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Resumo

A amoxicilina € um composto farmacologicamente activo com propriedades antimicrobianas,
pertencente ao grupo das penicilinas. Este composto € um dos mais importantes da classe a
qgue genericamente se da o nome de antibiéticos beta-lactamicos. A par com outras penicilinas
semi-sintéticas, a amoxicilina foi desenvolvida com o intuito de aumentar o espectro de accao
antimicrobiano, tendo em conta os compostos que existiam. Eficaz contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, revela-se mais resistente ao tracto gastrico, demonstrando,
portanto, uma maior absor¢do quando administrado por via oral, comparativamente com as
penicilinas naturais. Dadas as suas propriedades farmacol6gicas e farmacocinéticas, a
amoxicilina é muito utilizada em medicina humana e medicina veterinaria. Neste Ultimo caso, o
seu uso pode ultrapassar os limites da terapéutica e chegar a ser administrada com a
finalidade de promover o crescimento de animais em producdo intensiva. Uma vez que a
utilizacdo deste composto, embora permitida, estando estabelecido limite maximo de residuo
(LMR) em musculo de 50 ug/kg, encontra-se sujeita a restricdes, torna-se necessario controlar

a sua boa aplicagdo por parte dos produtores, para defesa dos consumidores.

Este estudo centrou-se no desenvolvimento e na validacdo de uma metodologia analitica, por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS), para a
detecgdo e quantificagdo da amoxicilina em musculo, de acordo com os critérios estabelecidos
pela Unido Europeia. Foi igualmente efectuado um estudo de estabilidade do composto, de
forma a conhecer as condi¢Bes em que ocorre a sua degradacao e, a partir dai, caracterizar os

principais produtos assim originados.

Os objectivos propostos foram concretizados, obtendo-se um método validado de acordo com
0s requisitos da Unido Europeia. O limite de deteccéo (LD) do método € de 5 ug/kg e o limite
de quantificacédo (LQ) é 8 ug/kg. Relativamente ao limite de decisdo (CCa) e a capacidade de

deteccgao (CCp) para a amoxicilina, estes séo, respectivamente, de 56 pg/kg e 67 pg/kg.

Palavras-chave: Amoxicilina, LC-MS/MS, validag&o



Abstract

Amoxicillin is one pharmacological active compound with antimicrobial properties, an antibiotic
of the penicillin’s group. This compound is one of the most important of antibiotic class usually
called beta-lactams. Like the other semi-synthetic penicillins, the amoxicillin was obtained in
order to get a broad — spectrum antibiotic. Effective against gram-positive and gram-negative
bacteria, is more stable in the gastric tract and has high absorption when administrated orally
than the natural penicillins. It's pharmacological and pharmacokinetic properties makes

amoxicillin a widely used antibiotic in human and veterinary medicine.

The veterinary use can be expanded and the antibiotics can be used as growth promoters in
animals used for food production. Although the use of this compound is not forbidden, with
maximum residue limit established of 50 ug/kg for meat, to protect the consumers some

restrictions have to be fulfilled when used by the producers.

This study was focused on the development and validation of an analytical methodology, by
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), for the detection and

guantification of amoxicillin in meat according to the established criteria of European Union.

A stability study of that compound was performed with the intention to understand better its

degradation and characterize its main products.

The main issues were successfully treated, with the result of having now a validated method,
according with EU requirements. The following limits were set: A detection limit (LD) of 5 ug/kg
and a quantification limit (LQ) of 8 pg/kg. The decision limit (CCa) and the capacity of detection
(CCpB) obtained for amoxicillin were 56 ug/kg and 67 ug/kg.

Key-words: Amoxicillin, LC-MS/MS, validation
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Abreviaturas

6-APA — acido 6-aminopenicilanico.

ABR — amostra em branco.

ABF — amostra em branco fortificada.

API — do inglés atmospheric pressure ionization.

CAD - do inglés collision gas.

CCa — limite de deciséo.

CCp — capacidade de deteccao

CE — do inglés collision energy.

CUR - do inglés curtain gas.

CV - coeficiente de variagao.

Erro o — erro associado a probabilidade de uma amostra analisada ser conforme apesar de se
ter obtido um resultado ndo conforme (deciséo falsamente ndo conforme).

Erro B — erro associado a probabilidade de uma amostra analisada ser ndo conforme, apesar
de se ter obtido um resultado conforme (deciséo falsamente conforme).

ESI — ionizag&o por electrospray

HPLC - do inglés high performance liquid chromatography.

LC-MS/MS — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial.
LD - limite de detencdo do método.

LMR — limite méximo de residuo.

LNIV — Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria.

LQ - limite de quantificacdo do método.

MRM — do inglés multiple reaction monitoring.

PNCR - Plano Nacional de Controlo de Residuos.

SIM — do inglés single ion monitoring.

TR — tempo de retencéo.

TRR — tempo de retengéo relativo.

UV — Ultravioleta.
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1. Objectivo

A utilizacdo profilatica e terapéutica de medicamentos veterinarios € essencial na préatica

moderna de criagdo intensiva de animais para consumo humano.

Igualmente vulgar é a utilizacdo ilegal de substancias promotoras de crescimento, onde se
incluem as hormonas — tireostéaticos e beta-agonistas —, bem como de outros medicamentos de

grupos farmacolégicos ndo autorizados™.

Estas praticas podem ocasionar o aparecimento de residuos dos medicamentos administrados
nos produtos alimentares obtidos desses animais, em especial quando estes sdo administrados

em doses elevadas pouco tempo antes do abate.

Sendo estes compostos potencialmente téxicos e, portanto, componentes indesejaveis dos
alimentos, a legislagdo comunitaria garante uma elevada protec¢do dos consumidores. Para
tal, determina a avaliagdo da toxicidade de eventuais residuos de medicamentos veterinarios
utilizados em animais para consumo humano, antes da respectiva autorizacdo de introducao no
mercado. Quando necessario, sdo estabelecidos limites méaximos de residuos (LMRS) e,

nalguns casos, a utilizagéo da substancia é proibida.

O plano de vigilancia que assegura o cumprimento das restricdes impostas aos produtores é o
Plano Nacional de Controlo de Residuos (PNCR), que é obrigatério em todos os Estados-
membros da Unido Europeia. Este plano abrange os animais vivos (pelo controlo analitico de
fluidos bioldgicos, ragdo e agua de bebida colhidas nas exploragfes) e os provenientes de
matadouros (pela analise dos tecidos ediveis). Abrange, igualmente, outros produtos, tais como

leite, ovos e mel.

A amoxicilina é um composto farmacologicamente activo com propriedades antimicrobianas,
muito utilizado em medicina veterinaria e, especialmente, em producdo intensiva de animais
para consumo humano. O seu uso pelos produtores é permitido, embora com algumas
restricdes, a principal das quais se resume a necessidade de se respeitar um intervalo de
seguranca (tempo que decorre entre a Ultima administracdo e o abate do animal), por forma a
que os tecidos ediveis, ao conterem residuos de amoxicilina, ndo ultrapassem o respectivo

LMR.

11



Desta forma, para o controlo dos compostos com LMR nédo s6 é necessaria a sua pesquisa
como a determinacdo quantitativa, quando presente, no intuito de avaliar a conformidade das

amostras, de acordo com o limite maximo de residuo (LMR) estabelecido 23],

E o caso da amoxicilina.

Assim, o objectivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de um procedimento analitico
suficientemente simples, mas robusto e eficaz, tendo em conta os critérios analiticos definidos
pela Decisdo da Comissdo Europeia 2002/657/CE ¥ para os compostos com LMR, para a
pesquisa, identificacdo e quantificacdo de amoxicilina em tecidos ediveis de origem animal, no
intuito de ser utilizado na rotina laboratorial destinada ao controlo de amostras oficiais colhidas,

para verificagcdo da utilizagéo indevida daquele composto por parte dos produtores.

12



2. Introducao

2.1. Medicamentos veterinarios e protec¢ao dos con  sumidores

Todos os anos, no Mundo, milhBes de pessoas sofrem de doengas provocadas pelos

alimentos que consomem.

A encefalopia espongiforme bovina (EEB) — vulgarmente conhecida como a doenca das vacas
loucas, cujas repercussdes na saude publica sdo ainda desconhecidas nas suas totalidade e
extensdo —, a crise das dioxinas — com origem na Bélgica, em resultado da entrada na cadeia
alimentar de grandes quantidades de dioxinas por via da contaminacdo de matérias-primas
utilizadas em alimentacgdo animal, tendo resultando no abate de enormes quantidades de aves
e suinos — ou, ainda, o escandalo da deteccdo de cloranfenicol em gado bovino — em
resultado da incorporacdo de produtos de aquacultura, importados da China, Vietname e
Indonésia, contaminados com aquele composto, nas ragdes para estes animais, produtos
esses que passaram incélumes pela fronteira alema para o espago europeu — constituiram
factos de forte impacto mediético que motivaram irremedidveis quebras de confianga dos

consumidores europeus.

No entanto, a utilizag&o profilatica e terapéutica de medicamentos veterinarios € essencial na
pratica moderna de criacdo intensiva de animais para consumo humano, sendo, igualmente,

uma componente muito importante do bem-estar animal.

Sendo estes compostos potencialmente téxicos para os consumidores, a legislagédo
comunitaria impde regras muito estritas na utilizacdo de medicamentos veterinarios pelos
produtores de animais destinados ao consumo humano “?*%. De acordo com esta legislaco,

os medicamentos veterinarios sao divididos em dois grandes grupos:

- Grupo A - o das substancias proibidas, que demonstram efeito anabolisante, e ndo

autorizadas;

- Grupo B - o das substancias autorizadas sujeitas a determinadas restricdes. A este
grupo foram também adicionadas as substancias denominadas de contaminantes

ambientais.

13



Nos quadros seguintes encontramos as diferentes classes farmacoldgicas integradas em cada

um dos grandes grupos acima referenciados.

Tabela 1: Classes farmacolégicas divididas entre os grupos A e B.

Na tabela, NA refere-se a compostos ndo autorizados e P a compostos proibidos (razées histdricas estao

na origem destes dois termos).

Grupo A: substancias com acg¢éo anabolisante e subst ancias nao autorizadas
Estilbenos e derivados P
Tireostaticos P
Hormonas anabolisantes P
Lactonas do acido resorcilico P
Beta-agonistas P
Cloranfenicol NA
Clorpromazina NA
Nitrofuranos NA
Nitroimidazois NA
Grupo 1B: Medicamentos sujeitos a restricoes

Sulfonamidas

Penicilinas (B-lactamicos)

Tetraciclinas LMR

Quinolonas

Aminoglicosidos

Quinoxalinas
Antihelminticos LMR
Coccidiostéticos LMR/NA
Sedativos LMR
Anti-inflamatoérios ndo esteréides (AINES) LMR
Corticosterdides LMR
Grupo 2B: Contaminantes ambientais
Compostos organofosforados LMR
Compostos organoclorados LMR
PCBs e dioxinas LMR
Elementos quimicos LMR
Micotoxinas LMR
Corantes LMR

Em termos praticos, todos os produtos de origem animal deverao estar isentos de residuos de

compostos proibidos ou ndo autorizados ou conter uma concentragdo abaixo do respectivo

limite maximo de residuo (LMR) estabelecido (espécie animal/matriz) para os autorizados

sujeitos a restricdes. Caso contrario, estes produtos sdo considerados improprios para

consumo e deverdo ser destruidos. Para os principios activos dos medicamentos sujeitos a

14



LMR, os produtores, ap0s a administracdo dos mesmos, tém de respeitar os denominados

intervalos de seguranga que se encontram estabelecidos por cada composto/espécie animal.

O plano de vigilancia que assegura o cumprimento da legislagdo sobre residuos € o Plano
Nacional de Controlo de Residuos (PNCR), o qual é obrigatério em todos os Estados-
membros da Unido Europeia. O referido plano abrange os animais vivos (pelo controlo
analitico de fluidos biolégicos, ragdo e agua de bebida colhidas nas exploracdes) e os
recolhidos nos matadouros (pela andlise dos tecidos ediveis). Abrange, igualmente, outros

produtos, tais como leite, ovos e mel.

