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 Numero de trabalhos publicados na
Clinical Chemistry contendo liquid
chromatography no titulo:

— 135 trabalhos entre 1990 e 2008
e 70 trabalhos entre 1990 e 2000
e 29 trabalhos entre 2000 e 2005
e 36 entre 2005 e 2008
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Técnica de separacao
Fase movel liquida
Operacao em altas pressoes

Analitos separados por interacOes diferenciais entre
fases moveis e estacionarias

Varios modos:

— Fase normal

— Fase reversa

— Troca ibnica

— Pareamento idnico

— Exclusao por tamanho
— Imunoafinidade

— Etc...
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* Preparacédo das amostras
— Extracao liquido-liquido
— Extracao em fase solida
— Precipitacao de proteinas
— Diluicao
— Derivatizacao

e Sistemas de deteccao
— UV/Vis
— DAD
— Fluorescéncia
— Eletroquimico
— Massas (tandem)



Colunas com particulas
menores que 2 um
Operacao em pressoes
de até 15.000 psi
Elevada eficiéncia: menor

tempo de analise e maior
sensibilidade

Detectores PDA,
fluorescéncia e ELS

Frequentemente
associado a detectores
seletivos de massas



HPLC X UPLC

Wallemacqg, 2008

Nome TR UPLC TR HPLC Plasma
(min) (min) LOD UPLC LOD HPLC
(ng/mL) (ng/mL)
Amitriptilina 2.01 11.65 2 25
Nortriptilina 1.95 11.3 2 25
Clomipramina 2.33 12.92 10 25
Paroxetina 1.78 11.34 50 50
Bromazepam 1.46 8.45 10 25
Desdiazepam 2.28 12.42 5 25
Diazepam 2.69 13.71 10 200
Oxazepam 1.91 10.68 10 50
Zuclopentixol 2.42 12.70 25 50
Citalopram 1.49 9.49 25 100
Fluoxetina 2.20 12.32 25 100
Quetiapina 1.49 8.73 100 50
Tramadol 0.58 4.55 25 200
Zolpidem 0.87 6.04 5 50
Trazodona 1.03 7.15 10 10




e Vantagens:
— Flexibilidade
— Sensibilidade
— Estabilidade
— Especificidade
 Desvantagens:
— Custo de implantacao elevado
— Velocidade analitica limitada
— Tempo elevado para implantacdo de novos métodos
— Curva de aprendizado lenta



Variantes de hemoglobina

Transferrina deficiente de carboidrato (CDT)
Avaliacao de estresse oxidativo (MDA, glutationa)
Perfil de vitaminas (B1, B2, B6, C, 25-OH-D3, E)
Homocisteina

Catecolaminas, metanefrinas

Hemoglobina glicada

Indicadores biologicos de exposicao

Monitoramento terapéutico de farmacos | o
(anticonvulsivantes, imunossupressores, antiretrovirais)

Albumina em urina
EtC...



Padronizacao de metodologia para
determinacao de glicohemoglobina (Hb
A.c) por um sistema aberto de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de

troca cationica

Antunes, Wagner, Camargo e Linden,
RBCF, 2008 (aceito)



« DCM (Métodos designados de
comparacao)

— NGSP (Bio-Rex 70, Bio Rad) — EUA
— Tosoh (Japao)
— Mono S (Suécia)

e Gradiente de LICl em coluna trocadora de ions
baseada em metil-sulfonato



A: Amostra controle de Hb A,c
(9,2 %), pico 1. Hb F (0,8 %);
pico 2: Hb A, (9,2 %); pico 3:
Hb A, (89%)

B: Amostra controle de variantes
de hemoglobina, pico 1: Hb F
(17 %), pico 3: Hb A, (39 %);
pico 4: Hb S (15 %); pico 5: Hb
C (11 %)

C:. Amostra de paciente; pico 2:
Hb A,c (6,8 %); pico 2: Hb A,
(51 %), pico 3: Hb S (38%)
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Regressao de Passing-Bablok, comparando resultados
obtidos pelo método CLAE Mono S e Bio-Rad Variant®



