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DETERMINATION OF VALPROIC ACID IN SERUM BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH
DIODE ARRAY DETECTION (HPLC-DAD), AFTER DERIVATIZATION WITH PHENACYL BROMIDE. Valproic acid (VA) is
a drug used to control seizures in several epileptic conditions. In VA pharmacotherapy, therapeutic drug monitoring is recommended

to obtain adequate seizure control and avoid toxicity. The aim of this study was to validate a method for the determination of valproic

acid in serum, employing high performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD), after derivatization
with phenacyl bromide. The calibration curve (y=0.0133x-0.0025) presented good linearity with r’=0.9999. Accuracy (101-115%),
intra-assay precision (4.53-8.15%) and inter-assay precision (3.15-6.77%) were acceptable. The quantification limit was 2.0 pg/mL.

The method presented similar results to enzyme immunoassay.
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INTRODUCAO

O dcido valpréico (4cido 2-propil-pentandico) (AV) (Figura 1) € um
dcido graxo de cadeia curta que apresenta ampla efetividade no controle
de convulsdes de variadas etiologias, especialmente na epilepsia idiopa-
tica generalizada.' Seu mecanismo de agdo estd associado a limitacdo
dos disparos neuronais repetitivos, através do bloqueio dos canais de
s6dio e do aumento das concentragoes de GABA no cérebro.!

As concentragdes de AV no soro apresentam ampla variabilidade in-
terindividual e o monitoramento de suas concentragdes plasmaticas € uma
pratica usual no manejo de pacientes com regimes de dosagem estéveis.>
Cerca de 50% dos pacientes apresentam resposta terapéutica adequada
em concentragdes séricas de 80 pug/mL.! Por outro lado, apenas 20% dos
pacientes respondem adequadamente a concentracdes na ordem de 50
ug/mL.! Efeitos toxicos relevantes manifestam-se com maior freqiiéncia
em concentragdes séricas superiores a 200 ug/mL."? A faixa terapéutica
consensual para AV € de 50 a 100 pg/mL em soro.'”

Diversos métodos foram publicados para a determinagdo de
AV em soro. A cromatografia gasosa (CG), tanto com detectores
por ionizacdo em chama (DIC) ou seletivos de massas, tem sido
empregada com procedimentos de derivatizacdo do AV, incluindo
metilagdo, sililagdo e fenacilagdo.*® Recentemente, Shahdousti ez al.”
descreveram um método para determinagio de AV em soro sem etapa
de derivatizacio, empregando microextragdo em fase sélida associada
a CG-DIC. O AV nio possui croméforos ou fluoréforos, sendo que
sua determinagao por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
também estd associada a derivatizacdo, tanto com a utilizagdo de
detectores fluorimétricos® como espectrofotométricos,” embora exista
um relato recente da determinag@o de AV em soro por CLAE-UV
sem esta etapa pré-analitica.'” Gupta et al.® relataram a andlise de
derivados fenacilados de AV por CLAE, com resultados satisfat6-
rios. Entretanto, os autores ndo apresentaram dados de validagdo,
tampouco compararam o comportamento do método proposto frente
aos imunoensaios enzimdaticos, os quais sdo predominantemente uti-
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lizados no monitoramento terapéutico de AV em ambientes clinicos,
especialmente devido a sua facilidade operacional e possibilidade de
completa automacdo. Entretanto, considerando que os imunoensaios
t€m sido utilizados apenas em laboratérios com elevada demanda,
devido ao tempo de validade restrito dos reagentes imunoenzimati-
cos e aos seus custos de aquisi¢do, € relevante a disponibilidade de
métodos cromatograficos confidveis para esta determinagdo. Além
disto, a cromatografia ¢ o método de escolha para as determinacdes
dos demais anticonvulsivantes e a utilizagdo da mesma infra-estrutura
para a andlise de AV representa uma alternativa interessante.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi validar um método de
determinacdo de AV por CLAE empregando derivatizacdo com brometo
de fenacila e comparar o comportamento deste método em relacio
ao imunoensaio enzimdtico competitivo (IEC), com o propdsito de
disponibilizar uma alternativa para esta determinacdo em laboratérios
que empregam a CLAE para outras analises de interesse clinico.
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Figura 1. Estruturas quimicas do dcido valpréico e do padrao interno dcido
1-ciclo-hexendico