No caso do grupo dos antimicrobianos, uma vez que sdo compostos sujeitos a LMR, o controlo
analitico tera de utilizar metodologias analiticas, ndo s6é capazes de identificar o composto,

mas também de o quantificar.

2.2. Medicamentos antimicrobianos — as penicilinas

2.2.1.Alguns dados histéricos

Alexander Fleming, bacteriologista em Londres, impelido pelas preocupacdes adjacentes as
mortes causadas por infec¢des durante a Primeira Guerra Mundial (1914-1918), desenvolvia
pesquisas no intuito de descobrir substancias capazes de matar ou impedir o crescimento de
bactérias®. Em 1928, enquanto estudava variantes de estafilococos, observou que uma das
culturas havia sido contaminada por um bolor e que este provocara o desaparecimento das
bactérias na sua vizinhanga (figura 1). Fleming e o seu colega, Dr. Pryce, identificaram um
fungo do género Penicillium e demonstraram que este produzia uma substancia responsavel
pelo efeito bactericida — a penicilina. Verificando o efeito desta substancia em diferentes
culturas, foi possivel constatar quais as espécies de bactérias sensiveis a accdo das
penicilinas, que se provou serem apenas organismos aerébios, gram-positivas ndo produtoras

de B-lactamases .,
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Figura 1 : Cultura contaminada pelo fungo Penicillium.

O isolamento e a purificacdo da penicilina foram efectuados apenas em 1940, por Howard
Florey e Ernst Chain, na Universidade de Oxford™***'*. Depois de estudar as suas qualidades
antibacterianas e a sua atoxicidade, foram realizados testes em humanos, cujos resultados
comprovaram a sua eficacia. Em 1944 estava ja desenvolvido um processo de fermentacéo, o

qual disponibilizava uma produgéo em larga escala de penicilina.

A penicilina salvou a vida a milhares de soldados aliados na Segunda Guerra Mundial (1939-
1945). Durante muito tempo, o capitulo que a penicilina abriu na histéria da Medicina parecia
prometer o fim das doencgas infecciosas de origem bacteriana como causa de mortalidade
humana, motivo porque, em 1945, Fleming, Florey e Chain receberam o Prémio Nobel da

Medicina.

Em 1950, a familia de antibidticos B-lactamicos consistia em dois compostos com espectro de
accao limitado: penicilina G e penicilina V. Apesar do impacto revolucionario que tiveram, as
penicilinas naturais nunca foram completamente eficazes contra todo o tipo de bactérias e o
desenvolvimento de estirpes de bactérias resistentes era um problema a combater. O
desenvolvimento de novas penicilinas, com espectro de ac¢do mais alargado, foi conseguido
pela modificagdo da cadeia lateral da molécula. As primeiras experiéncias foram efectuadas
através de reaccgdes de fermentacéo, ndo se conseguindo, no entanto, grande diversidade de
compostos. Mais tarde, por sintese e isolamento da p-aminobenzilpenicilina, foi possivel obter
uma outra molécula — acido 6-aminopenicilanico (6-APA) — que, ndo possuindo nenhuma
cadeia lateral, esteve na origem da producdo dos beta-lactdmicos semi-sintéticos em 1960 [,
A descoberta deste composto foi o ponto de partida para o crescimento da familia das

penicilinas.

O objectivo de se conseguir uma penicilina de largo espectro foi conseguido em 1961, pela

sintese da ampicilina, e em 1971, pela da amoxicilina *> *®. Estas duas penicilinas, designadas
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de aminopenicilinas ou penicilinas semi-sintéticas, sdo muito semelhantes em termos
estruturais e em espectro de acgdo, no entanto, a amoxicilina tem melhor absor¢cdo quando
administrada via oral, atingindo concentra¢des duas vezes mais elevadas no sangue do que a

ampicilina.

Embora mais tarde tivessem sido obtidas penicilinas de espectro verdadeiramente mais amplo,
as aminopenicilinas constituiram o primeiro passo no sentido da obtencédo de penicilinas de

maior resisténcia que abrangessem no seu espectro bactérias gram-negativas.

2.2.2.Quimica das penicilinas

Actualmente, estdo identificadas mais de 40 penicilinas, algumas naturais, outras semi-
sintéticas. A composi¢do de todas as penicilinas apresenta um ndcleo comum: o 6-APA (figura
2), que é o responsavel pela actividade destes compostos. Este nlcleo é composto por um
anel tiazolidinico e por um anel B-lactamico, ao qual esta ligado um grupo amina que inicia a
cadeia lateral nas penicilinas (figura 3). A presenca do grupo carboxilo confere a todas as
penicilinas natureza acida. No entanto, as aminopenicilinas possuem, também, um grupo

basico — o grupo amina, o que as torna moléculas anfotéricas.

A obtencdo de uma dada penicilina esta relacionada com a cadeia lateral R obtida durante o
processo de fermentagdo. O radical R d4 o nome a penicilina, de acordo com a seguinte tabela,
onde estdo evidenciados alguns exemplos, nomeadamente: duas penicilidas naturais

(penicilina G e penicilina V) e duas semi-sintéticas (amoxicilina e ampicilina).

H,N S
Figura 2: Estrutura molecular do 6-APA. Dl ) CHs
1. Anel B-lactamico am CH3
2. Anel tiazolidinico o

HO

Figura 3: Estrutura geral das penicilinas.

0]
>/NH
° S
R representa a cadeia lateral. J D CHg
SN CHa
O/
~5
HO

sintéticas —
—penicilina G e

Tabela 2: Estruturas de duas penicilinas semi-
amoxicilina e ampicilina — e de duas penicilinas naturais
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peniclina V.

Radical R Designacao da penicilina
HO‘@?H Amoxicilina
NH,
@?H Ampicilina
NH,
a2 CH,— Penicilina G

@O—CHZ Penicilina V

A cadeia lateral determina muitas das caracteristicas antibacterianas e farmacolégicas de cada

uma das penicilinas. Em relacdo as penicilinas naturais, a cadeia lateral depende da

composicao quimica do meio de fermentacéo utilizado na sua obtencao.

A presenca do anel B-lactamico é a responsavel pela designacéo geral destes antibiéticos de -
lactamicos e provém da ligagdo de dois aminoacidos: cisteina e valina (figura 4). Quando estas

duas estruturas se juntam, forma-se o nucleo biciclico 6-APA (58],
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(@] SH CH3 H2N
S
\ CHs
T N CH
HO NH V 3
2 o) O/
§O
o HO . HO
cisteina valina

Figura 4: Formac&o do 6-APA a partir dos aminoéacidos cisteina e valina.

Este sistema ciclico de quatro membros é altamente reactivo. A ligagdo amida esta sujeita a
uma forte tensdo, o que a torna muito susceptivel a ataques por reagentes nucledfilos, o que

resulta na abertura do anel**,

As penicilinas interferem na sintese das paredes celulares das bactérias, por reaccdo com o
grupo amina presente na enzima transpeptidase, responsavel pela etapa final da biossintese
do peptidoglicano da parede bacteriana. Esta reac¢édo envolve a ruptura do anel B-lactamico e
a acilacdo da enzima (figura 5), Deste modo a as enzimas deixam de estar disponiveis como
catalisadoras na formacgdo das ligacdes cruzadas transpeptidasicas que conferem rigidez a

estrutura celular®™.

o transpeptidase (ENZ) 0

N\—NH >/NH

S
S CH, CH,
R R
Van CHj o HN CH,
(0]
ENZ
o) ~=0
HO HO
Figura 5: Mecanismo de inibicdo da transpeptidase pela penicilina.

A penicilina ocupa, na transpeptidase, o lugar do substrato D-alanil-D-alanina, uma vez que

existe uma grande analogia estrutural entre a molécula de antibiético e o substrato em questao.
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Depois de se formar o complexo penicilina-enzima, a etapa final da sintese da parede celular

ndo ocorre e a bactéria morre®*"?%,

Para que a actividade destes antibidticos seja efectiva é, entdo, necessario que o seu nicleo
central se mantenha intacto. A transformacao metabdlica ou a ocorréncia de qualquer alteracéo
quimica nessa porcao da molécula resulta na perda de toda a actividade antibacteriana.
Algumas penicilinas hidrolizam-se muito facilmente na presenca de metais pesados, &cidos e
bases e sdo dasactivadas na presenca das enzimas [-lactamases, presentes como
substancias naturais em muitos microrganismos. A acidez géastrica pode hidrolisar a amida da
cadeia lateral e, tal como no caso da presenca de B-lactamases, provocar a abertura do anel

de quatro membros (figura 6).

R —0
HO
/ N CH3
O/
§O
HO N
2 2
S\ _CHs
HO—\ HN cH, T R7OM
o)
§O
HO

Figura 6: Degradacao das penicilinas: 1 — abertura do anel por ac¢do da B-lactamase ou em

meio acido, 2 -hidrélise da amina da cadeia lateral em meio &acido.
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No caso da peniclina G (benzilpenicilina), esta é hidrolisada muito facilmente em meio &cido,
formando o respectivo acido peniciléico, que ndo tem qualquer actividade terapéutica. Este
facto torna inadequada a utilizagéo da penicilina G por via oral. A mesma degradacao acontece
na presenca da generalidade das -lactamases. Deste modo, 0 seu espectro de ac¢ao é pouco
amplo e, tendo em conta a crescente emergéncia de estirpes produtoras de B-lactamases, a

tendéncia € para se utilizar cada vez menos esta penicilina natural.

A penicilina V (fenoximetilpenicilina) € mais resistente em meio acido e, como tal, pode ser
administrada via oral. Por outro lado, tem uma actividade cerca de cinco a dez vezes menos
eficaz sobre as bactérias gram-negativas que a bezilpenicilina, ndo podendo ser considerada

uma boa substituta desta.

As penicilinas semi-sintéticas sdo antibiéticos de largo espectro, resistentes a pH baixo, que
podem ser administrados por via oral. Este grupo de penicilinas, para além de ser eficaz contra
bactérias gram-positivas, também € activo contra algumas gram-negativas[sl. Contudo,
continuam a ser compostos susceptiveis de perder actividade por ac¢do de enzimas [3-
lactamases o que implica a utilizagdo de inibidores destas enzimas aacompanhar a
administragdo das aminopenicilinas. Existe uma correlagéo inversa entre a sensibilidade de um
antibiotico B-lactamico a inactivacdo por [-lactamases e a capacidade de inactivar
microrganismos. Neste caso, as penicilinas semi-sintéticas, que sdo facilmente hidrolisadas por

estas enzimas, sdo activas contra as bactérias gram-negativas produtoras de -lactamases.

Na producéo das penicilinas semi-sintéticas, o nucleo activo 6-APA ¢é acilado por condensagéo
com varios compostos, de acordo com a penicilina semi-sintética que se pretende obter. Para
tal, a 6-APA é primeiramente isolado da penicilina G, por hidrélise sob accdo da enzima
penicilina G acilase e da Penicilina V pela penicilina V acilase. Estas enzimas clivam a ligacdo
peptidica através da qual a cadeia lateral da penicilina esta ligada ao 6-APA.

A amoxicilina e a ampicilina séo entdo obtidas pela condensagédo do 6-APA com a amina ou

[15,16,53]

éster 4-hidroxifenilglicina e fenilglicina correspondentemente Esta reacgdo esti

evidenciada na figura 7.
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S NH;
E'/ CH3 o NH S
N CHs O—CHs; Penicilinase AN _— CHs

o
o N HO 5 o\ CH,

o HO
HO Metanol

Ester metil-hidroxifenilglicina

6-APA Amoxicilina

Figura 7: Reaccdo de formagdo da amoxicilina, partindo do 6-APA e do ester metil-

hidroxifenilglicina.

