf 11:43:29
Projeto Detalhado / |Projeto_CEP_Versao3.doc 20/07/2016 |Melaine Priscila Aceito
Brochura 11:43:08 |Fidélix
Investigador
Cronograma Cronograma_Versao3.docx 20/07/2016 |Melaine Priscila Aceito
11:42:05 |Fidélix

TCLE / Termos de | TCLE_preenchido.doc 04/02/2016 |Melaine Priscila Aceito

Assentimento / 12:12:12 | Fidélix

Justificativa de

Auséncia

Orgamento Orcamento.docx 03/02/2016 |Melaine Priscila Aceito
16:12:30 | Fidélix

Declarac@o de Declaracac_Pesquisador.docx 03/02/2016 |Melaine Priscila Aceito

|Pesquisadores 16:12:13 | Fidélix

Folha de Rosto Folha_Rosto_Melaine pdf 03/02/2016 |Melaine Priscila Aceito

15:53:02 |Fidélix

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

ARARAQUARA, 22 de Julho de 2016

Assinado por:
Adriano Mondini

(Coordenador)
Enderego: Rodovia Araraquara Jau, km 1
Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-002
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-8307 E-mail: sta@fcfar.unesp br
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