Sociedade Brasileira de Quimica ( SBQ)

Determinacdo estereosseletiva

da hidroxicloroguina e seus

principais metabolitos em urina por microextracao em fase solida e

HPLC

Anderson R. Moraes de Oliveira * (PG)*, Pierina Sueli Bonato * (PQ).

'Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto— USP, anderson@fcfrp.usp.br

Avenida do Café, SN, Ribeirdo Preto/SP.

Hidroxicloroquina, metabdlitos, SPME, analise enantiosseletiva, HPLC.

Introducéo

Microextragdo em fase sdlida (SPME) é uma
microtécnica, introduzida por Arthur e Pawliszyn' em
1990, em que os processos de extracdo e pré-
concentracéo dos analitos ocorrem em uma s6 etapa.
O dispositivo basico de SPME consiste de um bastéo
de silica fundida com a extremidade recoberta com
uma fase extratora. Essa técnica é atrativa porque
ndo ha o consumo de solventes organicos durante os
processos de extracdo. A hidroxicloroquina (HCQ) é
um farmaco comercializado como uma mistura
racémica e foi primeiramente utilizada no tratamento
da malaria e mais recentemente em diversas doengas
autoimunes. HCQ passa por um extenso
metabolismo oxidativo e trés metabdlitos quirais sdo
produzidos: desetilcloroquina (DCQ),
desetilhidroxicloroquina (DHCQ) e
bisdesetilcloroquina. Assim, o objetivo do presente
estudo é desenvolver uma metodologia analitica para
determinacdo estereosseletiva da HCQ e seus
principais metabdlitos (DCQ e DHCQ) em urina
humana por SPME e HPLC.

Resultados e Discussao

Otimizacdo do Procedimento de Extracdo
Diversos parametros que pudessem influenciar no
processo de extracdo foram otimizados como: tempo
de extracdo, temperatura de extracdo, adicdo de sal,
tipo de fibra, tempo de dessorcdo e “carryover”. Os
dados do procedimento otimizado encontram-se na
tabela 1.

Tabela 1- CondicBes estabelecidas para andlise da
HCQ e seus principais metabdlitos por SPME-HPLC

Extracéo
=Volume de urina: 3000 pL

Dessorcao

=Tempo de dessorgdo: 3 min
=Tempo de extragdo: 40 min = Solvente : metanol (100%)
= Fibra: PDMS-DVB 60 pm =>Volume de solvente de
=T. fosfato 1 mol/L pH 11: 1 mL dessorgao: 100 pL

= Cloreto de sédio: 10% (m/v) =@ Temperatura: 25° C

= Temperatura: 25° C

Validacdo da Metodologia
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Apoés otimizacéo da extragdo, o método foi validado
de acordo com as exigéncias da literatura para
anélise de farmacos em fluidos biolégicos® Assim, os
pardmetros avaliados foram: linearidade,

estabilidade, precisdo e exatiddo inter e intra-ensaio,
recuperacdo e racemizacdo. Todos os dados
avaliados estdo de acordo com os recomendados
pela literatura. A tabela 2 mostra os dados para
linearidade e recuperacéo do método.

Tabela 2- Valores de linearidade e recuperacdo do
método

Estereo- Recuperacéa Linearidade

CV Intervalo
(%) (na/mL)
(-)-(R)-HCQ 9,5 3,5 50-1000 y=0,0024x +0,0317 0,9966

(#)-(S)-HCQ 9,2 3,2 50-1000 y= 0,0023x +0,00130,9967
(-)-(R)-DHCQ 8,9 6,6 42-416 y=0,0008x +0,00510,9955
(+)-(S)-DHCQ 9,5 6,7 42-416 y=0,0008x +0,0051 0,9955
()-(R)-DCQ 13,7 6,8 42-416 y=0,0040x +0,03750,9940
()-(S)-DCQ 15,2 6,8 42-416 y=0,0044x +0,03600,9950
*CV: Coeficiente de variagao

isbmeros % Equacao da reta r

Aplicacdo do Método

Apés validagcdo, o método foi empregado em um
estudo piloto de disposi¢édo cinética do farmaco. A
guantidade excretada acumulada para HCQ, DCQ e
DHCQ foi, respectivamente, de 2,6, 0,08 e 0,08%
(Fig. 1). A excregdo dos enantibmeros parece ser
estereosseletiva no tempo estudado. Os dados
obtidos corroboram com os dados da literatura.

Figura 1- Grafico da quantidade excretada acumulada
versus intervalo de coleta (A) HCQ); (B) DHCQ e DCQ
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Conclusoes

A SPME-HPLC mostraram-se eficiente na analise
estereosseletiva da HCQ e seus metabdlitos em
urina. O consumo de solvente organico na extracédo
foi muito baixo (100 uL de metanol por extracao)
comprovando a vantagem do uso da técnica.
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