Ap6s a administragdo, todas as penicilinas se distribuem pelos fluidos intersticiais, através da
corrente sanguinea. A entrada das moléculas de penicilina nas células é mais eficaz quando
existe inflamagdo, uma vez que, nestes casos, a permeabilidade das membranas das células

aumenta.

As penicilinas séo facilimente eliminadas por via urinaria, de modo que o tempo de vida destes
farmacos no corpo é curto — cerca de 30 a 90 minutos. Deste modo, apds a administragdo, sao

de esperar concentracfes elevadas na urina*’ 2%,

2.2.3.Amoxicilina

Estudos posteriores ao desenvolvimento da ampicilina demonstraram que a introdugédo de um
grupo p-hidroxilo na sua cadeia lateral aumentava a absorcdo do composto por via

gastrointestinal. Desta modificagdo surgiu a amoxicilina.

Embora a ampicilina tenha sido a primeira aminopenicilina a ser introduzida em terapéutica, a
amoxicilina é considerada o composto-padréo deste grupo, dado que, embora apresentando
um espectro idéntico, tem maior biodisponibilidade via oral, sendo que entre 74 e 92 % da dose
administrada € absorvida. Na figura 8 estd representada a evolugdo da concentracao
plasmatica ao longo do tempo apds administracdo oral de uma dose Unica de 500 mg de

[17]

ampicilina e amoxicilia”" em humanos.

O pico de concentragdo maxima de amoxicilina é atingido ao fim de cerca de duas horas e,

apesar de ter uma boa absor¢do, grande parte do farmaco é excretado na sua forma activa
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pela urina. O tempo de semi-vida deste composto é de cerca de 0,7 a 1,4 h e, num periodo de
6 a 8 h apds a administracdo, recupera-se na urina, sob forma intacta, até 80 por cento da dose
absorvida. Por via injectavel, a amoxicilina atinge, igualmente, concentracdes elevadas no
organismo, as quais, contudo, decrescem rapidamente, quer se trate de via intramuscular ou
via intravenosa. A amoxicilina distribui-se facilmente pelos tecidos e liquidos organicos e
apenas 19 a 33 % da fraccéo absorvida € metabolizada, essencialmente pela hidrélise do anel
B-lactamico com formacao do acido amoxicildico, que é o correspondente acido penicildico nas
restantes penicilinas. A responsabilidade pela maioria das reaccdes alérgicas as penicilinas
deve-se a formacdo destes compostos. Apesar do potencial risco para a salde humana, o
acido amoxicildico ndo esta incluido no LMR da amoxicilina.

3] —&— Amoxicilina

—a— Ampicilina

Concentracéo plasmaética ( pg/ml)

t (horas)

Figura 8: Concentragdes médias da ampicilina e amoxicilina ap6s administragéo oral de uma

dose Unica de 500mg destes antibidticos .

A amoxicilina € activa sobre a generalidade das bactérias gram-positivas e sobre algumas
gram-negativas. As segundas diferem das primeiras porque possuem uma camada externa de
lipopolissacarideos por cima da camada de peptidoglicanosls]. As aminopenicilinas tém maior
facilidade de atravessar essa membrana lipopolissacaridea, por serem mais hidrofilicas,
permitindo, assim, que se atinjam concentragdes terapéuticas eficazes nos locais de accao. A
menos que seja acompanhada de um inibidor de B-lactamases, a sua ac¢ao torna-se ineficaz
caso a bactéria em causa seja produtora dessas enzimas. Os inibidores utilizados tém a

capacidade de se ligarem eles préprios as B-lactamases, deixando a amoxicilina livre para a

23



sua actuacdo, melhorando a sua eficiéncia. Um exemplo de um inibidor bastante utilizado é o

[18,19]

do &cido clavulanico , que apresenta uma estrutura molecular bastante semelhante a das

penicilinas (figura 9).

-0 OH

//—N

HO

Figura 9: Estrutura molecular do &cido clavulanico.

E possivel que a degradacgéo da amoxicilina em acido amoxicildico conduza, por sua vez, a
outros compostos: 0 acido amoxildico (o correspondente na amoxicilina ao acido peniléico) e a

[20,21,22,23,24,25]

amoxicilina dicetopiperazina . A figura 10 apresenta os principais metabolitos da

amoxicilina.

[21]

O acido amoxiciléico pode apresentar dois compostos isomeros dia-esteriomeros “~, conforme

esta representado na figura 11: o acido 5R,6R-amoxicil6ico e o acido 5S,6R-amoxicilbico.

CHg

Hy s CHs
A
ﬁ !
e
HN{ OH
CHg
CHg
S
H o}
o_N 4
N
H OH

(o}

Iz

HO

Figura 10: Degradacgédo da amoxicilina
A — Amoxicilina;
B — Acido amoxiciléico;
C — Acido amoxiléico;
D — Amoxicilina dicetopiperazina.
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Figura 11: Estrutura do acido 5R,6R-amoxicildico (1) e do &cido 5S,6R-amoxicildico (I1).

2.3. Aplicacdo em medicina veterinaria

As penicilinas sdo um grupo de antibidticos utilizados quer em medicina humana quer em
medicina veterinaria. No caso concreto da aplicacdo da amoxicilina em veterinaria, esta é
clinicamente efectiva no tratamento de infec¢des cutaneas, do tracto respiratdrio, urinario e

gastrointestinall?+2!

. Tal como acontece com as restantes penicilinas, ndo sdo conhecidos
efeitos tdxicos recorrentes da sua administragdo. As principais contra-indicagdes ocorrem em
individuos sensiveis a estes compostos, cujas reacc¢des de hipersensibilidade podem culminar

em choques anafilaticos!>®"#28:4%],

Por outro lado, o possivel desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes ao antibiético,
recorrente do consumo continuado de alimentos contendo residuos do mesmo, € também um

[9,21,28,33,45]

efeito negativo a considerar . Este fendmeno verifica-se quando ndo séo respeitados

os intervalos de seguranca desde a administragdo do medicamento até ao abate do animal.

Quando estes antibiéticos sdo usados de forma continuada e em concentragfes abaixo das
terapéuticas na producdo animal, como promotores de crescimento, é possivel que os
alimentos dai gerados para consumo humano venham contaminados com bactérias
resistentes. Tal situacdo pode levar a que o0 consumidor seja exposto a estas estirpes
resistentes e, deste modo, se torne insensivel a utilizacdo destes farmacos em futuras

infeccoes!®o,
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Para salvaguardar a saude dos consumidores, a Unido Europeia estabeleceu LMR para as
penicilinas, que dependem do composto em causa e da matriz. Para a amoxicilina, uma das
penicilinas mais utilizadas a nivel mundial, o LMR em tecidos ediveis é de 50 pg/kg para

qualquer espécie animal de consumo humano™.

2.4. Determinacao analitica da amoxicilina

Os procedimentos analiticos a utilizar no controlo oficial da pesquisa de residuos de
medicamentos veterinarios em amostras bioldgicas, colhidas de animais destinados ao
consumo humano, devem cumprir os critérios de desempenho definidos na Decisdo da
Comiss&o 2002/657/CE™,

No caso da amoxicilina, e uma vez que a utilizagdo deste composto é permitida, estando

apenas sujeita a intervalo de seguranca por ter LMR estabelecido™

, @ metodologia analitica
deverd ser capaz de pesquisar a presen¢ca do composto na matriz em andlise e, quando

presente, identifica-la inequivocamente e proceder a sua quantificagao.

Tradicionalmente, os residuos de antibiéticos em tecidos animais sdo detectados por ensaios
microbiolégicos de multidetecc0®®®?. Este tipo de metodologia, apesar de sensivel, é pouco
especifico. A distingdo da amoxicilina de entre os restantes B-lactamicos ndo é possivel. Os
ensaios microbioldgicos devem apenas séo aplicAveis quando se pretende fazer triagem a
presenca do grupo de compostos. A confirmagdo e quantificacdo da presencga da amoxicilina
deve ser efectuada utilizando métodos mais especificos, mais concretamente, métodos de
cromatografia, sendo estes 0s Unicos capazes de respeitar os critérios de identificacdo

exigidos.

O HPLC com deteccdo por fluorescéncia®?? demonstrou ser uma metodologia bastante
especifica mas, por envolver derivatizagcdo dos compostos, é igualmente complexa e
demorada. A utilizacdo de deteccdo por UV**** torna o método mais simples e rapido, mas

este perde a sensibilidade necessaria & determinagdo da amoxicilina presente em niveis

baixos?°=%.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa € actualmente considerada uma
metodologia analitica de referéncia para a deteccao e a confirmagdo inequivoca da presencga

de residuos de compostos medicamentosos de uso veterinarioo como é o caso da
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amoxicilinal?%#-2229.33.38:39.45.465152] ' 31ando se pretende fazer a determinagio simultanea deste
composto com os seus produtos de degradagdo unicamente utilizando este tipo de metodologia

é possivel fazé-lo.

As vantagens demonstradas por este tipo de método prendem-se com a elevada especificidade
0 que possibilita 0 desenvolvimento de um método que apresente um baixo nimero de falsos

positivos e/ou negativos.

2.4.1.Extraccdo das amostras

Em geral, os procedimentos extractivos de residuos em amostras bioldgicas envolvem a
extraccdo dos analitos da matriz biolégica para um solvente apropriado e, seguidamente, por

purificagdo sélido/liquido, mais comummente designada extrac¢do em fase soélida.

Este tipo de extraccdo é muito utilizada, pela sua eficdcia na purificacdo de extractos e
concentracdo dos analitos de interesse. Conhecendo as caracteristicas dos compostos em
questao, relativamente as suas polaridade e solubilidade e se é extraido em meio acido ou

bésico, é possivel determinar quais as colunas de extracc¢ao indicadas.

No caso da amoxicilina, sendo um composto hidrofilico e polar, a utilizagdo de colunas OASIS
HLB, ou seja, hidrofilic-lipofilic balance, compostas mais concretamente por igual parte de dois
mondémeros, um hidrofilico (vinilpirrolidina) e um lipofilico (divinilbenzeno), demonstra ser a
opcgdo mais indicada. A parte hidréfilica do polimero contribui com um aumento da polaridade

da fase solida, enquanto que a lipofilica aumenta a area da superficie de retenczo®" .

2.4.2.Métodos de deteccao

Para uma identificagdo inequivoca que permita igualmente quantificar o composto deve ser
monitorizado mais do que um ido. A utilizacdo de LC-MS/MS possibilita o controlo do ido
molecular e de transi¢des iGnicas provenientes da fragmentacdo do mesmo. Os principios de
monitorizacado de um ido (SIM) ou de monitorizacao de reacc¢des multiplas (MRM) garantem a
sensibilidade e a especificidade necessarias para a quantificacdo de analitos, em

concentracdes, por vezes vestigiais, presentes em matrizes de elevada complexidade.
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Quando a metodologia utilizada se baseia em detecgdo por espectrometria de massa, 0S
resultados a interpretar sdo cromatogramas idnicos e as grandezas analiticas medidas em
relacdo ao analito e respectivo padrdo interno sdo: o tempo de retencdo, a intensidade dos
picos e a amplitude do ruido. Para se considerar que esta presente um sinal cromatografico, é
necessario que exista uma relacao sinal/ruido (em amplitude) superior a trés. Existem ainda
outros critérios de identificacdo, estabelecidos na legislacdo, que as metodologias por LC-
MS/MS devem cumprir. Os restantes critérios prendem-se com a variagdo permitida nos
tempos de retencao relativos e nas razdes ionicas (tolerancias apresentadas na tabela 3). A
razdo entre os tempos de retengcdo cromatograficos da substéncia a analisar e do padrao
interno, isto €, o tempo de retencao relativo, deve corresponder ao da solugédo de calibragéo

com uma tolerancia de 2,5 por cento.

Intensidade . .
. Toleréancia relativa
relativa
> 50% +20%
20 a 50% +25%
10 a 20% + 30%
<10% +50%

Tabela 3: Tolerancias méaximas permitidas para as intensidades relativas das transi¢des iénicas para
metodologias por LC-MS/MS.