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

O 4cido valproéico foi adquirido da United States Pharmacopeia (Ro-
ckville, Estados Unidos). O dcido 1-ciclo-hexendico foi proveniente da
Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). O brometo de fenacila foi provenien-
te da Fluka (Buchs, Suica). Fosfato de sédio monobdsico, dcido fosférico
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e acetonitrila grau HPLC foram provenientes da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Hexano grau HPLC e dcido sulftirico foram provenientes da
Mallinckrodt (Philipsburg, Estados Unidos). Agua purificada foi obtida
através de um sistema Elga Purelab Ultra da Elga Labwater (Lane End,
Reino Unido). O Antiepileptic Serum Calibration Standard foi provenien-
te da Chromsystems (Munique, Alemanha). A solugdo de derivatizacdo
foi preparada através da dilui¢do de 100 mg de brometo de fenacila em
10 mL de acetonitrila. A solu¢@o-méde de dcido 1-ciclo-hexendico foi
preparada através da dissoluc@o de 470 pL desta substancia em 10 mL
de acetonitrila. A solu¢@o de trabalho de acido 1-ciclo-hexendico (500
ug/mL), utilizada como padrio interno, foi preparada diluindo-se 100
pL da solugiio-mae a 10 mL com acetonitrila.

Equipamentos

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu
Class VP (Kioto, Japao), composto de um sistema quaterndrio de
bombas LC-10AT, médulo controlador SCL-10A, desgaseificador
DGV-14A, forno de coluna CTO-10AS, auto-injetor SIL-10AF e
detector de arranjo de diodos SPD-M10A. A coluna utilizada foi
Shimpack CLC-ODS (150 X 4,6 mm, d.p. 5 pm) da Shimadzu (Kioto,
Japdo). O sistema de cromatografia foi controlado pelo programa
Class VP 6.13 SP2, da Shimadzu.

Preparacio da fase mével e condi¢cdes cromatograficas

A fase mével foi preparada através da mistura de tampao fosfato pH
2,3 (50 mM) e acetonitrila (40:60, v/v). O tampao fosfato foi preparado
através da dissolug@o de 6,66 g de fosfato de potdssio monobdsico
em 900 mL de dgua purificada, seguida da adi¢ao de 4,8 g de 4cido
fosférico 85% (v/v). O volume foi completado para 1000 mL com
dgua purificada e o pH foi ajustado com a adi¢éo de dcido fosférico ou
hidréxido de potdssio 0,1 M. Antes da utilizagdo, o tampao foi filtrado
através de membrana de acetato de celulose com poros de 0,45 um
(Sartorius, Alemanha) e desgaseificada em banho ultra-sonico por 5
min. O fluxo da fase mével foi de 2,0 mL/min. A coluna foi mantida
a 30 °C durante a andlise. A deteccio foi realizada a 246 nm, com a
aquisic¢io de espectros de varredura entre 200 e 380 nm.

Curva de calibragio

As curvas de calibragio foram obtidas através da adicio de dcido
valprdico em soro humano a fim de obter amostras com concentracdes
de 2,5, 10, 25, 50, 75, 150 e 300 pg/mL. Para a construgdo da curva
de calibracdo, foi utilizada a média de trés determinacdes de cada
calibrador. A curva de calibrag@o foi construida através do estabe-
lecimento da correlacdo entre a razdo das dreas dos picos referentes
aos derivados fenacilados do dcido valprédico e do padrio interno (y)
e as concentracdes de dcido valpréico adicionadas (x). A curva foi
avaliada com base no coeficiente de determinagao (12).

Coleta e conservaciao das amostras

Foram coletas amostras de sangue de pacientes sob farmacotera-
pia com dcido valpréico (n = 66), imediatamente antes da primeira
dose didria, em tubos de coleta com gel separador, para as andlises
de rotina. Logo ap6s a coleta, o soro foi transferido para outro tubo
e armazenado sob refrigerac@o a 4 °C até a andlise.

Preparo das amostras

Uma aliquota de 250 pL de soro, em tubos com tampa rosca,
foi adicionada de 50 pL da solucido de trabalho de 4dcido 1-ciclo-
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hexendico (padrio interno), 250 uL de acido sulfirico 1 M e 2,2
mL de n-hexano. A mistura foi homogeneizada em vértex por 30
s e posteriormente centrifugada a 2.000 g por 10 min. Apds isso,
2 mL da fase organica foram transferidos para tubo de evaporagao
e adicionados de 20 pL de trietilamina e 20 pL. da solugd@o de de-
rivatizac@io. A mistura resultante foi homogeneizada por 30 s em
voértex e transferida para bloco de aquecimento. Os tubos foram
mantidos por 1 h a 50 °C, sob leve fluxo de ar, com a completa
evaporagdo do solvente. O residuo seco foi retomado com 200
uL de fase mével. Uma aliquota de 25 pL foi injetada no sistema
CLAE-DAD.