Precisao intra- e inter-ensaios das determinacdes de

Hb A,c em amostras de pacientes (n=15)
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Detector A415 nm
— teste variantes dia 13-05
teste variantes dia 13-05

Area
Retention Time
Area Percent

10
Minutes

Hb F: 4,2 min
Hb A,: 9.7 min
Hb A,; 10, 2 min
Hb S 12 min

Hb C 14,8 min



e Aplicacao na toxicologia ocupacional

—Monitoramento biologico da exposicao
ocupacional a solventes organicos

—Matriz: urina



Tolueno
— Efeitos agudos:
* Irritacdo dos vias aéreas superiores
* Depressédo do SNC
— Efeitos cronicos:
» Cefaléia
» Disturbios do ritmo sono-vigilia
» Hepatotoxicidade (hepatomegalia)
» Nefrotoxicidade
Xileno
— Efeitos agudos:
* Depressédo SNC
 Irritacdo cutanea e ocular
— Efeitos cronicos:
« Conjuntivite
 Irritacdo da pele e cavidade nasal

Estireno
— Efeitos agudos:
 Depressao SNC
 Irritacao cutanea e ocular
— Efeitos cronicos:
» hepatotoxicidade



Determinacao simultanea de creatinina e
iIndicadores bioldgicos de exposicao ao
tolueno, xilenos e estireno em urina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Antunes, Patuzzi e Linden, Quimica Nova
2008 (no prelo)









 Cromatografia gasosa
— Extracao liquido-liguido
 Derivatizacao

e CLAE
— Extracao liquido-liqguido (NIOSH)
— Diluicao (somente!)



* Preparacao da amostra:
— Diluicdo 1:10 com agua purificada
— Centrifugacao a 10.000 g por 10 min

e Analise:
— Coluna C8 (250 x 4,0 mm)

— FM tampéao fosfato pH 2,6 e ACN, isocratico,
1 mL/minuto






CLAE-DAD



Pragst et al., 2003



ldentificacao: tempos de retencao e
espectros de varredura 200-380 nm



Validacao



e Aplicacao no monitoramento terapéutico
de farmacos

— Determinacao simultanea de
anticonvulsivantes

— Matriz: soro

e alternativamente saliva
e Futuro: DBS?



— Determinacéo das concentracfes de farmacos (e
metabolitos) em fluidos biologicos e emprego desta
Informacao para ajustes dos regimes de dosagem.

— Empregado para: antibioticos, imunossupressores,
antiretrovirais, anticonvulsivantes



Existéncia de toxicidade
Falta de resposta farmacologica

Alteracdes nas concentracdes plasmaticas do
farmaco:

— Co-administracido de medicamentos

— Doencas concomitantes

Verificar adesao do paciente ao tratamento

Adequacao de doses — adultos maiores e
neonatos



Apresentar clara relacao entre
concentracao e efeito

Baixo indice terapéutico

Variabilidade farmacocinética
Interindividual

Dificuldade de distincao entre resposta
terapéutica e efeitos adversos




 Vantagens da CLAE nesta determinacao:

— Quantificacdo de multiplos farmacos simultaneamente

— Seletividade (detector DAD ou MS)

— Quantificacdo de metabalitos (ativos)
carbamazepina - terapéutico de 4 a 12 pg/mL
carbamazepina epodxido — terapéutico de 0,2 a 9 pg/mL



* Preparacao da amostra:
— Precipitacédo de proteinas com ACN contendo PI (1:3)
— Centrifugacao a 10.000 g por 10 min
* Analise:
— Coluna C8 (250 x 4,0 mm)
— FM tampéao fosfato pH 2,6 e ACN, isocratico, 1mL/min






e Maior disseminacao devido a:
— Disponibilidade de “kits”
— Disponibilidade de interfaces mais amigaveis

« Ampliacao do uso de sistemas MS e MS-
MS

rafael.linden@feevale.br