Contudo, existe um fenémeno em LC-MS/MS, conhecido por supress&o iénica**?

, que tem de
ser tido em conta quando se analisam compostos em matrizes complexas, como € o caso do
musculo. A supresséo i6nica deve-se, aparentemente, a presenca de compostos interferentes,
provenientes da matriz e/ou do processo extractivo. Compostos menos volateis podem alterar a
eficiéncia da evaporagéo do solvente, o que altera a quantidade de iBes em fase gasosa que
entram no detector. Este fendmeno pode comprometer a capacidade de detecgédo do analito e
a repetibilidade dos resultados. A sua prevencao passa pela apropriada preparacao da amostra

e pelas purificagdo e limpeza do extracto. Por vezes, a simplificacdo da metodologia extractiva
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pode ser responsavel pela existéncia de maior quantidade de compostos interferentes

responsaveis por este fendmeno.

Neste trabalho foi utilizada um LC-MS/MS do tipo triplo quadrupolo. Na figura 12 esta
representado esquematicamente o percurso dos ides em LC-MS/MS do tipo triplo quadrupolo.
Apés ionizagdo, o QO dirige os ides, com colisdo focalizada para o 1.° quadrupolo, Q1,que
constitui o primeiro filtro de massas. Em Q2, 2.° quadrupolo, encontra-se a célula de colisdo
onde as moléculas sdo fragmentadas, passando para o segundo filtro de massas, o 3.°

quadrupolo, Q3F-37,

Orifice Skinmer a1
Exit
AN . L
T —————
"""" S — '} ¥ p
G e N
= A </
lon Source Curtain Gas™ Qo High Pressure Cell ST e} LINAC® 123 \\\7/

Interface Collision Cell
Detector

Figura 12: Representacdo esquematica do MS/MS do tipo triplo quadrupolo.

2.5. Validacédo

Os critérios que definem a performance esperada nos métodos de triagem e confirmagéo
utilizados no controlo oficial das drogas veterinarias estdo estabelecidos na Decisdo da
Comissdo 2002/657/EC?. De acordo com os critérios estabelecidos pela Unido Europeia, as
metodologias desenvolvidas e em uso devem ser validadas conforme parametros definidos,
dependendo tratar-se de métodos quantitativos ou qualitativos e estes serem de triagem ou de

confirmacdo %3, A tabela 4 refere-se apenas a métodos quantitativos.
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Tabela 4: Caracteristicas de desempenho que devem ser determinadas em métodos quantitativos (o
simbolo + significa determinagéo obrigatoria).

Capacidade Limite ) Aplicabilidade/
de de Veracidade/ - Selectividade/
= e Precisdo s robustez/
detecgéo decis@0  recuperagdo especificidade
CCB CCa estabilidade
Triagem + + + +
Confirmacao + + + + + +

Em métodos cujos compostos tenham LMR, a validag&o é feita em torno desse valor e ndo nos
limites reais de deteccao e quantificacdo do método. Neste caso, é importante avaliar o limite a
partir do qual é proibida a presenca do composto em causa. No entanto, de forma a conhecer
melhor quais os limites reais do método, pode-se, para além das caracteristicas atras referidas,
recorrer ao calculo dos limites de detec¢cdo e quantificacdo associados ao analito em

questdo,

2.5.1.Limite de decisdo — CC a — e capacidade de detecgcéo - CC B

O limite de decisdo — CCa — é aquele a partir do qual uma amostra pode ser declarada néo
conforme (amostra que contém o analito no caso de se tratar de uma substancia interdita ou
gue o contém em concentragfes superiores ao LMR estabelecido) com uma probabilidade de
erro igual a a (erro de um por cento para substancias ndo permitidas e de cinco por cento para

substéncias com LMR).

A capacidade de deteccdo — CCP — de um método é o limite a partir do qual o analito pode ser
detectado, identificado e/ou quantificado com uma probabilidade de erro B (erro de cinco por
cento para todas as substancias permitidas ou ndo). No caso das substéancias com LMR, é a
concentracdo a que o método é capaz de detectar concentragfes no limite permitido com

certeza estatistica de 1-p3.

Na validagdo de um método de triagem, a avaliagdo destes parametros € feita com base na

transicdo mais intensa do analito; porém, no caso dos métodos de confirmacdo, o calculo
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baseia-se na segunda transicdo, ou seja, no sinal mais critico, uma vez que nesta situacdo é

fundamental uma identificagéo inequivoca da presencga do composto.

Para compostos com LMR, o CCa é a concentragdo correspondente a intensidade Icca.

Icca = ywr + 1.64x0vr~ (equacéo 1)

Na equacdo 1 pvr € OLwr S80, respectivamente, a média e o desvio-padrao de amplitude de
sinal do analito ao nivel de LMR. O calculo destes parametros é feito a partir de 20 amostras

brancas fortificadas ao nivel do LMR.

A transformacdo do sinal Icca em concentracdo é conseguida utilizando uma curva de
calibracdo construida em amostras brancas fortificadas. A curva devera ter seis niveis de
fortificacdo, incluindo o ponto zero; entre esses niveis deverdo constar: %2 LMR, LMR e 1,5
LMR.

O valor de concentracdo CCp corresponde a intensidade de sinal lccB, que é a soma de 1,64

vezes o desvio o yr a lcca.

IccB =lcca + 1.64xo g~ (equacéo 2)

Mais uma vez, com base na curva de calibragdo é feita a correspondéncia da intensidade Icc
a concentracéo CC. A figura 13 é uma representagdo estatistica da dispersao dos sinais para
analitos com LMR. A amplitude maxima do sinal ao nivel do LMR d&-nos a concentragcao CCa
com um erro associado de cinco por cento, erro esse que representa o nimero de possiveis
falsos positivos. A amplitude minima do sinal de CCB corresponde ao erro — de cinco por cento

— associado aos falsos negativos.
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Frequéncia

A CCua CCﬁ
1,64 6| 1,64 o
> >
Erro B (5%) Erroa (5%) -
falso negativo falso positivo
A 4 \ 4 >
— — »
X XLmr X Concentragéo

Amostras brancas

Amostras fortificadas

Figura 13: Representacdo estatistica do limite de decisé@o e capacidade de detec¢do para

substancias com LMR estabelecido.

2.5.2.Veracidade

A veracidade é uma dos componentes da exactidao e deve ser calculada utilizando materiais

de referéncia certificados. Este pard@metro mede a diferenga entre a concentragédo estimada de

um analito numa amostra analisada e a concentracdo real do analito na mesma. Esti

estabelecido na legislacdo, conforme a tabela 5, qual a veracidade minima aplicavel em

métodos de analise quantitativa.

Tabela 5: Intervalo de veracidade minima dos métodos quantitativos.

Frac¢do méssica

Intervalo

<1 ug/kg

-50% a +20%

> 1 pg/kg a 10
Ha/kg

-30% a +10%

2 10 pg/kg

-20% a +10%
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Nos casos em que nao esta disponivel material de referéncia procede-se ao célculo da

recuperacao.

2.5.3.Recuperacéo

A recuperacdo mede o rendimento da extrac¢do, ou seja, a fraccdo de massa do analito
contido na amostra que se encontra presente no extracto final. Este parametro deve ser
determinado para os trés niveis de fortificacdo (1/2 LMR, LMR e 1,5 LMR) em, pelo menos,

seis ensaios paralelos.

teor medido y
nivel de fortificacdo

Recuperagéo (%) = 100  (equagdo 3)

2.5.4.Precisao

A precisao engloba a variabilidade dos resultados em duas situacdes: utilizagdo do método em
condi¢Bes idénticas (repetibilidade) ou com modificagbes de, pelo menos, um parametro

(reprodutibilidade intra-laboratorial).

Para o calculo da repetibilidade devem-se efectuar varias andlises em paralelo (pelo menos

seis réplicas) para cada um dos niveis de fortificagdo: 1/2 LMR, LMR e 1,5 LMR.

No caso da reprodutibilidade, executam-se as mesmas analises, mas em dias diferentes, num

minimo de trés dias, variando o operador e a matriz.

Tanto a repetibilidade como a reprodutibilidade sdo traduzidas em termos de coeficiente de

variagao.

g
CV=— (equacéo 4)
U

Em que o é o desvio-padrdo e p a média dos resultados.
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A reprodutibilidade de um método ndo deve exceder o nivel calculado através da equagdo de

Horwitz:
CV = 21059 (equacso 5)
A concentracdo C é expressa sob a forma de uma poténcia de 10 (por exemplo: 1 mg/g = 10°°).

Na tabela 6 estdo apresentados alguns exemplos de coeficientes de variacdo para métodos

guantitativos.

Tabela 6: Exemplos de CV de reprodutibilidade para métodos analiticos.

~ P CV de reprodutibilidade
Fraccdo méssica

(%)

1 po/kg 45%
10 pg/kg 32*
100 ug/kg 23
1000 pg/kg 16

*Para concentracgdes inferiores a 100 pg/kg, a equagdo de Horwitz apresenta valores de CV
muito elevados. Como tal, ara concentracdes abaixo deste nivel o CV devera ser o mais baixo

possivel.

Em condicdes de repetibilidade o CV deve situar-se até dois ter¢os dos valores referidos acima

para a reprodutibilidade.

2.5.5.Especificidade/Especificidade

Este parametro consiste na verificagdo da existéncia de compostos interferentes que possam
comprometer a capacidade do método em identificar os analitos. E de extrema importancia que
0 método seja capaz de destrincar entre os compostos desejados e outras substancias
semelhantes (isébmeros, metabolitos, substancias enddgenas, componentes da matriz, entre
outras). Um apropriado e representativo nimero de amostras brancas deve ser analisado, de

modo a verificar a presenca e o efeito desses possiveis interferentes.
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2.5.6.Robustez

Os estudos de robustez consistem na determinagdo de factores que possam influenciar o
desempenho da metodologia e, consequentemente, os resultados. Factores como o analista, a
temperatura ou varia¢des de pH, entre outros, podem ser criticos. Para tal, durante o processo
de validacao, a robustez do método é determinada introduzindo, deliberadamente, pequenas

variagOes e observando as suas consequéncias.

Durante a verificagdo da especificidade do método, € possivel estudar a robustez em relagdo a
espécie animal das amostras de musculo. E igualmente viavel a observacdo da influéncia

desses factores criticos durante o processo de desenvolvimento e optimizagdo do método.

Na descricdo de cada metodologia, é recomendavel que se identifiqgue em que condi¢gbes esta

€ aplicavel e em quais os resultados podem estar comprometidos.

2.5.7.Estabilidade

Os testes de estabilidade tém por objectivo analisar a validade dos analitos, em solucdo e na
matriz. No caso de existir ja publicado este tipo de estudos, ndo é necessario incluir este

parametro na validagéao.

2.5.8.Aplicabilidade

Na caracterizacdo do método deve ser especificada a sua aplicabilidade, no que diz respeito
aos tipos de matriz e as espécies animais para as quais a metodologia é validada. Este
parametro esta de certa forma ja contemplado no estudo de robustez, quando se faz a anélise
em relac@o a espécie animal. Em relacdo a matriz, este método aplica-se apenas a amostras

de musculo — como tal, ndo é necessario estudar a aplicabilidade a outras matrizes.
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2.5.9.Limite de deteccdo — LD

O limite de detec¢do de um método refere-se ao teor minimo a partir do qual é possivel
detectar a presenca do analito, ou seja, a mais pequena quantidade de substancia a analisar
que pode ser detectada numa amostra.

Em termos quantitativos, o LD é determinado pela seguinte equa(;éo[35]:

LD = o + k.0p (equacéo 6)

Em que yo é a média do teor obtido numa série de dez a 20 brancos e o, 0 desvio-padrédo
associado a Y. Partindo do principio que a distribuicao de p, é gaussiana e de forma a ter um

nivel de confianga de 99,7 por cento, a constante k é de 3,3.

