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Objetivos

As xantinas sdo bases purinicas das quais
derivam diversas moléculas estimulantes, como
a cafeina e seus metabdlitos. Devido a agdo da
cafeina no sistema nervoso central (SNC), hoje
€ uma das substancias mais consumidas no
mundo. No processo de absor¢cdo e
metabolismo da cafeina pelo corpo humano
surgem  principalmente  trés  compostos
alcaloides que também fazem parte da classe
das xantinas: paraxantina, teobromina e teofilina
(FRANCIS S; CONTI M; HOUSLAY M, 2011).
Existem estudos acerca de reacOes adversas e
nao desejadas devido ao uso excessivo desse
composto bioativo. Desse modo, se faz
necessario avaliar parametros que influenciam
na absorcdo desta e seus efeitos dentro do
organismo, como por exemplo, o horario de
ingestdo e seu uso posterior a realizacdo de
atividades fisicas (BARRETO et al.,, 2021).
Mesmo com o monitoramento da cafeina por
agéncias mundiais de controle de substancias
em atletas, ndo existe um método definido para
a andlise dela em plasma sanguineo. Assim,
apesar de estudos positivos em relagdo a
quantificacéo da cafeina e seus metabdlitos em
amostras  biologicas, ha espaco para
aprimoramento e validagdo de um método
robusto, rapido e com limite de quantificacédo
satisfatorio.

Métodos e Procedimentos

A matriz utilizada foi plasma sanguineo, cedido
por meio de um projeto em colaboragédo com o
grupo de pesquisa CROMA. O preparo de
amostra foi feito por meio de precipitacdo de
proteinas, com a avaliacdo de diferentes
solventes. Apés a adi¢do do solvente, foi feita a
centrifugacéo, secagem do sobrenadante,
ressuspensdo, centrifugacdo e coleta do
sobrenadante. O método para a deteccdo e
quantificacdo das xantinas (teobromina,
paraxantina, teofilina e cafeina) foi desenvolvido
em um sistema cromatografico Acquity UPLC
acoplado a um Xevo TQ-MS com a aquisi¢do de
dados pelo software MassLynx. A coluna
utilizada foi uma Acquity UPLC BEH C18 1,7 um,
2,1 x 100 mm; Waters, EUA. Para a fase movel,
foram testadas diversas propor¢fes, usando
formiato de aménio 5 mmol.L? em agua e
metanol. Devido a problemas no equipamento e
na etapa de validagdo, um novo método foi
desenvolvido em um equipamento de HPLC-UV,
com o uso de uma coluna InfinityLab Poroshell
120 EC C18 (2,7 ym, 2,1 x 100 mm; Agilent,
EUA). A constituicdo da fase movel utilizada foi
a mesma do método UPLC-MS/MS, com
mudancgas de propor¢cdo ao longo dos testes
realizados.
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Resultados

Para o preparo de amostra, devido a polaridade
e mais facil secagem, foi escolhida acetonitrila,
na proporcdo de 4:1 (acetonitrila:plasma). A
adicdo de etapa de secagem e ressuspensdo
possibilitou maior eficiéncia da precipitacdo de
proteinas, que ocorreu devido a desnaturacao
das proteinas, alterando sua forma
tridimensional, o que expde grupos hidrofébicos
gue normalmente ndo estdo expostos por
estarem no interior da molécula, o que aumenta
a interacdo proteina-proteina e diminui a
solubilidade (CAVALCANTI et al, 2010). A
ressuspensdo ocorreu com uma mistura de
agua e metanol (90:10), de modo a reproduzir
constituicdo semelhante a da fase movel inicial.
Para o desenvolvimento do método UPLC-
MS/MS, foram testados diferentes fluxos, de
modo que o que apresentou melhor separacéo
foi 0,30 mL.min1, sendo um fluxo intermediario
entre os testados. Para a fase mdvel, foi
utilizada uma mistura de formiato de aménio 5
mmol.mL? em &gua e metanol, iniciando na
proporcao 90:10, chegando até 70:30 ao final do
gradiente.

Para o desenvolvimento do método em um
equipamento de HPLC-UV, a proporcéo inicial
da fase movel foi de 88:12, chegando até 40:60
ao final do gradiente. Foram testados diferentes
fluxos, sendo que o que apresentou melhor
separacdo foi de 0,30 mL.min! e entre as
temperaturas de forno testadas (40 °C, 50 °C e
55 °C), foi escolhida a de 55 °C para diminuir a
pressédo do sistema cromatogréfico.
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Figura 1: Cromatograma referente a analise das
amostras de plasma sanguineo fortificado com 1
ng/mL do mix de xantinas (teobromina, teofilina,
paraxantina e cafeina), utilizando a coluna InfinityLab
Poroshell 120 EC C18 (2,7 um, 2,1 x 100 mm; Agilent,
EUA).

Conclusoes

Apesar dos problemas encontrados durante a
validacdo do método desenvolvido com a
primeira técnica empregada (cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas),
0s resultados obtidos na segunda técnica
(cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detec¢cdo no UV-vis) se mostraram satisfatorios
e com alto potencial de apresentarem o0s
parédmetros necesséarios para a validacdo de
acordo com a Resoluc¢do de Diretoria Colegiada
(RDC) 027/2012, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que dispde sobre
0s requisitos minimos para a validacao de
métodos bioanaliticos.

Além disso, a participacdo do SIICUSP
(Simpdsio Internacional de Iniciagdo Cientifica e
Tecnol6gica da USP) deve propiciar a maior
vivéncia académica, de modo a complementar a
experiéncia vivida no ultimo ano.
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