Avaliacao da seletividade

Amostras de soro de 6 individuos ndo usudrios de dcido valprdico
foram processadas e avaliou-se a presencga de picos interferentes.
Considerando que usualmente o dcido valpréico € administrado
conjuntamente com outros anticonvulsivantes, também foi avaliada a
presencga de picos nos tempos de retengdo dos derivados fenacilados
do 4cido valpréico e do padrio interno em uma amostra do Antie-
pileptic Serum Calibration Standard, o qual contém concentragdes
terapéuticas de sultiame, etosuximida, primidona, lamotrigina,
10-hidréxi-carbamazepina, fenobarbital, carbamazepina-10,11-
epoxido, oxcarbamazepina, fenitoina e carbamazepina.

Estabilidade

Amostras de soro adicionadas de dcido valprdico na concentragao
de 100 ug/mL foram preparadas e imediatamente armazenadas a4 °C.
Aliquotas destas amostras foram analisadas no dia da preparagdo e
2,7 e 14 dias apds. A estabilidade foi avaliada através da diferenca
percentual entre os valores obtidos no dia da preparacao e os obtidos
nos demais dias, calculados através da curva de calibracio.

Ensaios de precisao e exatidao

A precisio e a exatiddo do método foram avaliadas através de and-
lises de amostras calibradoras, preparadas em soro humano, contendo
dcido valprdico nas concentragdes 4, 40 e 200 pg/mL. As andlises
foram realizadas em triplicata e repetidas em 4 dias diferentes. As
precisdes intra-ensaios e inter-ensaios foram calculadas pela andlise
de variancia (ANOVA), usando-se dia como varidvel agrupadora.
A exatiddo foi calculada como percentagem média obtida do valor
tedrico adicionado na amostra.

Limites de deteccio e quantificacio

Os limites de detecciio e quantificagdo de cada analito foram
determinados a partir do cdlculo da concentracdo de 3 e 10 vezes,
respectivamente, a drea do ruido da linha de base produzido pela
matriz, de acordo com Shah et al.."!

Comparacao entre os resultados obtidos por CLAE e
imunoensaio

Além da determinac@o por CLAE, as amostras foram analisadas
empregando-se IEC através de um sistema de automagao Fusion, pro-
veniente da Johnson & Johnson (New Brunswick, Estados Unidos),
segundo procedimento estabelecido na rotina de um laboratério de
analises clinicas de grande porte. Foram obtidas 66 concentragdes de
acido valprdico em soro, por ambas as metodologias. Os resultados
obtidos foram comparados através de grifico de Bland-Altman e
regressdo de Passing-Bablok.
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Figura 2. Reagdo de derivatizagdo do dcido valpréico com brometo de fenacila, catalisada pela trietilamina

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta a reago entre o AV e o brometo de fenacila,
catalisada pela trietilamina. Nesta reacdo, o AV atua como nucledfilo,
substituindo o bromo do brometo de fenacila, com a participacio da
trietilamina facilitando a desprotonagio do dcido bem como a retirada
do bromo do derivatizante. O produto formado € solivel em hexano.

Com as condic¢des cromatograficas utilizadas foi possivel obter
uma separacio adequada dos derivados fenacilados do dcido valpréico
e do padrio interno dos demais compostos presentes nas amostras ana-
lisadas. O tempo total de andlise cromatografica foi de 9 min. O pico
referente a0 AV apresentou tempo de retencdo médio de 7,4 min e o
pico referente ao padrdo interno apresentou tempo médio de retencdo
de 3,5 min. A Figura 3 apresenta cromatogramas tipicos do método.

Em todas as andlises, os picos referentes aos analitos foram
avaliados com respeito a sua pureza espectral e similaridade com os
espectros de absor¢do de referéncia, através de rotinas disponiveis
no sistema CLAE-DAD, e nao foram observados interferentes. Da
mesma forma ndo foram observados picos nos tempos de retengao dos
analitos em amostras de soro isentas de dcido valpréico e no Antiepi-
leptic Serum Calibration Standard, demonstrando a seletividade do
método mesmo quando outros anticonvulsivantes estdo presentes na
amostra. As concentracdes de dcido valpréico mostraram-se estaveis
quando as amostras de soro sdo mantidas em refrigeracdo, em um
intervalo de até 14 dias, com diferencas entre os valores pré e pos-
armazenamento inferiores a 5%.