2.5.10. Limite de quantificagdo — LQ

O limite de quantificagdo de um método corresponde a minima concentracdo medida do analito
a partir do qual é possivel quantificar. Em geral, o LQ pode ser considerado o ponto minimo da
recta de calibragdo do analito, isto quando se trabalha em niveis baixos de concentragdes,

aplicando-se geralmente a compostos proibidos.

O LQ pode ser calculado aplicando a equacéo 75

LQ = Wo + 10.09 (equacéo 7)

Mais uma vez, |p € a média do teor obtido numa série de dez a 20 brancos e g, 0 desvio-

padrao associado a po.

A confirmagéo dos valores calculados, tanto para o LQ como para o LD, deve ser efectuada
com a fortificagdo de dez a 20 amostras brancas aos niveis determinados, de forma a garantir

que os limites calculados sao valores reais.
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3. Parte experimental

Nos pontos seguintes estd descrita toda a parte experimental referente aos materiais,
reagentes, equipamentos utilizados assim como o procedimento desenvolvido durante este

estudo e a sua validagéo.

3.1. Materiais

Para além do material de vidro corrente em laboratério, foram utilizados tubos de centrifuga,
com capacidade de 50 mL, micropipetas de volume varidvel, colunas de extraccdo em fase
sélida OASIS HLB (3cc, 60 mg), agitadores vortex e reax, centrifuga, evaporador turbovap,
balangas analiticas, potenciémetro e vials para HPLC. Para preparacdo das fases moveis

foram utilizados um sistema de filtragcdo de eluentes e filtros de membrana de 13 mm, 0.45
Mm, PVDF. A coluna cromatogréfica utilizada foi uma Zorbax XDB-C18 (SB aqg), 2,1 x 150 mm,
3.5 um e a pré-coluna uma Zorbax SB aq, 2,1 x 12,5 mm, 5um. O sistema de LC-MS/MS é
composto por: um HPLC da marca Agilent, modelo 1100, composto por bomba binéaria e

tabuleiro de solventes, injector automatico de volume variavel e forno para colunas e um

detector de massas PE Sciex APl 2000, da Applied Biosystems.

3.2. Reagentes e padrdes

Durante a andlise, foram unicamente utilizados reagentes de grau analitico p.a. No caso dos
reagentes utilizados para as fases moveis utilizaram-se reagentes com grau de pureza

indicado para HPLC e agua ultrapura do tipo |.

A ampicilina (Sigma), sob a forma de sal sédico, possui grau de pureza =98%; a amoxicilina
(Sigma), sob a forma tri-hidratada, possui grau de pureza =299%. Os padrdes: acido 5R,6R-
amoxiciléico, acido 5S,6R- amoxicildico e amoxicilina dicetopiperazina foram cedidos pela
GlaxoSmithKline.
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3.3. Solucbes

Durante a execug¢do do procedimento extractivo foram utilizadas uma solucdo de hidréxido de

potéssio 1M, solugéo tampéo fosfato 0,2 M a pH 8,2 com 2% de cloreto de sddio e solugéo de

cloreto de s6dio 2%. Para fase movel foi preparada uma solucdo de acido férmico a 0,1% em

agua.

As solugdes padrdo, para a amoxicilina e ampicilina, foram obtidas pela dissolu¢cdo dos

compostos em agua. Prepararam-se solugdes mae de cada um dos padrbes a 1000 pg/mL,

solugBes intermédias a 100 pg/mL e, finalmente, solugBes de trabalho a 10 pg/mL. Estas

solugdes padrdo foram armazenadas a (-) 20°C.

3.4. Procedimento experimental

3.4.1. Extracgao

Pesaram-se 2 g de amostra de musculo, previamente homogeneizado, para um tubo de

centrifuga. Adicionou-se padrao interno (solucdo de trabalho de ampicilina), de modo a ficar

com 50 ug/kg, e fortificaram-se as amostras brancas (ABF) com solucdo de trabalho de

amoxicilina conforme a seguinte tabela.

Tabela 7: Volume a adicionar de solugédo de trabalho de ampicilina e amoxicilina por forma a construir a

recta de calibracéo.

C (ng/kg) em amostras

Volume (pl) da solugéo de

Volume (pl) da solugéo de

brancas trabalho de amoxicilina trabalho de ampicilina
0 - 10
25 5 10
50 10 10
75 15 10
100 20 10
250 50 10
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Apos fortificagdo, as amostras foram agitadas no vortex e deixadas em repouso durante dez
minutos. Adicionou-se 10 mL de tampdao fosfato 0.2M pH8.2 com 2% de cloreto de soédio e
agitou-se novamente no voértex. Os tubos foram colocados no reax e deixados em agitacdo
durante dez minutos. Centrifugou-se durante 15 minutos a 5000 rpm e, para novo tubo, foi

retirado o sobrenadante, evitando, quando aplicavel, a camada de gordura.

3.4.2.Purificacéo

As colunas de extraccdo OASIS foram acondicionadas com: 3 mL de metanol, 3 mL de agua
e, por fim, 1 mL de cloreto de sédio a 2%. Fez-se passar o extracto da amostra e depois as
colunas foram lavadas com 2 mL de 4gua. Secou-se em vacuo e eluiu-se com 2 mL de

acetonitrilo.
Seguidamente, o extracto foi evaporado a secura, sob corrente suave de azoto.

Redissolveu-se em 400 pl de agua e filtrou-se para vials de HPLC.

3.4.3.ldentificacdo por LC-MS/MS

Na tabela 8 estdo presentes as condi¢des de trabalho do HPLC. Relativamente a deteccao por
MS/MS, esta foi conseguida utilizando uma fonte de ionizagdo ESI em modo positivo, a uma

temperatura de 450°C e voltagem de 5500 V. A aquisi¢cdo dos dados foi efectuada por MRM.

As transicbes monitorizadas para a amoxicilina e ampicilina, assim como as energias de

colisdo associadas, estédo representadas na tabela 9.
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Tabela 8: Condic¢des de funcionamento do HPLC.

Fluxo 250 pL/minuto
Volume de injeccéo 50 pL
Temperatura da coluna 30°C
Fases moveis Fase movel A — &cido férmico 0,1%, em agua
Fase moével B — acetonitrilo

T (minutos) %A %B

5 98 2

0 98 2

1 98 2

. 1.1 80 20

Gradiente 3 30 20

3.1 50 50

8 50 50

8.1 98 2

12 98 2

Tabela 9: Condicdes de fragmentagdo do MS/MS. O ido-produto que se encontra a sublinhado
corresponde a transigdo mais intensa.

180 precursor lI&o-produto Energia de
Composto )
(m/z) (m/z) colisdo
I 114 29
Amoxicilina 366
349 30
Ampicilina 350.10 106 41

3.5. Procedimento de validacéo

De modo a minimizar o nimero de amostras analisadas durante todo o processo de validagéo,
esta foi projectada de forma a combinar as experiéncias efectuadas para a determinacdo dos

diferentes parémetros[zl.

No procedimento de validagédo, as grandezas analiticas medidas séo: tempo de retengédo do
analito e do padrdo interno; intensidade do sinal do ruido de fundo na auséncia de sinal;
intensidade do sinal do analito e do padrdo interno. Todos os célculos foram feitos com tempos

de retencéo relativos (TRR) e razdes de intensidades entre o analito e o padréo interno.
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Selectividade/especificidade

Analisaram-se 20 amostras brancas, seguindo todo a metodologia a validar. Verificou-se se,
no tempo de retengdo esperado, se observa a presenca de algum interferente que possa

conduzir a uma falsa identificacdo do composto ou que impecga a sua identificagao.

LD e LQ

Analisaram-se 20 amostras brancas, determinou-se a média das intensidades observadas e o
desvio-padrao correspondente. Aplicaram-se as equacdes 6 e 7 para o célculo destes

parametros.

Robustez

Analisou-se o historial referente ao desenvolvimento da metodologia, de forma a identificar
possiveis factores que pudessem influenciar os resultados. Para complementar o estudo da

robustez do método, analisou-se a aplicabilidade e a estabilidade do analito.

Aplicabilidade

Uma vez que este método se aplica apenas a musculo, verificou-se a aplicabilidade a varias
espécies. Para tal, analisaram-se 20 amostras brancas de diferentes espécies. Depois de
verificar a selectividade e a especificidade para as diferentes espécies pode-se concluir sobre

a aplicabilidade do mesmo.

Estabilidade

De forma a conhecer a estabilidade da amoxicilina e as condicdes em que se da a sua
degradacdo, sujeitou-se o composto, a variagdes de pH e de temperatura, de acordo com a
tabela 10. A solugdo de amoxicilina foi ajustada de forma a ter por¢gées com pH 1, 3, 5 e
10.Cada uma destas solugdes foi dividida em 4 tubos e cada um deles colocado a diferentes

condi¢des de temperatura: 2-8°C, temperatura ambiente (cerca de 22°C), 37°C e 55°C.

A concentragdo escolhida para este trabalho foi a da solucao de trabalho de amoxicilina.
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Tabela 10: Matriz de ensaios efectuados para o estudo de estabilidade variando o pH e a temperatura.

2a8°C | 22°C | 37°C | 55°C
pH1 Al A2 A3 A4
pH 3 Bl B2 B3 B4
pH5 C1 c2 C3 C4
pH 10 El E2 E3 E4

Veracidade/recuperacao

Uma vez que, no presente estudo, ndo havia disponivel material certificado de referéncia,
procedeu-se apenas a determinacdo da recuperacdo. Para tal, fortificaram-se 6 ABR nas
seguintes concentracdes: %2 LMR, LMR e 1,5 LMR. Analisaram-se as amostras pelo
procedimento a validar e calculou-se a concentragdo final para cada amostra. Calculou-se a
recuperacao (equacado 3) e verificou-se se se encontra dentro dos valores aceitaveis (tabela
5).

Preciséo
Para a determinacéo da repetibilidade:

— Preparou-se um conjunto de amostras brancas fortificadas a ¥2 LMR, LMR e 1,5 LMR.
Para cada nivel, fizeram-se seis duplicados. Calculou-se, também para cada nivel, a
concentracdo meédia obtida, o desvio-padrdo e o CV. Repetiu-se 0 mesmo

procedimento por mais duas vezes, em dias diferentes.

Para a determinacao da reprodutibilidade:

— Preparou-se um conjunto de amostras brancas fortificadas a %2 LMR, LMR e 1,5 LMR.
Para cada nivel, fizeram-se seis duplicados. Repetiu-se 0 mesmo procedimento mais
duas vezes, em dias diferentes e com diferente operador. Calculou-se, para cada nivel,

a concentracdo média obtida, o desvio-padrdo e o CV.

Os valores de repetibilidade e de reprodutibilidade foram confrontados com os valores

aceitaveis, de acordo com a equacao de Horwitz (equacao 5).
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Limite de deciséo - CC a e capacidade de detec¢cdo - CC B

Analisar 20 amostras brancas fortificadas ao nivel do LMR e aplicar o procedimento analitico
completo. Recorrer as equagdes apresentadas anteriormente para o calculo das intensidades

correspondentes a cada parametro (equacdes 1 e 2).

Calcular o CCa e o CCp recorrendo a curvas de calibragéo fortificadas, conforme se apresenta

do ponto seguinte.

Curvas de calibragéo fortificadas

Construir trés curvas de calibragdo com seis niveis de concentragao, incluindo o ponto zero,
fortificando amostras brancas (conforme tabela 11). As trés curvas devem ser feitas em dias

diferentes e variando o operador.

Tabela 11: Niveis de fortificagdo para as rectas de calibragdo em amostras brancas.

Concentracao (pg/kg) Réplicas
ABR 0 1
ABF 1 % LMR =25 6
ABF 2 LMR =50 6
ABF 3 15LMR =75 6
ABF 4 2 LMR =100 1
ABF 5 5 LMR =250 1
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4. Apresentacao e Discusséo dos Resultados

4.1. Desenvolvimento da metodologia analitica

O desenvolvimento de uma metodologia eficaz e robusta para a detecgédo e quantificagdo da
amoxicilina em amostras bioldgicas € uma tarefa dificil devido a natureza polar e anfoterica

desta molécula >,

Tendo em conta estas caracteristicas do composto, o desenvolvimento do procedimento de
extracgdo a partir de matrizes biolégicas, demonstrou alguma complexidade pela co-extracgdo
de compostos enddgenos existentes na matriz com caracteristicas de polaridade semelhantes
gue interferiam na extraccdo e purificagdo da amoxicilina bem como na sua deteccdo por
aumento significativo do ruido de fundo. Ha também a considerar que em ambientes muito
acidos ou muito basicos se observa a degrada¢éo da molécula.

De acordo com a bibliografia consultada optou-se pela utilizagdo de um tampéo fosfato a pH
8.2 por ser referenciado pela maioria dos autores como o mais adequado®**¢4¢57€1 A
estabilidade dos resultados obtidos, nomeadamente durante todo o processo de validacao,
comprovou tratar-se de um bom ambiente extractivo. A utilizacdo de cloreto de sédio, ao
provocar o fendmeno de salting out ocasionando uma maior precipitacdo das proteinas

hidrofilicas presentes na matriz, proporciona um extracto mais limpo (s8],

Relativamente a extrac¢do em fase sélida, a maioria dos trabalhos publicados consultados
descreve a utilizagio de colunas de C18%***¢%  Dados os maus resultados obtidos com
este tipo de coluna, nomeadamente no que se refere a pouca fluidez em termos de fluxo apés
aplicagdo do extracto, na frequente colmatagdo da coluna por residuos de matéria organica
oriunda da matriz, bem como na fraca recuperacdo observada, foram experimentados outros
tipos de colunas para tentar melhorar as condigBes extractivas. A utilizacdo do enchimento do
tipo OASIS® HLB (do inglés hidrofilic-lipofilic balance) demontrou ser o mais eficiente no
estudo efectuado de optimizacdo das condigBes de extracgdo em fase sélida. Foi observado
uma maior fluidez em termos de fluxo, bem como uma muito menor incidéncia da colmatagéo

do enchimento da coluna durante o procedimento extractivo de amostras mais complexas.

44



Igualmente, o extracto obtido demonstrou ser muito mais limpo de compostos interferentes
possibiltando uma razdo sinal/ruido muito maior ganhando-se em sensibilidade e
especificidade. Na figura 14 estédo representados os cromatogramas iénicos referentes a duas
amostras brancas fortificadas ao nivel do LMR em que uma delas foi extraida utilizando uma
coluna C18 e outra com uma coluna OASIS® HLB. Pela observacdo dos cromatogramas €
possivel observar que a amostra extraida em coluna OASIS® HLB demonstra um menor ruido

de fundo biolégico bem como evidencia um clara ganho nem termos de recuperagéo.

A utilizacdo de um padrdo interno adequado, ou seja, a forma estavel do composto
isotopicamente marcado ou outro que apresente uma semelhanga estrutural é recomendada
pois permite verificar e eficiéncia da extrac¢éo e obter uma quantificagdo mais real. Igualmente
permite verificar os critérios estabelecidos no que se refere a identificacdo do composto
nomeadamente a verificagdo do tempo de retencéo relativo do composto a analisar em fungéo
do padréao interno. No presente trabalho, na impossibilidade de utilizar a amoxicilina marcada,

recorreu-se a penicilina mais semelhante em termos estruturais ou seja a ampicilina.

Quanto a separacao cromatogréafica a optimizacdo dos parametros cromatogréaficos teve em
atencdo a obtengdo da melhor separagdo possivel dos compostos a analisar bem como a
minimizacdo da adsor¢cdo da amoxicilina e do padré@o interno na coluna cromatografica, por

forma a se obterem picos cromatograficos de formato o mais simétrico possivel.

A utilizacdo de cromatografia liquida de fase reversa utilizando coluna de C18 e a adigdo de

acido formico a 0.1% a fase movel de agua:acetonitrilo, é referenciada por varios

autores[36,39,57,59,60,61]

como a mais indicada para as penicilinas. Na realidade, esta fase moével e
a coluna de C18 demonstraram ser eficazes para os compostos a analisar. Uma vez que um
dos objectivos era também a detecc¢do dos principais metabolitos da amoxicilina, foi importante
verificar que as condic¢des utilizadas garantiam a separacdo cromatografica destes compostos.
Concretamente no caso da amoxicilina dicetopiperazina, que apresenta a mesma massa
molecular que a amoxicilina, bem como um fragmentos mais importante, a separacdo destes

dois compostos € um factor muito importante para a eficiente distingdo dos mesmos.
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Figura 14: Cromatogramas iénicos, da transicao mais intensa da amoxicilina, em duas
amostras brancas fortificadas com aquele composto ao nivel do LMR: [A] por extracgdo com
coluna OASIS HLB (amoxicilina tr=6.83 min) e [B] por extracgdo com coluna C18 (amoxicilina

tr=.6.96min)

Apesar da utilizagdo de uma fase mével acida (pH=2,7), a coluna utilizada, uma Zorbax SB-aq

(StableBond agqueous), mostrou-se bastante robusta ao longo de todo o processo de

optimizacdo do método e, posteriormente, de validagdo. Esta coluna é considerada estavel

num intervalo de pH entre 1 e 8, sendo especialmente indicada para a retencédo de compostos

hidrofilicos quando se utilizam fases moéveis com grande percentagem de fase aquosa,

prevenindo o colapso da fase estacionéaria e deixando-a desimpedida para a retencao dos

compostos.

Na deteccgédo foi utilizado um detector de espectrometria de massa do tipo triplo quadrupolo,

recorrendo a uma fonte de ionizacao a pressao atmosférica do tipo electrospray assistido por

nebulizacdo no modo positivo (ESI") como interface da cromatografia liquida e o detector de

massa. A optimizacdo dos pardmetros instrumentais para a deteccdo de cada um dos

compostos a analisar por monitorizagdo de reac¢Bes multiplas (MRM), foi efectuada pela

injeccao directa na fonte de ionizacdo de solugdo de concentragdo a 10 pg/mL de cada um

dos compostos.
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Preferiu-se a ionizacdo em modo positivo uma vez que, em modo negativo os sinais obtidos
eram de intensidade muito inferior. A utilizacdo de ESI em modo negativo poderia

impossibilitar a quantificacdo da amoxicilina ao nivel do LMR.

Na figura 15 esta representado o espectro de massa da amoxicilina obtido por electrospray no
modo positivo (ESI"). Na figura 16 o espectro de massa obtido por espectrometria de massa
sequencial da molécula protonada amoxicilina (m/z=366) com identificacdo dos fragmentos

i6nicos mais intensos obtidos.
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Na figura 17 o espectro de massa da fragmentacao da molécula protonada da ampicilina obtido

por espectrometria de massa sequencial com a identificag&do dos principais fragmentos obtidos.

A fragmentacéo de todas as penicilinas tem como resultado, primeiramente, a abertura do anel
B-lactamico. O i&o produto m/z 160 [CsHeNO,S+H]" é especifico para todos os compostos
desta classe. No caso da amoxicilina os trés fragmentos iénicos mais importantes sdo o m/z
208 resultante da quebra do anel, ou seja, [M+H-CgHsNO,S]",0 fragmento m/z 349 resultante
da perda de um grupo amoénia [M+H-NHs]" do i&o precursor, e o m/z 114 correspondente ao
primeiro indicado com perda do grupo carboxilo [CsHsNO,S-COOH]*, sendo este também

comum a maioria das penicilinas.

Na figura 18 esta representada a fragmentacao da amoxicilina com indicacdo dos fragmentos

principais que foram ilustrados e identificados na figura 16.

[ | 4+ =miz 366
—=m/z 160 +
NH,
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m/z 349
o)
HO W/
o]
m/z 208 <—

Figura 18: Estrutura molecular da amoxicilina e principais fragmentos.

As duas transi¢des idnicas (ido precursor>ido produto) escolhidas para a quantificacdo da
amoxicilina foram m/z 366>114 e m/z 366>349, uma vez que sao as que resultam num sinal

mais intenso em MRM.

No caso da ampicilina, uma vez que é somente utilizada como padrao interno, apenas uma

transi¢do foi monitorizada, a mais intensa (m/z 350>106).

Na figura 19 apresentam-se os cromatogramas i6nicos obtidos pela monitorizacdo das
transi¢cdes idnicas utilizadas para a detec¢cdo da amoxicilina e da ampicilina utilizadas no

presente método.
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4.2. Estudo dos produtos de degradacao

Durante o estudo efectuado relativo a estabilidade/degradacéo da amoxicilina foram detectados
varios produtos de degradacdo de acordo com o descrito por varios autoresi?®?#22324
Comprovou-se que existe degradacéo do composto em solugdo quando submetido a condigbes
agressivas de pH e temperatura com a formacgdo do acido amoxiciléico (formam-se os dois
isbmeros) e da amoxicilina dicetopiperazina (ver estudo de estabilidade nos resultados da

validag&o). Estes compostos estéo referenciados®**"

como sendo os principais metabolitos da
amoxicilina e como tal, foram introduzidos no método apenas com o intuito de simular a sua

formacao ao sujeitar a amoxicilina a condi¢des que conduzam a sua degradacao.

Dado o interesse na inclusdo destes produtos de degradacdo no procedimento de andlise,
tornava-se fundamental optimizar as condi¢cbes cromatogréaficas e de deteccdo para estes
compostos. Por intervencdo junto da GlaxoSmithKline foi possivel obter gratuitamente os
respectivos padrdes desses compostos. Da mesma forma que foi efectuado com a amoxicilina
e ampicilina, os parametros de deteccao foram optimizados pela infusé@o directa de solu¢des do
acido amoxiciléico e da amoxicilina dicetopiperazina numa concentracdo de 10 pug/mL. Nas
figuras 20 e 21 estdo representados os espectros de massa por MS/MS para o &cido
amoxicildico e para a amoxicilina dicetopiperazina. Estdo igualmente representados os
principais fragmentos monitorizados para cada composto. O modo de fragmentacao verificada

nestes compostos é muito semelhante ao descrito para a amoxicilina.

A separacao entre a amoxicilina e a amoxicilina dicetopeperazina foi eficaz ndo havendo o
problema de cada uma das moléculas se tornar um interferente da outra. Relativamente aos
dois isdbmeros do &cido amoxicildico obteve-se também uma separagdo cromatografica
bastante segura sendo possivel, caso se aplique no futuro, fazer a quantificacdo dos dois
compostos separadamente. Na figura 22 é possivel comprovar a separagdo dos compostos

referidos.
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4.3. Validacéo

O desempenho do método para a detecgdo e quantificagdo da amoxicilina foi verificado através do

estudo de validag&o tendo o conta os critérios da Decisdo da Comisséo 2002/657/CE @ Tal como

foi referido anteriormente, algumas experiéncias foram agrupadas de forma a minorar o nimero de

amostras analisadas ao longo de todo o processo. Na tabela 12 estdo esquematizados os ensaios

efectuadas ao longo da validacdo e o modo como foram agrupados.

Nos pontos seguintes estdo apresentados, para cada parametro de validagdo, os resultados

obtidos assim como a interpretacdo dos mesmos relativamente aos critérios que guiaram este

processo.

Tal como j& foi referido, todos as determinacdes foram efectuadas tendo por base a area do pico

cromatogréfico da transi¢do idnica menos intensa (m/z 366>349) obtido para a amoxicilina.

Tabela 12: Plano de amostras para o processo de validacao.