Os dados de validagao do método sdo apresentados na Tabela 1. A
curva de calibrag@o obtida apresentou linearidade adequada, com de 12
de 0,9999. A precisdo intra-ensaios esteve entre 4,53 e 8,15% e a preci-
sdo inter-ensaios esteve entre 3,15 e 6,77%, demonstrando a adequada
repetibilidade do método. A exatiddo foi determinada entre 101 e 115%,
também dentro dos critérios de aceitagdo para métodos bioanaliticos
preconizados por Shah et al..® Considerando o propdsito da metodo-
logia proposta neste estudo, focada no monitoramento terapéutico de
pacientes usudrios de AV, os limites de detec¢do e quantificagio sdo
bastante inferiores aos menores niveis terapéuticos.

A diferenca média entre os valores obtidos por CLAE e IEC foi de
0,8 ug/mL. Nas 66 determinacdes, apenas 1 apresentou valor fora da
faixa de 2 desvios-padrdo da média das diferengas entre os métodos
(Figura4). Os valores obtidos por CLAE (faixa de 34,1 a 143,5 ug/mL)
apresentaram, em média, 103% dos valores obtidos por IEC (faixa de
30,9 a 142,6 ug/mL). A relacdo entre os valores obtidos foi expressa pela
equagdo CLAE = 0,9178 IEC + 7,1699, com 12 de 0,9263, denotando
uma elevada proporcionalidade entre os valores. A correlacdo entre os
dados nao diverge da linearidade (P > 0,10). A andlise da regresséo,
avaliando os intervalos de confianga da inclinagdo (0,8485-1,0079)
e do intercepto (0,3017-11,8021), demonstra que os métodos ndo
divergem por um valor constante e que existe uma pequena diferenga
proporcional entre os métodos. Através da representacdo grafica da
regressdo de Passing-Bablok (Figura 5), observa-se que a diferenga
entre os métodos de determinag@o de AV estd relacionada com as suas
concentragdes, embora ndo existam diferencas significativas entres os
resultados. Quando comparadas com as concentragdes obtidas por IEC,
os valores obtidos por CLAE tendem a ser superiores nas concentra-

¢Oes mais baixas de AV e inferiores em concentragdes mais elevadas,
conforme demonstrado pela intersecdo da reta obtida pela regressao
com a linha da identidade, em 85 pg/mL (Figura 5). Resultados seme-
lhantes foram relatados por Braun et al.'> e Kumps et al."* e podem estar
relacionados com a reatividade cruzada dos anticorpos do IEC com
metabdlitos de AV. Entretanto, apenas 5 valores apresentaram valores
marginalmente fora do intervalo de confianga de 95%, caracterizando
a comparabilidade entre os resultados obtidos.
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Figura 3. Separagdo cromatogrdfica obtida com monitoramento em 246 nm:
(A) amostra de soro isenta de dcido valpréico, com padrdo interno (PI); (B)
amostra de soro de paciente em farmacoterapia com AV (61,9 ug/mlL)

Tabela 1. Parametros de valida¢do do método

Concentragdo Intra-dias  Intra-dias Exatidao
(ug/mL) (C.V. %) (C.V. %) (%)
200,0 4,53 3,15 101
40,0 6,50 5,70 114
4,0 8,15 6,77 115
Equacio regressao linear r? (p];/)n]?L) (plé?rrlQL)
y =0,0133x + 0,0025 0,9999 0,6 2,0




1230 Antunes et al. Quim. Nova

25F
o =]
20 +1.96 SD
——— e o4
15F e o ’
8 o ot o
T 10F . ° o,
w - opo o =]
5 sk oo & - o
[&] - m
o L o .7 Mean
s OF - & 08
g o a o B ®
o 5E o o
2L - omo ¢ o
Fa} s o
-10F o o
E o p o o?B o
151 g o -1.96 SD
R gy R ey
i -16,8
-ZO_I 1 1 " " 1 " 1
0 50 100 150 200

Média de CLAE e IEC

Figura 4. Grdfico de Bland e Altman: comparagdo entre as concentragoes
de AV obtidas por CLAE e IEC

CONCLUSAO

Um método para a determinagio de 4cido valpréico por
CLAE-DAD foi desenvolvido e validado. A preparacao das amostras foi
simples e rapida. O método foi preciso e exato, com sensibilidade ade-
quada para o monitoramento terapéutico do dcido valprdico, permitindo
adeterminacdo fidedigna de AV em laboratérios que disponham de equi-
pamentos de CLAE com detectores espectrofotométricos. As pequenas
diferencas entre os resultados obtidos por CLAE e IEC demonstram que
os resultados obtidos por ambas as metodologias sdo comparaveis.
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