Concentragdo Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Parametro
po/kg NuUmero de ensaios
Selectividade
Especificidade
0 20
Robustez
Aplicabilidade
50 CCae CCB 20
0 CCae CCB 1 1 1
CCae CCB
Repetibilidade
25 6 6 6
Reprodutibilidade
Recuperacgéo
CCae CCB
Repetibilidade
50 o 6 6 6
Reprodutibilidade
Recuperacéo
CCae CCB
Repetibilidade
75 o 6 6 6
Reprodutibilidade
Recuperacéo
100 CCae CCB 1 1 1
250 CCae CCB 1 1 1
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4.3.1.Selectividade/Especificidade/Aplicabilidade

As 20 amostras brancas analisadas demonstraram a inexisténcia de qualquer interferente que
pudesse comprometer a identificagdo inequivoca do composto. Nesta experiéncia introduziu-se a
variacdo de espécie, ou seja, dentro das 20 amostras havia variacdo de espécie animal (aves,
bovinos, suinos, caprinos) de forma a comprovar a aplicabilidade do método. A inexisténcia de
interferentes foi evidente em todas as amostras.

Este facto é evidente pela observacdo comparativa entre os cromatogramas das amostras

brancas e das fortificadas com o composto. A figura 23 apresenta cromatogramas que evidenciam
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Figura 23: Cromatogramas em que A e B sdo referentes a transigdo i6nica m/z 366>349 da
amoxicilina de uma amostra branca e de uma amostra branca fortificada a 50 pg/kg (tr=6,84),
respectivamente. O cromatograma C refere-se ao padréo interno (tr=7,63).
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4.3.2.Robustez

No processo de desenvolvimento do procedimento analitico, os factores considerados
potencialmente criticos foram: pH da solu¢do de extraccéo, colunas para extraccdo em fase sélida
e o operador. O intuito de verificar cada um destes factores foi o de comprovar se pequenas

alteracdes do procedimento podem afectar ou ndo o desempenho do método.

Para a verificagdo da importancia de pequenas variagoes do pH da solu¢cdo tampéo utilizada na
extracc¢do, definiu-se um intervalo de pH entre 7.5 e 8.5. Foi observado que nos limites do intervalo
estabelecido, ndo se obtiveram alteragGes aos resultados observados quando comparados com

aquele obtido ao pH definido no procedimento adoptado.

Relativamente a extrac¢cdo em fase solida, ficou ja atras demonstrado que as colunas C18
tradicionalmente utilizadas por varios autores ndo tém a mesma eficiéncia que as OASIS HLB

utilizadas neste método.

No que diz respeito ao operador a variacdo deste factor foi introduzida durante a execugéo das 3
curvas de calibracéo de forma intercalada (operador A e operador B). A avaliacdo das curvas de
calibracd@o, apresentada mais a frente, comprovou que ndo ha qualquer influéncia do operador que

executa a andlise. Todas as curvas apresentaram correlacéo linear e declive semelhante entre si.

4.3.3.Estabilidade

O estudo de estabilidade realizado para a amoxicilina, incluiu variacdes de pH e de temperatura

durante 170 horas.
Deste estudo foi possivel verificar as seguintes observacges:

— A pH 1 com variacao de temperatura ao longo de 170 horas é visivel que um aumento da
temperatura ocasiona um aumento da degradagdo da amoxicilina, sendo esta degradacgao

critica a partir dos 37°C, conforme se pode constactar na figura 24.
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Figura 24: Perfil de variagdo, em &reas, da amoxicilina a pH 1 a varias temperaturas.
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Figura 25: Perfil de variagdo, em &reas, da amoxicilina e metabolitos a pH 1 a a temperatura
ambiente (22°C).

- A pH 3 o comportamento é semelhante ao observado para pH 1, nota-se uma ligeira
degradacdo do composto nas duas temperaturas mais baixas; uma degradagcdo mais
evidente a 37°C e bastante mais acentuada a 55°C. Tanto a pH 1 como a pH 3 nota-se
uma maior tendéncia para a formacao de acido amoxicildico a temperatura ambiente e a
37°C sendo que, nesta ultima situacéo, a concentracéo de a4cido comecga a decrescer entre

as 24 e as 48 horas.

- A pH 5 o comportamento da amoxicilina é praticamente 0 mesmo para as duas

temperaturas mais baixas: ndo se dad uma degradacdo significativa nem formacdo de
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produtos de degradagdo em grande quantidade. A temperatura de 37°C ja se evidencia
uma ligeira perda da amoxicilina e um aumento dos produtos de degradacéo, em especial
do &cido amoxicildico. Com a temperatura a 55°C ja é muito evidente a degradacdo. Na

figura seguinte é possivel ver o desaparecimento progressivo da amoxicilina e o

crescimento dos produtos.

<

18000004

—— Amox

2 12000004 —B— AcAmox

!

=== Diketo

6000004

0'/-\

0 40 80 120 160

t(horas)

Figura 26: Perfil de variagcdo, a pH 5 e a 55°C, das areas dos picos da amoxicilina, acido
amoxiciléico e dicetopiperazina ao longo do tempo.

— A pH 10 a temperatura ndo tem grande impacto uma vez que o préprio meio alcalino
provoca a degradacao instantdnea da amoxicilina. Os produtos de degradacdo que se
formam acabam de desaparecer progressivamente a partir das 24 horas depois de iniciado

0 ensaio.
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Figura 27: Perfil de variagéo, a pH 10 e a 2-8°C, das areas dos picos da amoxicilina, acido
amoxiciléico e dicetopiperazina ao longo do tempo.
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4.3.4.Veracidade/Recuperacéo

Tal como ja foi referido, ndo foi possivel determinar a veracidade do método uma vez que nao

estavam disponiveis matérias de referéncia. Como tal, procedeu-se ao calculo da recuperacdo do

método. A tabela 13 apresenta os resultados utilizados para o célculo da recuperacéo.

Tabela 13: Dados utilizados no célculo da recuperagédo do método.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
25 ug/kg 50 pg/kg 75 pg/kg
ConcentragBes obtidas (ug/kg)
25,77 46,97 72,26
17,83 47,62 83,38
; 25,14 45,61 61,21
= 28,30 48,10 75,26
© 24,82 47,65 72,71
23,49 37,27 82,94
20,17 49,62 67,71
19,98 47,54 74,16
z 20,94 47,97 64,21
c 20,55 47,63 65,49
© 21,82 57,25 84,62
20,04 52,96 82,43
23,28 48,24 69,32
19,02 47,28 78,12
2 23,23 46,45 62,64
c 24,35 4721 71,15
© 23,47 52,34 78,58
22,06 44,69 83,56
Concentragdo média (ug/kg)
22,45 ‘ 47,91 73,87
Recuperagéo (%)
89,83 ‘ 95,82 ‘ 98,50
Recuperagdo do método (%)
94,72
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As amostras fortificadas aos niveis 1/2LMR, LMR e 1,5*LMR foram quantificadas nas curvas de
calibragcéo. Pela aplicacdo da equacéo 3 fez-se a determinacgdo da recuperagdo para cada um dos
trés principais niveis de fortificagdo. A média das 3 determinagbes resulta na recuperagdo do

método.

O critério de aceitacao da recuperacdo para métodos analiticos, de acordo com a directiva, é de -
20% a +10%, para concentracdes acima de 10 pg/kg. Deste modo a recuperagéo obtida encontra-

se dentro do intervalo aceitavel.

4.3.5.Precisao

Para o célculo da repetibilidade e da reprodutibilidade utilizaram-se também os resultados
apresentados na tabela 13. Ambos os parametros sédo determinados em termos de coeficientes de

variagdo, CV em percentagem, utilizando a equagao 4.

Para o céalculo da repetibilidade sdo estabelecidos os parédmetros ¢ (desvio padrdo) e p (média)
para cada grupo de 6 réplicas do mesmo dia e para cada nivel de concentracdo. Da média dos o e
p dos 3 dias determina-se o CV. Este valor ndo pode ultrapassar os 2/3 do obtido através da
equacdo de Horwitz para cada concentracdo. A repetibilidade do método é a média dos 3

coeficientes de variacdo obtidos. A tabela 14 apresenta os resultados de repetibilidade obtidos.

Tabela 14: Resultados obtidos para a determinagéo da repetibilidade do método.

2/3 de CV
. CV (%) .
Nivel d Adi 9
et de desvio média CV (%) equacao (/0)~ Repetlb}lldade
Fortificacéo - . equacao do método
(arka) padrdo (ng/kg) obtido de de (%)
HY Horwitz .
Horwitz
25 2,03 24,22 9.1 27,88 18,59
50 3,53 20,58 7.4 25,12 16,74 9,17
75 8,19 22,57 111 23,63 15,75

No calculo da reprodutibilidade os 18 resultados obtidos (6 de cada dia) sdo agrupados e
determina-se, para o conjunto, o desvio padrdo e a média, para cada nivel de concentragcdo assim
como o CV. Este ndo devera ultrapassar o obtido pela equacdo de Horwitz. Os resultados de

reprodutibilidade obtidos estdo apresentados na tabela 15.
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Tabela 15:

Resultados obtidos para a determinagdo da reprodutibilidade do método.

Nivel de Adi CV (%)

e desvio media CV (%) equacdo | Reprodutibilidade

Fortificacéo N . .

(a/ka) padrao (Hg/kg) obtido de do método (%)
Ha/kg Horwitz

25 2,68 22,46 11,92 27,88

50 3,97 47,91 8,29 25,12 10,23

75 7,74 73,87 10,47 23,63

De acordo com os resultados apresentados é evidente que tanto em condi¢gBes de repetibilidade

como de reprodutibilidade o método responde dentro dos critérios de aceitacédo estabelecidos.

4.3.6.Limite de decisdo - CC a e capacidade de deteccdo - CC B

O célculo do CCa e do CCp foi efectuado em cada um dos trés dias das curvas de calibragdo.

Partindo da concentracdo de interesse, 50 pg/kg, e do desvio padrdo verificado nas 20 amostras

fortificadas a esse nivel, aplicaram-se as equacdes 1 e 2 atras referidas para o célculo das

intensidades referentes a CCa e do CCp. Através das equacdes das curvas de calibragcdo obtidas

para cada um dos 3 dias, obtiveram-se as concentragdes correspondentes.

As tabelas 16 e 17 apresentam os valores obtidos e os dados utilizados para o calculo do CCa e

do CCB.
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Tabela 16: Razdes de intensidades (area do pico da amoxicilina/area do pico da amicilina) para as 20

amostras brancas fortificadas ao nivel do LMR, média, desvio padrao e tempo de retencgéo relativo verificado

para cada uma delas.

ABF (area rglativa) TRR
1 0,17 0,90
2 0,21 0,89
3 0,22 0,86
4 0,17 0,90
5 0,18 0,87
6 0,19 0,88
7 0,21 0,88
8 0,19 0,88
9 0,28 0,88
10 0,19 0,89
11 0,17 0,89
12 0,25 0,88
13 0,17 0,89
14 0,18 0,88
15 0,17 0,88
16 0,18 0,84
17 0,21 0,88
18 0,20 0,88
19 0,25 0,88
20 0,20 0,88
Média 0,20
Desvio padrédo 0,03
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Tabela 17: Intensidades e concentra¢des de CCa e CCR.

lcca 0,25
Curva 1 51,70
Curva 2 60,42
CCa
Curva 3 56,40
Média 56,05
IccB 0,30
Curva 1 61,64
Curva 2 71,75
CccB
Curva 3 66,65
Média 66,70

4.3.7.Estudo das curvas de calibracao

De forma a validar as rectas foi estudada a linearidade e verificada a aceitagdo da gama de

trabalho pela aplicacéo do teste de homogeneidade das variancias (ver anexo B e C)**°%,

Relativamente a aceitagdo da gama de trabalho verificou-se que as diferengas das variancias entre
0 ponto mais baixo de concentracdo (25 pg/kg) e o mais alto (250 pg/kg) ndo séo significativas.

Deste modo a gama de trabalho é aceite.

Quanto a linearidade ficou também provado, pelo estudo dos desvios residuais associados as
variancias, que a curva é de regressao linear uma vez que o ajuste polinomial ndo se aplica. Para
além disso, o laboratério estabeleceu como critério de aceitacdo da curva que esta tenha uma

correlacéo de 0.99 o que também se verifica nas trés curvas.

As rectas de calibracdo construidas nos trés dias estédo representadas nas figuras 28, 29 e 30 onde

esta evidenciada a equacéo e a correlacdo de cada uma delas.
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Figura 28: Recta de calibracdo construida em amostras brancas fortificadas, no dia 1 pelo
operador A.
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Figura 29: Recta de calibragdo construida em amostras brancas fortificadas, no dia 2 pelo

operador B.
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Figura 30: Recta de calibracdo construida em amostras brancas fortificadas, no dia 3 pelo

operador A.

Mais uma vez, e relembrando o estudo de robustez quanto ao operador, pelo estudo das 3 curvas,

é evidente a ndo influéncia do mesmo na execu¢do do método analitico.

4.3.8.Limite de deteccéo e limite de quantificacao

A determinacdo do LD e LQ baseou-se no estudo do sinal obtido nas 20 amostras brancas e na
aplicacdo das equacdes 6 e 7. Na tabela seguinte estdo apresentadas as areas relativas para os

20 brancos.

Tabela 18: Média e desvio padrdo das areas relativas das 20 amostras brancas.

y
ABR (&rea relativa)
Média 0,0034
Desvio padréo 0,0017
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Tabela 19: Concentragdes de LD e LQ.

Curva 1 3,91

Curva 2 5,99
LD

Curva 3 5,04

Média 4,98

Curva 1 6,29

Curva 2 8,69
LQ

Curva 3 7,57

Média 7,52

De forma a comprovar que os valores de LD e LQ determinados através de calculos tedricos eram

efectivamente reais procedeu-se a analise de 10 amostras brancas fortificadas ao nivel de LD e 10

amostras brancas fortificadas ao nivel de LQ. Nas figuras seguintes apresentam-se cromatogramas

aos niveis de deteccdo e de quantificagédo.

Pelos cromatogramas apresentados nas figuras 31 e 32 é possivel comprovar a capacidade do

método de detectar e quantificar aos niveis definidos. Todas as 10 amostras fortificadas aos niveis

de LD e LQ apresentaram cromatogramas semelhantes aos apresentados.
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Figura 31: Cromatogramas das transic6es monitorizadas para a amoxicilina (A corresponde a m/z
366>114 e B a m/z 366>349) e ampicilina (C corresponde a m/z 350>106) ao nivel de LD — 5

Ha/kg.
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Figura 32: Cromatogramas das transicfes monitorizadas para a amoxicilina (A corresponde a m/z
366>114 e B a m/z 366>349) e ampicilina (C corresponde a m/z 350>106) ao nivel de LQ — 8

Ha/kg.
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5. Conclusodes

O método desenvolvido para a detecgdo, identificacdo e quantificacdo da amoxicilina em tecidos
ediveis de vérias espécies animais evidenciou cumprir os critérios estabelecidos na Decisédo da
Comissédo 2002/657/CE de 12 de Agosto de 2002, tendo em conta os dados obtidos na validagéo
do método, demonstrando o desempenho adequado a ser implementado em Laboratdrios de rotina

para a pesquisa de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal.

Pela validacdo efectuada, foi possivel verificar que o método possibilita a obtengcéo de resultados
reprodutiveis (10,2%) e repetiveis (9,2%) estando estes pardmetros dentro dos limites aceitaveis
definidos na directiva comunitaria®. De igual forma a recuperagdo do método (94,7%) encontra-se

dentro do intervalo aceitavel™.

Para além destes parametros foram também calculados os LD e LQ do método para a amoxicilina
que resultaram, respectivamente, em 5 pg/kg e 8 pg/kg. Apesar de ser possivel quantificar o
composto a concentracdes mais baixas apenas se podera declarar uma amostra ndo conforme

acima do CCa estabelecido — 56 pg/kg e confirméa-la com 95% de certeza a partir de CCB — 67
Hg/Kg.

A metodologia analitica desenvolvida introduz a utilizacdo de colunas OASIS® HLB, que
evidenciaram, quando comparadas com colunas de C18, melhores condigfes de utilizacdo e

obtencéo de extractos mais limpos com ganhos na recuperagao.

Igualmente as condi¢cbes cromatograficas em fase liquida utilizadas evidenciaram uma boa
separacao da amoxicilina e do padréo interno, a ampicilina, com picos cromatograficos simétricos,
qgue garantem uma boa avaliacdo quantitativa. S8o também adequadas para a deteccdo dos
principais compostos de degradacdo da amoxicilina, nomeadamente o &cido amoxiciléico e a

amoxicilina dicetopiperazina.

A detecgdo por espectrometria de massa sequencial por triplo quadrupolo, ionizacdo a presséo
atmosférica do tipo electrospray assistida por nebulizagdo no modo positivo (ESI®) e a utilizacdo da
monitorizacdo de reacc¢des miltiplas (MRM) para aquisicdo de dados, revelou ser adequada em
termos de sensibilidade e especificidade, garantindo, também, uma boa avaliacdo quantitativa dos
analitos. No entanto, e tendo em conta a qualidade do extracto obtido pela aplicacdo do processo
extractivo utilizado, parece ser possivel a aplicagdo de detector de massa de filtro de massa
simples, o0 que se traduz num aumento do leque de Laboratérios onde este método pode ser

introduzido, por se tratar de equipamento de menor custo de aquisi¢éo.

O estudo da estabilidade da amoxicilina resultou na identificacdo de produtos de degradacéo,

acido amoxiciléico e amoxicilina dicetipiperazina, resultantes da exposicdo do composto a
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condi¢gbes agressivas de temperatura e pH. Ficou comprovado que, a temperaturas elevadas e a
pH alcalino a degradagcdo da amoxicilina é praticamente total e que, apesar de se formarem os

produtos atras referidos, estes também séo sensiveis a estas condi¢cdes.

Estes resultados aconselham a que as amostras sejam transportadas para o Laboratério, a baixas
temperaturas, o mais rapidamente possivel. Igualmente, e no Laboratério, estas amostras devem

ser mantidas congeladas até serem analisadas.

De acordo com os resultados obtidos parece possivel a introdugdo e validacdo de outras
penicilinas igualmente utilizadas em medicina veterinaria para que a presente metodologia possa

ser utilizada em multi-deteccéo.

Fica também em aberto a possibilidade de se adicionar ao método os produtos de degradagéo

estudados ao longo deste trabalho. Bastara, para tanto, optimizar o processo extractivo.

Por determinar fica também o célculo das incertezas, cuja aproximacdo ao melhor modelo se

encontra ainda em discussao.
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7. Anexos

A — Estudo de estabilidade da amoxicilina

As figuras seguintes apresentam as variacoes padasqor alteracéo de pH e temperatura na
amoxicilina.
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B — Teste de Homogeneidade das variancias
Aceitagio da gama de trabalho*>*®!

Para a determinagdo da aceitabilidade da gama trabalho utilizando o teste de homogeneidade das
variancias € necessario ter no minimo 5 determina¢des de cada um dos pontos extremos da curva
de calibracéo. Seja 1 o ponto mais baixo da curva e 2 o ponto de concentracdo mais elevada.

Para cada um destes pontos calcula-se a variancia dada pela seguinte equacao:

Z(yi _Vi)z s? Z(yi _Vi)z

n-1 2 n-1

s? =
em que y; € a leitura referente a concentracao x; e:
- 2V
yi ==
N,

As variancias sao testadas para verificar se existem diferencas significativas entre elas calculando
o valor teste PG que posteriormente € comparado com o valor tabelado F da distribuicdo F de

Snedecor/Fisher.

S-LZ
PG=— quando S? > S’

PG=—=% quando S = S?

Se PG<F, entéo as diferen¢as entre as variancias ndo sdo significativas e a gama de trabalho é

aceite.

Se PG=F, entéo as diferencas entre as variancias sao significativas e a gama de trabalho deve ser

reduzida até as variancias entre o ponto mais baixo e o mais elevado permitirem que PG<F.

No caso do estudo da gama de trabalho utilizada na validagdo deste método, os valores obtidos

estdo apresentados na seguinte tabela:
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Tabela 20: Valores de intensidades relativas obtidos para 10 leituras nas concentra¢des extremas da curva.

Niveis de concentracdo ( pg/kg)

Como S, = S, entdo PG =

OE

-~

=3.6972 <5.3511 = F(0.01,9,9)

25 50 75 100 250
Y1 0.1114 1.0011
Y2 0.0736 1.0834
Y3 0.0918 1.0190
Y4 0.1239 1.1103
Y5 0.1258 1.1060
Y6 0.1077 1.0738
Y7 0.0959 1.0415
Y8 0.0915 1.0092
Y9 0.1079 1.0078
Y10 0.1494 1.0435
s 0.0005 0.0017
0.0017

O valor obtido é inferior ao F tabelado para 10 graus de liberdade e com 99% de confianca, logo, a

gama de trabalho é aceite.
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C — Avaliagao da Linearidade

[35,55]

Na avaliagdo da curva de calibracdo quanto a linearidade ha a calcular o desvio padrédo

residual da curva de regresséo linear, Sy;, € 0 desvio padréo residual do ajuste polinomial, Sy,.

Os valores de y séo valores esperados, calculados a partir das rectas de calibracdo. A diferenca

entre as variancias associadas aos dois ajustes, DS?, é calculada pela seguinte férmula:
2 2 2
DS® = (N -2)082 - (N -3)[8},

Em que N é o numero de pontos de calibracdo. Calcula-se o valor teste PG a partir de DS’ e de

S,. e submete-se o valor obtido a comparagéo com o valor F da distribuicéo F de Snedecor/Fisher.

_ DS?
S

y2

PG

Se PGzsF, a funcédo de calibracao € linear.

Se PG=>F, a funcao de calibragdo ndo é linear. Neste caso a gama de trabalho deve ser reduzida

até se conseguir um ajuste linear.

O estudo da linearidade da curva foi efectuado para as 3 curvas verificando-se a aceitacéo do

ajuste linear para todas.

81



D — Folha de calculo — critérios de aceitacao dos r

esultados

Para verificar a aceitagcdo de resultados, de acordo com os critérios estabelecidos na Deciséo da
Comissdo 2002/657/CE[49] e estabelecidos no laboratério, foi construida a folha de célculo
apresentada seguidamente.

Data da analise

Matriz Musculo Directorio
Analito Amoxicilina Data
Padréo Interno Ampicilina
Testesniciais
|Padra0 | RT Amoxiciina | Area A | Area B | s
[MPD 50 ugkg | [
[Razao SIN [ sNA ] Citerio [ Resultado |
Verificacao | | SIN>6 [
Amostras controlo
. - desvio TR rel. desvio razao ioni
[
(g AR —— WE | rpElE —— TR relativo| Factor de resposia % razao ionjca % Simbolo Valor
00 declive al
25,0 interseccao em bl
50,0 factor correlaca) 1
750
100,0
250,0
desvio TR rel. desvio razao ioni
ke RT A [ AreaA AreaB | RT Ampicil Area S .
(9% moxciina fea e mpcin rea TRrelativo| Factor de resposfa % razao ionicaf % Simholo Valor
00 declive a2
25,0 interseccao em) b2
50,0 factor correlacal 4
75,0
1000
250,0
(al-a2)/a1*100% I:I media TR rel. media razao ionic:
dsvp TR rel. dsvp razao ionical Simbolo Valor
Media da area IS= |:| CV%TRrel CV % razao ionica| declive a
interseccao em| b
factor cmre\aci r
Especificacao Obtido Criterio C
Sensibilidade =<25%
Linearidade =>0990
Coeficiente de variagéo <16%
SIN ABF ¢/ 50 uglkg SIN>6
Tolerancia max. razao ionica (25-250 ug/g) =<
Tolerancia max. TR rel. (25-250 uglkg) =< 2,50%
AMOSTRAS
Tolerancia maxima de acordo com o criterio da UE=
Amostra desvio desvio valor Confirmacag
numero TR Area A Area B RT Ampicilina Area IS TRrel. factor de resposty  razao ionia razao ionica% TRrel% uglkg resuftado
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